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RESUMEN

Las primeras fases del desarrollo de pinos pueden verse afectadas por la competencia de las malas hierbas,
siendo la utilización de herbicidas fundamental para su control, aunque este tratamiento no debe afectar al pino.
En este trabajo, se estudia el efecto de dos herbicidas simazina y hexazinona en tres especies de pino, Pinus ha-
lepensis, P. nigra y P. pinaster, mediante medidas de la fase rápida de la cinética de inducción de fluorescencia
clorofílica. El estudio se lleva a cabo sobre las primeras hojas caulinares de pino, sometidos a tratamiento con
dosis de 2 y 4 ppm de cada uno de los herbicidas durante 48 horas. El tratamiento y la posterior recuperación, se
lleva a cabo en cultivo hidropónico en cámara climática. En los tratamientos con hexazinona, P. nigra ha resul-
tado más tolerante que P. pinaster y P. halepensis. No se han encontrado diferencias entre especies en la res-
puesta a simazina. En las tres especies de pino se produce una mayor recuperación de la actividad fotosintética,
lo que indica una mayor tolerancia del árbol, a hexazinona que a simazina.
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INTRODUCCIÓN

El empleo de herbicidas en el cultivo de especies arbóreas pretende resolver los pro-
blemas de competición herbácea que surgen, tanto en los viveros (Frochot, 1986a), como
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en las reforestaciones (Frochot, 1986b; Frochot et al., 1986) así como en las modernas
implantaciones forestales en tierras de cultivo agrícola promovidas por la PAC (Regla-
mento 2328/91). Es precisamente en estas tierras de labor, donde el problema adquiere
mayor relevancia, no sólo por la presencia de malas hierbas adaptadas a los cultivos pre-
cedentes, sino, además, por las características de algunos climas como el mediterráneo,
que favorece más la competencia de la hierba con el árbol, reduciendo sus posibilidades
de establecimiento (Montero et al., 1997). Debido a los problemas de erosion en gran par-
te de estas superficies en nuestro país, la utilizacion de herbicidas está considerado como
un método adecuado para la protección del cultivo forestal frente a malas hierbas.

Herbicidas del grupo de las triazinas son susceptibles de empleo por el buen control
que ejercen sobre un amplio espectro de malas hierbas, por su adecuada persistencia
(Sheets et al., 1962) y por la tolerancia mostrada por muchas especies arbóreas, en espe-
cial de coníferas (Miller et al., 1988), aunque su selectividad puede ser muy diferente en-
tre especies (Wood et al., 1992).

Las cinéticas de inducción de fluorescencia clorofílica en hojas, permiten hacer un se-
guimiento de la penetración, translocación y destoxificación de herbicidas inhibidores del
Fotosistema II (PSII) (Cadahia et al., 1982; Ducruet et al., 1984; Ducruet et al., 1993; Ha-
bash et al., 1985; Ahrens, 1989; Norsworthy et al., 1999) entre los que se encuentran las
triazinas. Estos herbicidas desplazan al segundo aceptor de electrones del PSII, QB, de su
lugar de union e impiden la reoxidacion de QA reducido, primer aceptor de electrones del
PSII, bloqueando de esta forma el flujo de electrones fotosintético y liberando la energía
mediante un incremento en la fluorescencia. Al comienzo de la iluminación de hojas
adaptadas a la oscuridad, el nivel de fluorescencia depende casi totalmente del estado re-
dox de QA. Cuando la planta es iluminada con luz continua, QA actúa como amortiguador
fotoquímico y el nivel de fluorescencia es bajo (FO). Este se eleva bifásicamente primero
a un nivel intermedio (FI) que es causado por la reducción de QA y posteriormente a un
segundo nivel (FP) debido a la reducción del conjunto de las plastoquinonas. Puesto que
los inhibidores del PSII bloquean la reoxidacion de QA, su presencia incrementa los ni-
veles de fluorescencia hasta un nivel máximo constante (FM) (Krause, Weis, 1991;
Bolhàr-Nordenkampf, Öquist, 1993). La medida de la fluorescencia clorofílica, ha sido
muy empleada en el estudio del efecto de este tipo de herbicidas en especies herbáceas
(Ducruet, Gasquez, 1978; Ahrens et al., 1981; Richard et al., 1983; Ali et al., 1986) y
puede ser de gran utilidad también en especies arbóreas, aunque hasta el momento sólo se
ha empleado en Pinus taeda L. (Johnson, Stelzer, 1991) y Pinus pinea L. (Villarroya et
al., 1997, 1999).

