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RESUMEN

En varias publicaciones recientes se ha discutido sobre la posibilidad de extraer la emisién de fluorescencia de la
Chl a partir de medidas de reflectividad, usando el principio de Discriminacion de las Lineas de Fraunhoffer (FLD
del inglés Fraunhofer Line Discrimination). En 1998 la cuestion se reconsideré por medio del proyecto FLEX
“Fluorescence Explorer” propuesto a la ESA. El método FLD compara la profundidad de una banda de absorcion
en la irradiancia solar con la profundidad de la banda en la radiancia del objeto. En este contexto, un nuevo
Detector Pasivo de Fluorescencia Multiespectral (PMFED), aplicado a las bandas de absorcion del oxigeno
atmosférico, ha sido desarrollado en el LURE. El objetivo de este articulo es presentar las primeras aplicaciones de
este instrumento, para evaluar el potencial del método FLD para realizar medidas a distintos niveles de
integracion, de la hoja a la cubierta vegetal. También se pretende resaltar las limitaciones actuales y los pasos
preparatorios necesarios hacia una mision espacial.

ABSTRACT

Several recent publications have discussed the possibility to extract Chl fluorescence emission from reflectance
measurement, using the FLD (Fraunhofer Line Discrimination) principle. In 1998 the question has been
reconsidered by the FLEX "fluorescence explorer" project proposed to ESA. The FLD method compares the depth
of an absorption band in the solar irradiance to the depth of the line in the radiance of the target. In this context a
new Passive Mutiwavelength Fluorescence Detector (PMFD), applied within the atmospheric oxygen absorption
bands, has been developed at LURE. The aim of the present paper is to present the first applications of this
instrument in order to evaluate the potential of the FLD method for measurements at different integration levels,
from leaf to canopy. It is also intended to highlight the actual limitations and the necessary preparatory steps
towards a space mission.
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La vegetacion tiene un papel fundamental
en la biosfera, no simplemente debido a la
acumulacion de biomasa, sino también por su papel
en los ciclos bio-geoquimicos y en el intercambio
con la atmosfera, en particular a través del flujo de
COs. La clorofila es el pigmento clave en la base de
los procesos de produccién primaria y también el
unico componente de la biosfera que emite
fluorescencia en el rojo (Figura 1). La emision de
fluorescencia se produce después que la luz haya
sido absorbida, mediante un  mecanismo
directamente en competicion con la conversion
fotoquimica. Aunque esta emision sea muy baja
(<1% de la luz absorbida) es muy utilizada para el
seguimiento de la actividad fotosintética a nivel de
laboratorio. A nivel de campo la fluorescencia se
puede medir a varios metros de distancias utilizando
un laser de impulsos y un telescopio (Chappelle et
al. 1994, Flexas et al. 2001, Moya et al. 2001, Moya
et al. 2002) pero las medidas desde un aviéon o un
satélite estan fuera del alcance de esta técnica (Ounis
et al. 2001).

La teledeteccion pasiva permite extraer la
seflal de fluorescencia de la radiancia de la
vegetacion, sin utilizar una fuente de luz externa.
Esto solamente es posible a ciertas longitudes de
onda en las cuales la irradiancia es muy reducida,
debido a la absorcion de las atmosferas terrestre o
solar (lineas de Fraunhofer) (Figura 1). Un
instrumento FLD, que utilizaba la linea de absorcion
a 6563 nm (Ho) del hidrégeno de la atmosfera
solar, fue disefiado en los afios 70 (Plascyck y
Gabriel 1975) y aplicado al estudio de la vegetacion
por (McFarlane et al., 1980) y (Carter et al., 1990).
No obstante, esta medida resulta muy delicada
debido a la estrechez de la linea Hoo (FWHM =
0.144 nm) y su posicion, muy al borde del espectro
de emision de la fluorescencia de la clorofila (Figura
1). Por esa razén se han buscado otras soluciones,
considerando la posibilidad de utilizar las bandas de
absorcion del oxigeno atmosférico. Estas bandas, de
mayor anchura que la Ha, permiten medir la
fluorescencia de la clorofila en cada uno de los dos
picos de su espectro de emision, respectivamente a
687 y 760 nm (Figura 1).
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Figura 1.- Arriba: Linea continua: espectro de
emision de la fluorescencia de una hoja de vifia

excitada a 355 nm. Linea punteada: reflectividad de
la misma hoja. Abajo: espectro solar al nivel del
mar. Lineas punteadas: bandas de absorcion del
oxigeno atmosférico. Linea continua: bandas de
absorcion del hidrogeno de la atmésfera solar.
Detalle de las bandas de absorcion del oxigeno

atmosférico (A, B).

La primera aplicacion operacional del
principio del FLD (Figura 2) en las bandas de
absorcion del oxigeno atmosférico fue presentada
por Moya et al. (1998). El problema principal de la
utilizacion de estas bandas reside en la variabilidad
de la profundidad p=a/b (Figura 2) que caracteriza
la irradiancia. Donde p depende de la masa de aire
atravesada, la cual cambia con la hora del dia y el
tipo de iluminacion (luz directa o difusa). La medida
de p se puede hacer directamente utilizando un panel
de referencia (Spectralon) o utilizando un modelo de
absorcion atmosférica (Evain, S. 2002).

