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Resumen

Resumen

Antecedentes: El establecimiento, supervivencia y crecimiento de las repoblaciones forestales dependen de la
calidad de planta empleada. La fertilizacidn en vivero, especialmente la nitrogenada, influye enormemente en la
calidad de planta. La preferencia por diferentes fuentes de N inorganico (NH4s* y NOs7) y el efecto de dichas
fuentes de N sobre el desarrollo de la planta difiere entre especies. Estas diferencias suelen reflejar una
adaptacién de las plantas a las fuentes de N mas abundantes en su habitat natural y permiten reducir la
competencia entre especies. En comparacion con otros biomas, existe escasa informacién sobre la preferencia
por las fuentes de N inorganico en especies forestales mediterraneas. Dicho conocimiento es importante para
optimizar el cultivo en vivero de estas especies.

Objetivo: Analizar la incidencia de la fuente de N, su concentracion y la fertilizacion foliar con aminoacidos sobre
el desarrollo de Quercus ilex (encina) y Pinus halepensis (pino carrasco).

Metodologia: Se cultivaron ambas especies durante seis meses con dos concentraciones de N en el fertilizante
(TmM y 10mM) y diferentes proporciones de fuentes de N (sdlo NOs,, sélo NH4*, igual proporcion de NOs y NH4*
[N+A]). Ademas, se definié un tratamiento aislado de fertilizacion foliar con aminoacidos, que sélo se aplicé a
plantas fertilizadas con N+A 1mM N. Se midi6 la masa de las distintas fracciones de la planta, la concentracion
de clorofila y de macronutrientes (N y P).

Resultados: La respuesta de ambas especies a las fuentes de N fue distinta, dependiendo de la concentracion
de N aplicado. A 1mM N solo la concentracién de P difirié entre fuentes de N siendo menor en las plantas
cultivadas con NOs en ambas especies. A 10mM N las dos especies respondieron de manera distinta a las
fuentes de N. En ambas especies, el NHs* redujo el crecimiento y la produccion de raices finas de las plantas e
incremento las concentraciones de Ny P. En Q. ilex 10mM de N+A, también produjo estos resultados, mientras
que 10mM NOs no genero diferencias morfologicas con las plantas cultivadas a 1mM, aunque si una mayor
concentracion de clorofila y N. En P. halepensis, 10mM NOs incrementé el crecimiento y la concentracion de
clorofila mientras que 10mM N+A no produjo diferencias con las plantas 1mM N si bien se redujo la produccion
de raices finas y aumenté la concentracién de clorofila. La proporcién entre la masa aérea y radical (PA/PR) se
redujo con el incremento de la fertilizacién de N. La produccién de raices finas se redujo con la fertilizacion con
contenidos en NHs* a 10mM N. En P. halepensis la reduccion de la biomasa de raices finas fue especialmente
notable con N+A 10mM. La fertilizacion foliar no afecté el desarrollo de Q. ilex, pero en P. halepensis aumentd la
concentracion de clorofila y ligeramente la masa radicular, reduciendo asi el ratio PA/PR.

Conclusién: EI NH4* en alta concentracion genera toxicidad en ambas especies. En ambas especies la planta
de mejor calidad se consigue utilizando NOs en elevada concentracion. En el caso del P. halepensis la

fertilizacién foliar con aminoacidos puede complementar la fertilirrigacién convencional.

Palabras clave: amonio, NH4*, nitrato, NOs-, fertilizacion foliar, aminoacido, Quercus ilex, Pinus halepensis
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Introduccion

El éxito de las repoblaciones forestales, medido como establecimiento, supervivencia y
crecimiento de los plantones, dependen en gran medida de la calidad de planta empleada (Oliet et al.,
2006; Navarro et al., 2006). La fertilizacion es una de las herramientas de cultivo mas eficaces para
modelar la calidad final de los plantones producidos en los viveros, ya que determina su composicidn
en nutrientes y su morfologia (Landis et al., 1985). EI N, P y K son los macroelementos que més
influyen en la morfologia y fisiologia de las plantas (Marschner, 1995). Las plantas més fertilizadas
tienen mayor tamafio y mayor concentracion de nutrientes, y estas plantas, habitualmente, tienen
mayor crecimiento y supervivencia en campo (Villar-Salvador et al., 2004).

El N es uno de los nutrientes mas importantes en cantidad y funciones en las plantas. La
capacidad fotosintética suele correlacionarse positivamente con la concentraciéon de N en las hojas
(Warren & Adams, 2004). Sin embargo, un exceso de N en la fertilizacion puede promover un
desequilibrio morfoldgico y/o nutricional en las plantas (Peuke et al., 1998), lo cual puede perjudicar su
establecimiento en campo, especialmente en condiciones aridas (Oliet et al., 2008a). Tanto
fertilizaciones elevadas como deficientes de N pueden retrasar y reducir la aclimatacion de las plantas
a distintos factores de estrés (Villar-Salvador et al., 2005; Vilagrosa et al., 2006).