En este trabajo estudiamos, mediante la fase rápida de la cinética de inducción de
fluorescencia clorofílica, el efecto de dos triazinas, hexazinona y simazina sobre tres es-
pecies de pino, P. halepensis, P. pinaster y P. nigra. En P. halepensis y en P. pinaster se
ha observado en ocasiones, reduccion de su supervivencia tanto en campo (Peñuelas et
al., 1995; Fernández-Cavada et al., 1995; Ortega et al., 1999) como en ensayos de inver-
nadero (Ortega et al., 2000) mientras que P. nigra tolera en campo dosis elevadas de estos
mismos herbicidas (Miller et al.,1988).
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MATERIAL Y MÉTODOS

Se ha utilizado como material vegetal plántulas de Pinus halepensis, P. pinaster y P.
nigra, sembradas en invernadero en bandejas Forest-Pot, sobre un soporte de vermiculita
impregnado con solución nutritiva Hewitt (Bould, Hewitt, 1963), a temperaturas entre 22
� 2 �C de máxima y 12 � 2 �C de mínima, sin aporte adicional de luz.

En el momento en que aparecieron las primeras hojas verdaderas de las plántulas
(seis semanas después de la siembra), éstas fueron transferidas a una cámara climática en
tubos de ensayo de 2,3 cm de diámetro y 24,5 cm de altura forrados con material opaco
que contenían 90 ml de solución nutritiva Hewitt. Una semana después, se realizaron los
tratamientos herbicidas, sustituyendo la solución nutritiva por otra conteniendo 0; 2 y 4
ppm (mg/l de materia activa) de hexazinona o simazina durante 48 horas. Al final del tra-
tamiento, día 0, se extrajeron las plántulas de la solución con herbicida, se lavaron las raí-
ces y se mantuvieron creciendo en solución nutritiva libre de herbicidas, hasta el final del
ensayo. Se realizaron 10 repeticiones por tratamiento con una plántula por tubo de ensayo
en cada repetición. Los ensayos se repitieron dos veces en el tiempo y se llevaron a cabo
en cámara con un fotoperiodo de 16 horas a 24 � 2 �C (luz) y 8 horas a 17 � 2 �C (oscuri-
dad), con una humedad relativa entre 50 % (luz) y 70 % (oscuridad) y una intensidad lu-
minosa de 100 �Em-2s–1.

Las medidas de fluorescencia clorofílica se llevaron a cabo en las condiciones
descritas por Ducruet et al. (1993) (Fuente de luz LS1 y detector de fluorescencia:
FDP y FDC Hansatech). La señal recogida a 45� de la luz incidente se digitaliza me-
diante una tarjeta de conversión A/D, se almacena y se analiza mediante un programa
de ordenador similar al descrito por Ducruet et al. (1984), que proporciona automáti-
camente los niveles FO y FP. El nivel FI es el alcanzado en un tiempo prefijado después
del inicio de la iluminación. La estimación de la inhibición fotosintética producida por
los herbicidas se determina mediante la relación (FI – FO)/FV, donde FV es la fluores-
cencia variable (FP – FO). Este parámetro refleja la reoxidación de QA

– por QB y el
conjunto de plastoquinonas.

Las medidas de fluorescencia clorofílica se iniciaron al finalizar el tratamiento
herbicida, tras someter a las plántulas a una hora de oscuridad que permite la detec-
ción de la fase rápida de la cinética de inducción de fluorescencia. Estas medidas se
efectuaron sobre las primeras hojas caulinares y se repitieron 1, 2, 5, 7, 9, 12 y 15 días
después del tratamiento.

