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1. Introduzione

Il contenuto di clorofilla, insieme all'efficienza dei fotosistemi, sono indicatori della vitalità della
pianta, e danno un quadro completo dello stato generale di un organismo fotosintetico. Il contenuto e
la fluorescenza della clorofilla possono essere misurati in campo con metodi non distruttivi, con
clorofillometri e fluorimetri commerciali. I parametri valutati danno informazioni sulla “potenziale”
efficienza fotosintetica, ma non sulla “reale” prestazione fotosintetica, quindi le connessioni con la
fotosintesi netta (Pn) sono elusive, ma non da escludere.

La fluorescenza della clorofilla (ChlF) è un meccanismo di dissipazione dell’energia (de-eccitazione
non fotochimica) negli organismi fotosintetici. La ChlF viene valutata in campo nella forma “attiva”,
cioè emessa da foglie adattate al buio e sottoposte ad una luce saturante (attinica).

L'analisi di ChlF in campioni adattati al buio permette di misurare l'emissione di fluorescenza minima
(F0) e massima (FM). Questa misurazione richiede meno di 1s. La cinetica dell'emissione di ChlF tra
F0 e FM, rappresentata graficamente dal transient di ChlF, viene analizzata mediante il cosiddetto JIP
test che consente di determinare una costellazione di parametri dipendenti dal tempo (Strasser et al.,
2000; 2004; Tsimilli-Michael e Strasser, 2008).

Figura 1 - Esempi di transient OJIP per piante non stressate (rosse) e stressate (verdi). Le curve OJIP
sono indotte da un breve impulso (1 s di durata) di luce rossa saturante (650 nm). Tracciati su una
scala temporale logaritmica, i transient di ChlF mostrano un andamento polifasico. “O” si riferisce
al livello di fluorescenza iniziale (F0); J (da 2 a 3 ms), I (30 ms) e P (500-800 ms - 1 s) sono, rispetti-
vamente, i livelli intermedi e di picco dell'emissione di fluorescenza. Quest'ultimo indica l'intensità di
fluorescenza (FM) massima quando la luce saturante viene applicata alla foglia.

2. Scopo e applicazione

La misura dei parametri di ChlF e della cinetica di emissione di ChlF possono fornire utili informazioni
sullo stato e sul funzionamento dell'apparato fotosintetico, con particolare attenzione ai fotosistemi
(PSII e PSI). ChlF è una tecnica ampiamente applicata per valutare le risposte delle piante ai fattori
ambientali. Ci sono due principali approcci: la fluorescenza modulata (pulse amplitude modulated,
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PAM) e la fluorescenza diretta (prompt fluorescence, PF). La fluorescenza modulata si basa sulla mi-
surazione dell'emissione di fluorescenza da parte di campioni esposti alla luce; la fluorescenza diretta
viene applicata su campioni adattati al buio. Allo scopo del monitoraggio delle condizioni fisiologiche
degli alberi, da svolgersi in condizioni di campo, si ritiene che l’uso della fluorescenza diretta sia più
idoneo perché questa tecnica consente di ottenere numerose misure in poco tempo. Inoltre, i relativi
fluorimetri hanno un costo minore rispetto a quelli impiegati per la fluorescenza modulata.

3. Obiettivi

Nel contesto del programma di monitoraggio ICP Forests si raccomanda la valutazione del contenuto
di clorofilla e della fluorescenza per determinare il possibile impatto fisiologico delle condizioni
ambientali e degli eventi climatici, nonché per esplorare le possibili relazioni con il deterioramento
delle condizioni della chioma e della nutrizione fogliare.

4. Localizzazione dei campionamenti e delle misure

La misura dei parametri relativi alla clorofilla (contenuto e fluorescenza) può essere effettuata nelle
stesse aree e nei medesimi tempi di campionamento dell'azione sui nutrienti fogliari.

5. Campionamento e misure

5.1. Campionamento 

• Il periodo di campionamento coincide con quello relativo ai nutrienti fogliari, ed è compreso tra
metà giugno e metà agosto di ogni anno, in presenza di foglie mature e prima dell'inizio della sene-
scenza fogliare.

• Il campionamento fogliare può essere effettuato mediante tree climber o svettatoi, in funzione del-
l'altezza degli alberi, della struttura del popolamento e delle condizioni operative di ciascun sito
forestale. I rami lunghi 40-50 cm con foglie attaccate sono prelevati nella porzione superiore, cioè,
parte più esposta al sole della chioma.

5.2. Misura

• Le misure sono effettuate su almeno 15-20 foglie per albero. Le foglie devono essere rappresentative
delle condizioni generali della chioma, per quanto riguarda la presenza di decolorazioni o sintomi
fogliari.

• Per le sempreverdi potranno essere misurati separatamente le foglie o gli aghi di differente età,
dando comunque la priorità a quelle dell’anno in corso.