Las plantas usan distintas fuentes de N (amonio: NH4*, nitrato: NOs-, N organico: proteinas,
aminoacidos y péptidos) para nutrirse y las diferentes especializaciones morfofisiolégicas de la raiz
influyen en la asimilacién de las distintas fuentes de N (Cruz et al., 1997). Mientras que algunas
especies presentan mejor desarrollo al ser fertilizadas sélo con NH4* (Ceratonia siliqua — Cruz et al.,
1993; Pinus pinaster — Plassard et al., 2000), otras se desarrollan mejor sélo con NOsz (Deschampia
flexuosa- Persson et al., 2003; Pinus sylvestris- Ohlund & Nasholm, 2001) o mezclas equimolares de
NH4* y NOs- (Picea abies- Vaccinum myrtillus - Persson et al. 2003). Las especies que presentan
mayores crecimientos con NH4*, presentan los menores crecimientos en NOs- y viceversa (Falkengren-
Grerup, 1995). Algunas plantas también son capaces de absorber directamente aminoacidos y éstos
constituyen una fuente importante de N en ambientes donde la mineralizacién de la materia organica
esta limitada (Nasholm & Persson, 2001).

El conocimiento del patrén de utilizacién de las fuentes de N es importante para entender la
distribucion de las plantas a lo largo de gradientes edaficos de N inorgénico y orgénico, la
diferenciacion de nichos ecolégicos y la sucesion de las comunidades de plantas. El NOs suele

dominar en suelos basicos, mientras que en suelos acidos, donde la nitrificacion estd muy limitada, el




Introduccién

NH4* es la fuente principal de N (Rothstein & Creg, 2005). Los suelos muy evolucionados contienen
grandes cantidades de aminoé&cidos, baja tasa de nitrificacion y el NH4* predomina sobre el NOs
(Kielland et al., 2006). En estas condiciones dominan especies de etapas tardias de la sucesién, con
baja capacidad de competencia por el N (Tilman, 1987). Los suelos con alto grado de alteracion y
campos agricolas abandonados presentan altas concentraciones de NOs siendo ocupados por
especies colonizadoras adaptadas a esta fuente de N (Vitousek et al,, 1979). Se ha sugerido que
localmente, las diferencias topogréficas de distribucién de las fuentes de N en el suelo podrian explicar
los patrones de distribucidon de arboles en bosques caducifolios templados, siendo el NO3- mas
abundante en la parte alta de las laderas, mientras que en la parte baja es mas abundante el NH4*
(Tateno & Takeda, 2003). Las distintas preferencias entre especies por las fuentes de N reflejan,
diferencias de adaptacion fisioldégica como de aclimatacion de los individuos a las condiciones locales
(Kielland et al., 2006).

La fuente de N empleada tiene una gran influencia en la calidad de planta ya que condiciona el
crecimiento y el almacenamiento de nutrientes en las plantas (Habib et al., 1993). La fertilizacion con
distintas fuentes de N genera diferencias morfologicas en las plantas (Warren & Adams, 2002). Aparte
de las preferencias de cada especie, la presencia de NOs y NH4* parece generar sinergias y/o
inhibiciones en la absorcion del resto de fuentes de N y de otros nutrientes minerales (Lang & Kaiser,
1994). La absorcion de las distintas fuentes de N parece estar condicionada por el pH del sustrato, la
temperatura (Sotiropoulos et al., 2005) y por la intensidad luminica (Fredeen & Field, 1992), factores
que son controlables durante el cultivo en vivero.

Generalmente, en los cultivos agricolas se utilizan altas concentraciones de N, y la principal
fuente de N es el NOs-. Se evita la fertilizacién con NH4* ya que, a altas concentraciones, suele reducir
el crecimiento, la absorcion de cationes, produce dafios en las plantas y aumenta su mortalidad
(Ohlund & Nésholm, 2001). Para paliar los efectos negativos del NHs* se usan mezclas equimolares de
NOs y NH4* (Baker & Mills, 1980), proporcién usada mayoritariamente en los viveros forestales (Landis
et al., 1989). Por otro lado, el NO3- es un anién mévil y lixivia faciimente, pudiendo causar problemas de
contaminacion en los acuiferos, donde tiene una larga residencia (Raven et al., 1992). Para conseguir
una elevada eficiencia de utilizacion de los fertilizantes y prevenir los problemas de contaminacién de
N, es necesario fertilizar a cada especie con la fuente y concentracion de N que maximice su
crecimiento y absorcion de nutrientes.