Este parámetro se sometió a un análisis de la varianza de medidas repetidas en el
tiempo con los factores especie, herbicida, dosis y ensayo, seguido de un test de New-
man-Keuls.

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

En los dos ensayos realizados por cada especie de pino y herbicida se observaron
idénticas tendencias en la inhibición de la fotosíntesis medida a través del incremento de
fluorescencia clorofílica. Las diferencias entre ensayos no fueron significativas (p < 0,05)
y por ello se han descrito los resultados medios de los dos ensayos.
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Fig. 1.–Valores fluorescencia clorofílica ((FI – FO)/FV) en plántulas de Pinus halepensis (A),
P. nigra (B) y P. pinaster (C) tratadas con hexazinona (1; HZ) y simazina (2; SZ) a dosis de 0

ppm (�); 2 ppm (�) y 4 ppm(�).

[Los valores son media de 20 plantas. Los puntos marcados con la misma letra para cada especie y herbicida, no
son significativamente diferentes mediante el test de Newman Keuls (P < 0,05)].
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La Figura 1 muestra los valores medios de inducción de fluorescencia de plantas de
tres especies de pino, tratadas con los herbicidas hexazinona y simazina a dos dosis de
tratamiento 2 y 4 ppm y sus respectivos controles no tratados. Las medidas de fluorescen-
cia clorofílica se representan mediante la relación (FI – FO)/FV que para los controles toma
en todos los casos valores entre 0,2 y 0,3. Estos valores, en el momento de retirar el trata-
miento herbicida, fueron del orden de 0,8 para las tres especies de pino tratadas con sima-
zina a las dos dosis empleadas, lo que representa una fuerte inhibición de la actividad fo-
tosintética (Fig. 1.- A2, B2, C2). En los tratamientos con hexazinona (Fig 1.- A1, B1, C1)
se producen diferencias entre las especies, P. halepensis y P. pinaster que muestran valo-
res alrededor de 0,9 y P. nigra que alcanza valores entre 0,5 y 0,6, lo que indica una inhi-
bición fotosintética parcial en esta última especie. Para este herbicida, el grado de inhibi-
ción alcanzado en el momento de finalizar el tratamiento, es diferente para las distintas
dosis ensayadas.

En los tratamientos con simazina, el bloqueo de los centros activos por el herbicida se
mantiene durante los dos días siguientes a la retirada de éste y sólo a partir del quinto día
se produce un descenso en la inhibición, siendo más rápido en las plantas tratadas con 2
ppm que en las tratadas con 4 ppm. Así en P. halepensis (Fig. 1.- A2), los niveles de emi-
sión de fluorescencia clorofilica son similares el día 5 después del tratamiento a dosis de 2
ppm a los de el día 7 a dosis de 4 ppm. Este mismo hecho se produce en P. nigra (Fig. 1.-
B2) y de forma más acusada en P. pinaster (Fig. 1.- C2), en el que la inhibición producida
por una dosis de 2 ppm, 5 días después del tratamiento, es igual a la producida por una
dosis de 4 ppm, 9 días después del tratamiento.

El descenso en el nivel de inhibición de la fotosíntesis en los tratamientos con hexazi-
nona es más rápido que en el caso de los de simazina, comienza en las tres especies en el
momento de retirar el tratamiento herbicida, siendo apreciable un día después a la dosis
más baja de las empleadas, 2 ppm. A la dosis más alta (4 ppm), la recuperación de la acti-
vidad fotosintética es apreciable un día después del tratamiento en P. nigra (Fig. 1.- B1) y
dos días después del tratamiento en P. pinaster (Fig. 1.- C1) y P. halepensis (Fig. 1.- A1).