• Il contenuto di clorofilla viene misurato immediatamente dopo il campionamento.
• Per la misura della fluorescenza, i rami tagliati devono essere immediatamente posti in sacchetti di
plastica ermetici e umidificati per evitare la disidratazione. I sacchetti con i campioni vengono poi
riposti in scatole isotermiche mantenendo i campioni a temperatura costante. In tal modo i campioni
vengono adattati al buio per un periodo abbastanza lungo (4-5 ore) in modo da poter rimuovere
sia le componenti dinamiche che quelle croniche della fotoinibizione. Con un adattamento al buio
sufficientemente lungo è possibile confrontare campioni raccolti in momenti diversi del giorno.

• La misura della fluorescenza può essere effettuata al termine della giornata di campionamento, in
camera oscura. 

• Gli aghi di conifere devono essere raggruppati per riempire il foro delle clip. 
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5.3. Strumenti consigliati

Misuratori di clorofilla
SPAD-502 (Konica Minolta, Japan)
CL-01 Chlorophyll Content System (Hansatech Ltd., Norfolk, UK)
CCM-200 plus and CCM-300 (ADC)
atLEAF CHL chlorophyll meter (FT Green LLC®, USA)
Dualex® and Multiplex® (Force-a, Paris, France).

Fluorimetri
HandyPea (Hansatech Ltd., Norfolk, UK)
PocketPea (Hansatech Ltd., Norfolk, UK)
FluorPen (Photon System Instruments, Drásov, Czech Republic)
MiniPAM (Walz, GmbH, Effeltrich Germany) (only for Fv/Fm).

Setting consigliati per HandyPea, ai fini del monitoraggio:
Durata della misura: 1s
Intensità: 3000
Gain: 0.75.

5.4. Parametri 

Contenuto di clorofilla
Il contenuto di clorofilla viene valutata secondo una scala di unità arbitrarie (che può essere diversa
nei vari strumenti) proporzionale al contenuto di clorofilla. La misura ottenuta è considerata anche un
proxy del contenuto di azoto.

Fluorescenza della clorofilla
L’intensità dell’emissione della fluorescenza è misurata per mezzo di unità arbitrarie, che dipendono
da vari fattori tecnici e dal settaggio degli strumenti.

Il parametro più affidabile, stabile e comparabile attraverso i differenti strumenti, metodi di misura e
condizioni tecniche è:
– FV/FM = [FM-F0] /FM
– FV/FM esprime la resa quantica massima del campione adattato al buio, ovvero la capacità massima
del PSII di intrappolare i fotoni. FV/FM è un parametro universalmente riconosciuto, ed è acquisibile
con tutti gli strumenti proposti.

Altri parametri sono connessi alle varie fasi relativi alla cattura ed al trasporto degli elettroni attraverso
la ETC (Electron Transport Chain): efficienza del complesso di scissione dell’acqua di alimentare
l’ETC, dissipazione dell’energia attraverso calore, trasporto degli elettroni, dal PSII al PSI, trasporto
dal PSI agli accettori finali, efficienza complessiva del sistema. Ciascuna di questa fase può essere
collegata ad uno specifico fattore di stress, quindi un’analisi completa, quando possibile, può essere
molto informativa sullo stato generale dell’albero e dei suoi rapporti con i fattori ambientali.

Alcuni dei principali parametri, di fluorescenza diretta (PF - JIP test) e modulata (MF) sono elencati
nell’allegato 1, e possono essere acquisiti per finalità specifiche. 
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5.5. Quality Assurance

Contenuto di clorofilla
I misuratori di clorofilla sono “autocalibrati” e non necessitano controlli da parte dei produttori prima
delle campagne di monitoraggio. 

Se vengono usati differenti strumenti, e strumenti di tipo diverso, è utile effettuare delle sessioni di
intercalibrazione per armonizzare le scale di misura.

Fluorescenza della clorofilla
I fluorimetri devono essere calibrati dal produttore prima di qualsiasi campagna sul campo.

Si consiglia di disporre di un "team di riferimento" e sessioni congiunte di intercalibrazione tra gli
operatori.

6. Gestione dei dati

Dopo il controllo del dataset per eliminare i dati errati (curve anomale) e le misure fallite, i valori dei
parametri, espressi come media per albero, vengono organizzati in fogli Excel con le seguenti infor-
mazioni:
• Paese.
• Area di monitoraggio.
• Data.
• Strumento.
• Durata dell’adattamento al buio.
• Specie.
• Numero dell’albero.
• Età della foglia (nelle sempreverdi).

Si consiglia inoltre di fornire i dati grezzi, così come vengono scaricati dallo strumento (un file per
albero, unitamente alle informazioni sopra elencate), in modo da poter calcolare altri parametri.
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ALLEGATO 1 – Principali parametri di fluorescenza diretta (PF) e modulata (MF)
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