La fertilizacién foliar permite, en determinadas fases de su desarrollo, aportar a la planta los

nutrientes que no pueden ser adquiridos del suelo, optimizando la capacidad productiva e
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incrementando la concentracién en N en la planta (Lea-Cox & Syvertsen, 1995; Trinidad & Aguilar,

1999). La fertilizacion foliar se ha propuesto como una alternativa para reducir los lixiviados de NOs- en

los cultivos (Council for Agricultural Science and Technology, 1985). Sin embargo, existe poca

informaciéon sobre su eficacia en especies forestales (Landis et al., 1989). Concretamente, la
fertilizacion foliar con aminoacidos es una practica relativamente reciente y con escasa experiencia.
Quercus ilex'y Pinus halepensis son las especies mas utilizadas en los programas de repoblacion
de Espafia. El uso de Q. ilex se ha fomentado por la Directiva UE 2080/92 tanto como plantaciones
monoespecificas como mixtas, de las que destacan las masas mixtas con P. halepensis (Plan Forestal

Espafiol, 2002). P. halepensis ha sido y es una de las especies mas utilizadas por su capacidad de

adaptacion (De Miguel, 1999; Balboa et al., 2006). Sin embargo, existe todavia poca informacion sobre

las necesidades nutritivas de la mayor parte de las especies mediterrdneas, por lo que la investigacion
en esta area es necesaria para mejorar la calidad de la planta forestal y hacer un uso mas eficiente de

los fertilizantes (Oliet et al., 2006).

El objetivo de este trabajo es analizar la incidencia de la fuente de N (NHs* y NO3), su
concentracion y la fertilizacion foliar con aminoacidos sobre el crecimiento y la concentracion de
nutrientes y clorofila de las especies forestales mediterraneas, Q. ilex y P. halepensis. Se han testado
las siguientes hipétesis:

1) El desarrollo de ambas especies sera mayor a alta fertilizacion de N que a baja fertilizacion de N,
siendo mayor la respuesta en P. halepensis que en Q. ilex debido a la gran dependencia de las
reservas de la semilla de Q. ilex (ver Heredia et al., 2008).

2) El desarrollo de P. halepensis se vera mas afectado por la fertilizacion con NOs- que con NH4* por
ser una especie colonizadora, mientras que Q. ilex, se vera mas afectado por la fertilizacién con
NH4* que por la de NOs- 0 mezclas equimolares de NOs- y NHs* por ser una especie de etapas
tardias en la sucesion.

3) La fertilizacion foliar afectara poco el desarrollo de ambas especies debido al gran desarrollo de
sus cuticulas, siendo mayor el efecto en P. halepensis que en Q. ilex por tener hojas

anfistomaticas.
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Material y métodos

Cultivo de la planta y disefio experimental

Se sembraron semillas de Q. ilex (procedencia Regién leonesa /Sayago-Salamanca ES01b -
cosecha 2007) y P. halepensis (procedencia Regién Alcarria ES07 - cosecha 2003/2004) el 18 de
febrero de 2008, en contenedores ™Superleach frondosas de 305ml de volumen, rellenados con turba
rubia sin fertilizar (Kekkild BO, Kekkild Oyi, Finlandia). Se realiz un disefio experimental factorial de
cultivo en vivero, siendo los factores:

a) Especie (P. halepensisy Q. ilex);

b) Concentracion de N en el fertilizante (Baja fertilizacion-1mM y alta fertilizacion-10mM);

c) Proporcion de fuentes de N (sélo NOs-, solo NH4*, e igual proporcion de NO3 y NHs* -

[N+A]).

Ademas, se establecieron dos tratamientos mas (uno por especie) consistentes en la aplicacion
de un abonado foliar a plantas que recibieron por fertirrigacion 1mM de N+A.

La composicidon y la concentracion de las soluciones fertilizantes usadas en las tres
proporciones de NOs- y NH4* se recogen en la Tabla 1. La proporcion de los macronutrientes en las
soluciones se ha disefiado manteniendo un equilibrio entre ellos, basado en las recomendaciones de
Ingestad (1979) y Landis (1989).

Los micronutrientes se afiadieron a partir de una mezcla comercial (Hortrilon, Compo,

Barcelona, Spain) en una concentracion de 0,1g.I".

Tabla 1
Composicion de las soluciones fertilizantes con distintas fuentes de N ImM. Para las
soluciones 10mM N, la concentracion de los diferentes compuestos se obtiene multiplicando
por 10. La concentracion se especifica en mM.

Compuesto Sélo NH,* NH4* + NO3- Sélo NOs
KNO; 0,5 1
(NH4)2S04 0,33 0,168
NH.CI 0,33 0,168
CaHPO4 0,33
MgSQ, * 7TH.0 0,25 0,25 0,25
CaS0; * H,0 0,25
KoHPO4 0,33
KH2PO4 0,33
CaCl2.2H,0 0,58 0,58
KCl 0,33 0,17
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El pH y la conductividad de las disoluciones fertilizantes empleadas se midieron una vez al
mes. El pH de las disoluciones fue neutro, sin diferencias entre los tratamientos (Tabla 2). La
conductividad eléctrica de las disoluciones 1mM N se mantuvo en el rango de 300-400uS.cm-, y 2000-
3000uS.cm™ en las disoluciones 10mM N. En ambas fertilizaciones (alta y baja) el valor menor de
conductividad eléctrica fue en las disoluciones de NOs-.

Tabla 2
Valores de pH y conductividad eléctrica de las disoluciones fertilizantes. Los datos son medias +
errores estandar.