Al finalizar el ensayo 15 días después del tratamiento, sólo P. nigra a las dos dosis em-
pleadas de hexazinona (Fig. 1.- B1) y P. pinaster a 2 ppm del mismo herbicida (Fig. 1.- C1)
han destoxificado totalmente y han recuperado la actividad fotosintética con niveles de emi-
sión de fluorescencia iguales a los del control. En los demás casos de tratamiento con hexa-
zinona y en todos los casos de tratamiento con simazina no se ha alcanzado niveles simila-
res a los del testigo. En los dos casos en que la planta ha recuperado los niveles de
(FI–FO)/FV del testigo, esto se ha producido con una diferencia en el período de tiempo que
necesita cada especie para alcanzar la destoxificación. P. nigra se encuentra completamente
destoxificado el día 5 para dosis de 2 ppm y el día 7 para 4 ppm, mientras que en P. pinas-
ter la destoxificacion total se produce sólo para el tratamiento de 2 ppm el día 15.

En los tratamientos con simazina, ninguna de las tres especies de pino consiguió des-
toxificar este herbicida en los 15 días que duró el ensayo, ni siquiera para la dosis menor.
Se observa una tendencia al mantenimiento de una inhibición media, que expresa una
eficiencia de la fotosíntesis significativamente menor que en plantas control no tratadas
(Fig. 1.- A2, B2, C2).

Perfiles de destoxificación similares a los de estas especies habían sido observados
también en tratamientos con hexazinona de P. taeda (Johnson, Stelzer, 1991) y P. pinea
(Villarroya et al., 1997). Esta última especie llegó a destoxificar totalmente simazina a
dosis de 2 ppm en 12 días (Villarroya et al. 1999).
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La sensibilidad de las tres especies de pino al efecto de estos herbicidas ha sido simi-
lar en el caso de la simazina, pero diferente en el de la hexazinona. La menor inhibición
que ha mostrado P. nigra por efecto de hexazinona tras retirar el tratamiento y su rápida
destoxificación indican que es más tolerante que P. halepensis y P. pinaster a este herbi-
cida, lo que concuerda con algunos ensayos de campo en los que se ha mostrado una ele-
vada tolerancia en implantaciones de una o dos savias (Miller et al., 1988; Ortega et al.,
1999). Fitotoxicidades diferentes entre especies de pinos se corresponden, al menos en los
tratamientos con hexazinona, a diferencias en las tasas de transpiración de las especies,
las cuales determinan la absorción y posterior translocación del herbicida (Wood et al.,
1992) y a diferencias en la velocidad de degradación de este herbicida en metabolitos me-
nos fitotóxicos (McNeil et al., 1984).

De los resultados obtenidos podemos deducir que para las especies y dosis estudiadas
se produce una mejor recuperación de la actividad fotosintética, lo que significa una mayor
tolerancia del árbol al herbicida, en los tratamientos con hexazinona que en los tratamientos
con simazina, no existiendo diferencias en la respuesta de estas tres especies a simazina. En
los tratamientos con hexazinona P. nigra es más tolerante que P. pinaster y P. halepensis.

SUMMARY

Fluorescence induction in Pine. Response of Pinus halepensis Miller, P. nigra
Arnold and P. pinaster Aiton to hexazinone and simazine herbicides

The first phases of the development of pines could be affected by weed competition. The use of herbicides
is fundamental for weed control but herbicide treatment must be safe for pines. This work study the effect of two
herbicides, hexazinone and simazine, over three pine species Pinus halepensis, P. nigra and P. pinaster by
means of measures of the fast phase of the chlorophyll fluorescence induction kinetics. The study is conducted
in early caulinars leaves of pine treated for 48 hours with doses of 2 and 4 ppm of each herbicide. Herbicide
treatment and recovery of plants was done under hydroponics conditions in climatic chamber. P. nigra was more
tolerant than P. pinaster and P. halepensis to hexazinone. There were no differences between species in
simazine response. The three pine species show better recovery of photosynthetic activity in hexazinone treat-
ments than in simazine treatments, indicating better tolerance of tree to hexazinone than to simazine.

KEY WORDS: Chlorophyll fluorescence
Herbicides
Hexazinone
Simazine
Pinus halepensis
Pinus nigra
Pinus pinaster
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