Un nuevo instrumento (PMFD: Passive
Multi-wavelength Fluorescence Detector) para la
medida continua de la fluorescencia de la clorofila
687 nm y a 760 nm ha sido realizado en el LURE
(Evain et al. 2001, Evain et al. 2002). Ademas de la
fluorescencia el PMFD también mide la
reflectividad en las mismas longitudes de onda, y el
PRI=(R531-R570)/(R531+R570) que se ha mostrado
estar relacionado con los mecanismos de disipacion
del exceso de energia absorbida par las plantas
(Gamon et al. 1990, Moya et al 2001). E1 PMFD se

ha calibrado a nivel de hoja comparandolo con un
fluorimetro activo y se ha demostrado que las
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Figura 2.- El método se basa en la disminucién de la
profundidad de la linea de absorcion de la sefial de la
radiancia, debido a la contribucion de la
fluorescencia. El célculo supone que las longitudes
de onda a las cuales se midena y b (o cyd)son
suficientemente proximas para que se pueda
considerar que R(A) y f(A) son constantes.

variaciones de fluorescencia inducidas por una
transicion oscuridad-luz resultan idénticas medidas
por los dos aparatos.

Para comprobar la capacidad de medir en
campo, el instrumento se ha instalado a 10 metros de
altura encima de una torre. Un ciclo diario completo
se ha medido sobre un blanco de hierba natural de
0.5 m? (lolium perene) situado a un a distancia de 14
m. En este experimento la sefial de fluorescencia
representa 1.3% de la radiancia del blanco a 760 nm
(continuo fuera de la banda de absorcion) y 25% de
la radiancia total a 687. En la Figura 3 se observa
una disminucion del Fs al mediodia debida a la
acumulacion de los efectos de la alta luminosidad.
Esta variacion es similar a la que se observa con
medidas de fluorescencia activa (Moya et al. 2002).

El incide PRI también muestra
variaciones parecidas a las de la fluorescencia
estacionaria (Fs), debido al control que ejercen sobre
ambos parametros, los mecanismos de disipacion del
exceso de energia absorbida (Figura 4). Estos
mecanismos  son  fundamentales para la



supervivencia de las plantas expuestas a alta luz o a
ciertos estreses (S. Evain, J. Flexas y 1. Moya, atin
no publicado).
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Figura 3.- Ciclo diario del rendimiento de
fluorescencia relativo a 687 y a 760 nm y del PAR
un dia de alta luz con nubes pasajeras (20
Septiembre 2001, Avignon, Francia). Es de notar el
paralelismo de las dos curvas del rendimiento y
también su disminucion al medio dia, debida a los
mecanismos de disipacion del exceso de energia

absorbida.
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Figura 4.- Variacion diurna del indice PRI. Misma
muestra y mismo dia que la Figura 3. E1 PRI baja
porque durante los periodos de alta luz se acumulan
la forma zeaxantina de las xantofilas y formas de
bajo rendimiento de los complejos clorofila-proteina
colectores de energia. Cuando la luz disminuye
debido a una nube, estos mecanismos se invierten y
el PRI aumenta. Es de notar el paralelismo con la
fluorescencia (Figura 3).

En el marco de la validacion del
instrumento, se hizo una nueva serie de medidas
desde la misma torre sobre un campo de maiz. En
este caso el objetivo era de detectar el cambio del
rendimiento de la fluorescencia de la clorofila
cuando la transferencia de electrones fotosintéticos
queda bloqueada después de anadir un herbicida
(DCMU). Los resultados de las medidas pasivas
muestran claramente a nivel de campo un aumento
del rendimiento relativo de fluorescencia de

aproximadamente un factor tres (Figura 5). Este
crecimiento se ha confirmado por medidas activas de
contacto a nivel de hoja.
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Figura 5.- Arriba: Inhibicion de la asimilacion y de
la conductividad estomatica debido a la adicion
saturante del DCMU. Cada punto representa la

media de 8 medidas efectuadas en diferentes hojas.

Las mismas hojas han sido medidas a lo largo del
experimento. Abajo: Aumento del rendimiento de
fluorescencia pasiva a nivel de campo (F/PAR)
integrado durante una hora alrededor de medio dia.
Las medidas pasivas han sido confirmadas por
medidas efectuadas con un fluorimetro activo de
contacto.

El PMFD también se ha utilizado en el
marco de la campafia de medidas SIFLEX,
organizada por la ESA en Sodankyla (Finlandia)
durante la primavera del 2002, para experimentar la
posibilidad de seguir, con medidas de fluorescencia,
la recuperacion de la capacidad fotosintética de los
pinos (pinus sylvestris) después del invierno boreal.
El PMFD fue instalado encima de una torre de 20 m
y midié sobre un blanco compuesto de varios
arboles a una distancia de 45 m. Durante esta
campafia también se experimentd, en paralelo con
las medidas del PMFD, la posibilidad de extraer la
informacion de fluorescencia de la derivada del
espectro de reflectividad medido con un
espectroradiometro de alta resolucién. Medidas a
mayor distancia estan en preparacion en el marco del
proyecto AIRFLEX iniciado por ESA que llevara a
cabo la instalacion de un instrumento pasivo
utilizando las bandas del oxigeno atmosférico a
bordo de un avioén.



La aplicaciéon de la técnica FLD en las
bandas de absorcién del oxigeno atmosférico se
enfrenta con el problema de la reabsorcion de la
seial de fluorescencia. La situacién de la banda a
760 nm es la mas critica. A esta longitud de onda, un
calculo simple de la absorcion de la fluorescencia
por la atmésfera indica que la disminucién de la
senal sera de unos 10% por una altura de 1000 m.
Esta atenuacion no debe impedir la medida incluso
desde un satélite puesto que la absorcion de la
atmosfera en la direccion del nadir seria de 60%.

Hasta estos tltimos afios, se consideraba
que la unica posibilidad, para hacer medidas de
fluorescencia desde un satélite, reposaba en las
lineas de Fraunhofer de origen solar (Plascyck 1975,
Moya et al. 1992). Los resultados presentados en
esta comunicacion muestran que la utilizacion de las
bandas de absorcion del oxigeno atmosférico puede
ser otra opcidn posible.
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