Concentracion de N Baja fertilizacién (1mM N) Alta fertilizacion (10mM N)

Fuentede N S6lo NOy NOz+ NHs+  Sélo NH,* S6lo NO  NOs+ NHst  Sélo NH,4*
pH 6,87+0,07  7,1240,25  7,11+0,13 7114011 6,94+0,07  6,89+0,16
Conductividad (uS.cm”) 317425 39129 416+34 20484235 28504122 29404236

Se cultivaron 25 plantas por tratamiento en un invernadero y las bandejas de cultivo se
dispusieron al azar, rotdndose periddicamente, con el fin de minimizar los posibles efectos
microclimaticos dentro del invernadero. La fertilizacion se inici6 el 11 de marzo de 2008 y se realiz6
aplicando el mismo volumen de solucién fertilizante a cada planta con un dispensador (Figura 1). El
volumen de la disolucién fertilizante empleado vari6 en funcién de las necesidades de agua de la planta
(aprox. 20-40ml.riego) realizandose dos aplicaciones semanales y evitdndose la produccion de
lixiviados. No obstante, con el fin de evitar la posible salinizacion del sustrato, cada dos semanas se
forzd la lixiviacion por medio de una fertirrigacion con un volumen de solucion fertilizante superior a
50ml.

La fertilizacion foliar se realizd una vez a la semana, fumigandose sobre 25 plantas 2,6ml de
una mezcla comercial de aminoacidos (Welgro Amino, Mass6 S.A, Barcelona, Espafia, AA libres: 10%
p/p, Nitrdgeno: 8,8% p/p) con una concentracion de N en la disolucién de 10mM. El experimento

finalizd el 23 de julio de 2008, con lo que el cultivo durd aproximadamente seis meses.
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18 febrero 11 marzo 23 julio
| | |
! | ,
Siembra
Fertilizacian Cosecha
Figura 1

Condiciones de cultivo y cronograma de la fase de cultivo.

Medicion de parametros morfolégicos

Se cosecharon al azar 15 plantas por tratamiento que fueron congeladas hasta su
procesamiento. Una vez descongeladas, el sistema radical se separd del sustrato, el cual se reservd
para ulteriores determinaciones (ver pagina 30). Finalmente, el sistema radical se lavé con agua de
grifo repetidamente, para eliminar el sustrato restante.

Todas las fracciones se lavaron con agua jabonosa, posteriormente se aclararon con agua de
grifo y finalmente se enjuagaron con agua destilada. Posteriormente las plantas se dividieron en cuatro
fracciones: raiz gruesa, raiz fina, tallo y hojas. Se consideraron raices finas aquellas con diametro
menor de 2 mm. Todas las fracciones se secaron en estufa a 60°C durante 48 horas y se pesaron por
separado. A partir de las masas de algunas fracciones se determiné el ratio PA/PR (masa parte aérea /

masa parte radicular) y la fibrosidad de las raices (masa raices finas / masa total raices).

Medicion de clorofila

El 21 de julio de 2008 se estimd la concentracion de clorofila mediante un analizador portatil
(Chlorophyll Content Meter CCM-200, Opti-Science, USA) de todas las plantas del experimento. En Q.
ilex, se midieron cuatro hojas maduras de la zona superior de la planta correspondientes a la misma
metida, realizandose dos medidas en cada hoja. En P. halepensis se midi6 la concentracion de clorofila
en el penacho final de aciculas, tomando tres medidas por planta (Figura 2).

El analizador de clorofila realiza mediciones de la transmision de la luz en la hoja a 653 y 931

nm. Proporciona el indice de Concentracion de Clorofila (CCI) que es el ratio entre la transmision de la
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luz a ambas longitudes de ondas. No tiene unidades, varia entre 0 y 200 y se correlacionan

positivamente con la concentracion de clorofila en cada especie.

Figura 2
Mediciones del Indice de Concentracion de Clorofila (CCI) con el CCM-200 en Q. ilex (izquierda de la
imagen) y en P. halepensis (derecha de la imagen).

Concentracion de nutrientes minerales

Se determind la concentracion de N y P por separado en las raices (gruesas + finas) y en la parte
aérea (tallos + hojas), en muestras compuestas. Cada muestra compuesta se hizo agrupando al azar el
material de tres plantas, obteniéndose cinco réplicas por tratamiento. Posteriormente, las muestras se
molieron en un molino de bolas (PM100, Retsch Haan, Alemania) (Figura 3a).

Para el analisis de nutrientes, se digirieron fracciones de 0,05 g del material molido con 2 ml de
H2S04 al 96% vy catalizador Kjeldahl (potasio, sulfato+cobrell, sulfato+selenio) en un digestor (Foss
tecator DS-40, FOSS, Dinamarca) a 415 °C durante 90 minutos (Figura 3b). Posteriormente se enraso
a 100 ml con agua destilada. Los valores de concentracion de N y P se obtuvieron en el mismo paso,
mediante el anélisis de alicuotas de 50 ml en un autoanalizador de nutrientes de flujo segmentado
(SAN ++, Skalar, Netherlands) (Figura 3c).
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Figura 3

Instrumental analitico utilizado para la determinacion de macronutrientes: a) molino de bolas
(PM100) y polvo de molienda; b) digestor (Foss tecator DS-40); y c) autoanalizador de nutrientes
(SAN++).

Analisis estadisticos

Los datos de clorofila obtenidos se promediaron para cada individuo, previamente a su analisis
estadistico. Los efectos de la fuente de N y la concentracion de N en el fertilizante se evaluaron con
ANOVA de dos vias (factores: concentracion en N en el fertilizante y fuente de N) en los que se incluy6
la fertilizacion foliar como un control aislado. La especie no se incluyé como variable independiente
debido a la gran diferencia de escala de los dos conjuntos de datos en todas las variables estudiadas,
lo que generaba una distribucién bimodal, dificultando el analisis estadistico.

La homocedasticidad se comprob6 mediante el test de Levenne. La mayoria de las variables se
transformaron para conseguir su homocedasticidad. La comparaciéon multiple de medias se realizd con
el test posthoc de LSD-Fisher. Las diferencias entre la fertilizacion foliar y los restantes tratamientos se
realizo por medio de comparaciones planeadas. Para aquellas variables en las que no se consiguié la
homocedastidicidad, se utilizo el test no paramétrico de Kruskal-Wallis para analizar las diferencias

entre tratamientos.

10
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Resultados

Morfologia

En ambas especies, la fuente de N y la concentracion de N en el fertilizante afectaron a casi
todas las variables. No obstante, las diferencias debidas a la concentracion de N dependieron de la
fuente de N considerada (interaccién fuente de N x concentracion de N en el fertilizante, Tabla 3 y
Figura 8).

En Q. ilex, la masa de casi todas las fracciones de la planta y la masa total fueron mayores en
las plantas cultivadas con 1mM N que en las cultivadas con 10mM N, excepto para las plantas
cultivadas con NOg". Todas las fracciones de las plantas cultivadas con NH4* y N+A, tuvieron un menor
desarrollo que las fracciones de las plantas cultivadas con NOs. No obstante, este efecto sélo fue
evidente a 10mM N pero no entre las plantas cultivadas a 1mM N (interaccion fuente de N x
concentracion de N en el fertilizante, Tabla 3, Figura 4, Figura 8a). Las plantas cultivadas con 10mM de
NH4* presentaron disminucion del crecimiento, necrosis foliar y un 32% de mortalidad (Figura 6a). En el
resto de los tratamientos no hubo mortandad, ni necrosis foliar. Los plantones cultivados con 10mM
N+A presentaron también una reduccién del crecimiento con respecto a los plantones producidos a
1mM. Los plantones cultivados con 10mM NOs- no presentaron diferencias con los tratamientos a 1mM.
Las plantas cultivadas con 10mM de N presentaron menor masa total de raices y raices finas que las
plantas de los tratamientos 1mM N (Figura 4b; Figura 8a). La fibrosidad de las raices no se vio afectada
ni por la concentracion ni por la fuente de N (Tabla 4). Finalmente, el ratio PA/PR fue mas alto en las
plantas cultivadas con 10mM N que en las cultivadas a 1TmM N, no siendo afectado por la fuente de N
(Tabla 4).

La fertilizacion foliar en Q. ilex no generd diferencias con ningun tratamiento cultivado con 1mM
N ni con el de 10mM de NOs. En Q. ilex las plantas de fertilizacién foliar presentaron en general, mayor

desarrollo que las plantas cultivadas con 10mM de NHs* y de N+A (Figura 4; Figura 7a).
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Resultados

a)
b) . " B alie
L ;5 ¥
NH4+ | N+A | NO3 | Foliar ‘ NH4+ N+A | NO3-
Baja concentracién de N Alta concentracion de N
Figura 4

Efecto de diferentes fuentes (sélo NH,", N+A: NOs y NH," en la misma proporcién, y sélo NOs) y
concentracion de N en el fertilizante (alta fertilizacion: 10mM y baja fertilizacion: ImM), asi como
la fertilizacion foliar con aminodcidos sobre a) la morfologia y b) sistema radical, de plantones de
0. ilex.

A diferencia de Q. ilex, en P. halepensis las plantas cultivadas con 10mM NOs- presentaron
mayor masa total, masa de raices gruesas, ratio PA/PR, y masa aérea (Tabla 3; Figura 5; Figura 8b;
Kruskal-Wallis: Hg,101=49,2 p<0,001 para masa aérea) que las cultivadas con 1mM N. Este efecto se
observo en menor medida en las plantas 10mM N+A, pero no en las fertirrigadas con 10mM NHa*, que
tuvieron valores inferiores o iguales al de los tratamientos cultivados con 1mM N (interaccion fuente de
N x concentracion de N en el fertilizante; Tabla 3; Figura 5; Figura 8b). En P. halepensis la fertilizacion
con 10mM de NH4* también produjo necrosis foliar, y una mortandad del 8%, mientras que en el resto
de tratamientos, no se observaron individuos muertos, ni necrosis foliar (Figura 6b). Las plantas

cultivadas con 10mM NHa* presentaron los valores més bajos de masa total de raices y masa de raices
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finas, de todos los tratamientos, mientras que las cultivadas con 10mM NO3-y 10mM N+A mostraron
valores superiores 0 semejantes al de los tratamientos cultivados con 1mM N, y sin diferencias entre si
(Figura 5; Kruskal-Wallis: He 101=49,6 p <0,001 para raiz total y He,101=45,7 p <0,001 para raiz fina). La
fertilizacion con 10mM N redujo la fibrosidad de las raices, si bien esto se observd entre la plantas
cultivadas con N+A y, especialmente, NH4*, pero no entre las fertilizadas con NOs- (Tabla 4). Asi, la
fibrosidad de las raices mas elevada se observd en las tratadas con 1mM NOs-, mientras que las de

menor fibrosidad fueron las fertirrigadas con 10mM NH4* (Tabla 4). Los tratamientos con N+A,

independientemente de la concentracion de N en el fertilizante, presentaron valores intermedios de
fibrosidad.

NH4+ | N+A | NO3 | Foliar ‘ NH4+ | N+A | NO3-

Baja concentracion de N Alta concentracidnde N

Figura 5

Efecto de diferentes fuentes (sélo NH,", N+A: NOs y NH," en la misma proporcion, y sélo NOsy) y
concentracion de N en el fertilizante (alta fertilizacion: 10mM y baja fertilizacion: 1mM), asi como la
fertilizacion foliar con aminodcidos sobre a) morfologia y b) sistema radical, de plantones de P.
halepensis.
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Resultados

P
Figura

Efectos toxicos del NH," a 10mM: disminucion del crecimiento, necrosis foliar, y mayores
incidencias de mortalidad en a) Q. ilex b) P. halepensis.

Tabla 3
Resultados del ANOVA sobre el efecto de la fuente y la concentracion de N en el fertilizante en el
crecimiento y la morfologia de plantones de Q. ilex y P. halepensis. La fibrosidad de las raices es el
ratio masa raices finas/masa total radicular. PA/PR es el ratio masa aérea/masa radical.
Fuente de N x Conc. de

Fuente de N Concentraciones de N N
Quercus ilex
Masa total F2,94=7,25 ** F1,g4=45,26 ok F2,94=1 2,39 ok
Masa aérea F2,94=9,93 b F1,94=4,65 ** F2,94=7,86 b
Masa radicular Fo0=1,45n.s. F194=75,49 *** Fo04=7,78 ***
Masa radicular fina Fo04=4,57 ** F194=33,67 *** F2.04=7,98 ***
Masa radicular gruesa F294=0,49 n.s. F104=58,91 *** F204=4,88 **
Ratio PA/PR F2,94=0,76 n.s. F1,g4=40,64 o F2,94=1 ,06 n.s.
Fibrosidad raices F204=2,64 n.s. F104=0,16 n.s. F204=1,93 n.s.
Pinus halepensis
Masa total F2‘94‘=7,28 o F1,g4=1 3,71 o F2194=21 ,62 i
Masa aérea !
Masa radicular 1
Masa radicular fina !
Masa radicular gruesa F294=4,60 ** F194=5,67 ** F294=31,92 ***

Ratio PA/PR F2,94=1 2,1 5 *xx F1,g4=86,86 o F2,94=4,06 **
Fibrosidad raices F2,94=22,64 ok F1,g4=46,90 o F2,94=26,85***
"Variables analizadas mediante el test de Kruskal Wallis al no conseguirse la homocedasticidad de los
datos. Véase el texto. *: P<0,05; **: P<0,01; *** P<0,001; n.s.. P>0,05.
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En P. halepensis, la fertilizacion foliar gener6 plantas con un ratio PA/PR menor al resto de los
tratamientos (Tabla 4). Con respecto a los tratamientos cultivados con 1mM N, la fertilizacién foliar
produjo plantas con mayor masa total, aérea y de raices gruesas que los tratamientos TmM N+A y NOs-
. Con respecto a las plantas cultivadas con 10mM N, las plantas complementadas con fertilizacion foliar
fueron mas grandes que las NH4*, semejantes a las N+A y con parte aérea y total mas pequefia que las
cultivadas con NOs- (Figura 5; Figura 7b; Figura 8b).

- ; = o) o MTRATO .
.L [-::'L-I.I'IH: [ i'.-".. AMOMIC B4 '.-a.."
|2 i e 2 : b R L )
Figura 7
Efecto de la fertilizacion foliar con aminodcidos en la morfologia de plantones de a) Q. ilex y b) P.
halepensis. La comparacion se ha establecido con plantones cultivados con ImM N en mezcla
equimolar de NH," y NOs'.

Tabla 4
Efecto de diferentes fuentes (sélo NH,", N+A: NOs y NH," en la misma proporcion, y sélo NOy) y
concentracion de N en el fertilizante (alta fertilizacion: 10mM y baja fertilizacion: ImM), asi como la
fertilizacion foliar con aminodcidos en el ratio PA/PR y la fibrosidad radical en plantones de Q. ilex y
P. halepensis. Los datos son medias * errores estandar. Para cada ratio los tratamientos que difieren
significativamente no comparten la misma letra minuscula.

Fibrosidad

Q. ilex P. halepensis Q. ilex P. halepensis

Baja NH4* 0,17+0,01b 0,61+0,02c 0,77 0,03 a 2,46 +0,09 cd
concentracion  N+A 0,21 +£0,02 ab 0,68 £0,01ab 0,84 £0,03b 2,19£0,09 de
(TmM) NOs 0,20 £ 0,02 ab 0,69+0,01a 0,97 £0,08 b 224+0,14 d
Foliar 0,22 +0,03 ab 0,67 £0,01 ab 093+0,11 b 1,86 £0,08 e

Alta NH4* 0,23+0,02a 0,61+0,02 c 1,45+0,15 a 4,03+022 a
concentracion  N+A 0,16 +0,02a 0,48+0,01d 1,45+0,18 a 341+£0,08 b
(10mM) NOs 0,16+0,02b 0,656+0,01 b 1,29+0,08 a 259005 c
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Resultados
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Figura 8

Efecto de diferentes fuentes (sélo NH,", N+A: NOs y NH," en la misma proporcién, y sélo NOs) y
concentracion de N en el fertilizante (alta fertilizacion: 10mM y baja fertilizacion: ImM), asi como la
fertilizacion foliar con aminoacidos en la masa de diversas partes de plantones de a) Q. ilex y b) P.
halepensis. Los datos son medias y los corchetes son errores estandar. Para cada parte de la planta,

los tratamientos que difieren significativamente no comparten la misma letra minuscula. Las

diferencias de masa total entre tratamientos se indican con numeros. Las diferencias de peso
radicular total se indican con letras griegas.
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Clorofila

Ambas especies respondieron de manera distinta tanto a la fuente como a la concentracién de
N en el fertilizante.

En Q. ilex la concentracion de N en el fertilizante increment6 los valores de CCl, (F1,146=51,35;
p<0,001), no observandose ninguin efecto de la fuente de N (F214s=1,44; p>0,05., Figura 9a). La
fertilizacion foliar tampoco produjo diferencias en los valores CCl con respecto a los demas
tratamientos cultivados a 1TmM N y valores inferiores a los obtenidos en plantas cultivadas a 10mM N.

En Pinus halepensis, los valores de CCl se incrementaron con la concentracion de N en el
fertilizante (F1156=48,34; p<0,001; Figura 9b). A 1mM N no se observaron diferencias entre las fuentes
de N (F2,156=1,83; p>0,05). Sin embargo, 10mM NO3 mostrd los valores més altos de CCI, mientras
que no se observaron diferencias entre NHs* y N+A (interaccion fuente de N x concentraciéon de N,
F2156=7,22; p<0,001). La fertilizacion foliar con aminoacidos incrementd los valores de CCI con
respecto a los restantes tratamientos a 1mM N, pero fueron iguales a los de 10mM NHs* y N+A e

inferiores a los obtenidos en las plantas 10mM NOs-.
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Resultados

indice de concentracion de clorofila
(CCl)

Baja fertilizacion (1mM) Alta fertilizacion
(10mM)
LT a
30 -
S 20
£8 10
FH
E;f NH4+ | N+A | NO3- | Foliar NH4+ | N+A | NO3-
Baja fertilizacion (1mM) Alta fertilizacion
(10mM)
Figura 9

Efecto de diferentes fuentes (sélo NH,", N+A: NOs y NH," en la misma proporcion, y sélo NO5) y
concentracion de N en el fertilizante (alta fertilizacion: 10mM y baja fertilizacion: ImM), asi como la
fertilizacién foliar con aminodcidos en el Indice de Concentracién de Clorofila (CCI) foliar de
plantones de a) Q. ilex y b) P. halepensis. Dicho indice es una proxy de la concentracion de clorofila.
Los datos son medias y los corchetes son errores estandar. Los tratamientos que difieren
significativamente no comparten la misma letra minuscula.

18



Crecimiento con diferentes fuentes de N en plantas mediterraneas.

M. Uscola

Nutrientes minerales

En ambas especies la fuente y la concentracion de N en el fertilizante afectaron a todas las
variables estudiadas relacionadas con la concentracion de nutrientes. Sin embargo, en Q. ilex las
diferencias debidas a la concentracion de N en el fertilizante dependieron de la fuente de N
considerada (interaccién fuente de N x concentracion de N en el fertilizante, Tabla 5, Figura 10a)
mientras que en P. halepensis la concentracion de N tuvo un efecto aditivo a los efectos de la fuente de
N.

Tabla 5
Resultados del ANOVA sobre el efecto de la fuente y la concentracion de N en el fertilizante sobre la
concentracion de macronutrientes (N y P) en distintos organos parte aérea (hojas+ tallo) y parte
radicular (raices finas + raices gruesas) y en el conjunto de la planta de plantulas de Q. ilex y P.
halepensis.

Fuente de N Concentracion de N Fuente de N x Conc. de N
Quercus ilex
N aéreo F2,23= 1,480 n.s. F1,23= 85,850*** F2,23= 0,112 n.s.
N radicular F2,23= 5,472 * F1,23= 162,895 b F2,23= 6,853 *
N planta F2,23= 4,248 * F1,23= 214,352 ok F2,28= 3,969 *
P aéreo F2,23= 49,261 ok F1,23= 29,71 8 *** F2,23= 17,028 ok
P radicular Fa26= 19,290 *** F126=144,250 *** Fo2s=4,81*
P planta Fo06= 45,087 *** F126= 98,475 *** Foos= 14,726 ***
Pinus halepensis
N aéreo !
N radicular F226= 11,083* F126= 14,189* Fa2s= 1,744 n.s.
N planta !
P aéreo F2,28= 36,078*** F1,28= 9,670** Fz,zg= 3,143 n.s.
P radicular Fa28= 30,124*** F1.06= 37,725*** Fa28= 1,819 n.s.
P planta F2,28= 57,771*** F1,28= 34,261*** Fz,zg= 1,420 n.s.

"Variables analizadas mediante el test de Kruskal Wallis al no conseguirse la homocedasticidad de los
datos. Veéase el texto. *: P<0,05; **: P<0,01; *** P<0,001; n.s.: P>0,05.
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Resultados

En Q. ilex, la acumulacién de N en raices y en el conjunto de la planta se incrementé al
aumentarse la concentracion de N en el fertilizante (Figura 10a). A 1mM N no se apreciaron diferencias
entre las fuentes de N en la concentracién de N ni en los distintos tejidos ni a nivel de planta. Sin
embargo, a 10mM de N las plantas cultivadas con NHs* y N+A presentaron mayor N radicular y N a
nivel de planta que las cultivadas con NOs- (interaccion Fuente de N x Concentracién N en el
fertilizante; Tabla 5), no observandose diferencias en la concentracién de N de la parte aérea.

Las plantas tratadas con el fertilizante foliar mostraron concentraciones de N equivalentes a las

de las plantas fertirrigadas a 1mM N e inferiores a las fertirrigadas con 10mM N.

En P. halepensis la concentracién de N en el fertilizante tuvo un efecto aditivo sobre el efecto
de la fuente de N (Tabla 5; Figura 10b). Las concentraciones de N mas bajas se obtuvieron en las
plantas cultivadas con NOs y lo fueron a nivel de raiz. Los valores més altos de N en todas las
fracciones de la planta se obtuvieron en las plantas cultivadas con NH4*, (parte aérea y a nivel de
planta: Kruskal-Wallis test, He 35=26,9; p=0,0001, Tabla 5). Las plantas cultivadas con N+A presentaron
un comportamiento intermedio entre las cultivadas con NOzy NHa4*.

La fertilizacion foliar no afectd la concentracion de N en la planta en comparacién con las
plantas fertilizadas con 1mM de N, y fue menor que la concentracion de N de las plantas cultivadas con
NHs* y N+A 10mM.
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Efecto de diferentes fuentes (sélo NH,", N+A: NO;y y NH," en la misma proporcién, y sélo NO5) y
concentracion de N en el fertilizante (alta fertilizacion: 10mM y baja fertilizacion: ImM), asi como
la fertilizacion foliar con aminodcidos en la concentracion de N en los diversos organos de
plantones de a)Quercus ilex y b)Pinus halepensis. Los datos son medias aritméticas y los corchetes
son errores estandar. Para cada tejido, los tratamientos que difieren significativamente no
comparten la misma letra, mientras que a nivel de planta se indica con numeros.
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Resultados

En Q. ilex, la concentracion de P en los distintos tejidos se incrementd con la concentracion de
N en el fertilizante en las plantas cultivadas con N+A y NH4*, pero no en las plantas cultivadas con NOs-
(interaccidn fuente de N x concentracion de N en el fertilizante, Tabla 5y Figura 11a). Ademas, a 1mM
N, las plantas cultivadas con N+A tendieron a mostrar igual 0 mayor concentracion de P que las
cultivadas con NH4* y NOz. En cambio a 10mM N, las plantas cultivadas con NH4* mostraron una
concentracion de P mayor que las cultivadas con N+A'y NOs-.

El tratamiento foliar presentd concentraciones de P equivalentes a las plantas cultivadas a
1mM N de N+A y NH4*, pero superiores a los cultivados con NOs~. En cambio, fueron inferiores a la

concentracion de P de las plantulas fertilizadas con 10mM NH4* y N+A.

En P. halepensis la concentracion de P se incremento con la fertilizacion N y fue mayor entre
las plantas cultivadas con NH4* que en las cultivadas con NOs- e intermedio en las tratadas con N+A
(Tabla 5; Figura 11b).

La fertilizacion foliar afectd levemente a la concentracion de P al compararse con los
tratamientos fertilizados con 1mM N, siendo Unicamente mayor que las plantas fertilizadas con 1mM

NOssigual a las plantas cultivadas a 1mM N+A 'y 10mM NOg3- e inferior al resto de tratamientos.
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Figura 11

Efecto de diferentes fuentes (sélo NH,", N+A: NOy y NH," en la misma proporcién, y sélo NOs) y
concentracion de N en el fertilizante (alta fertilizacion: 10mM y baja fertilizacion: ImM), asi como la
fertilizacion foliar con aminodcidos en la concentracion de P en los diversos organos de plantones de
a) Q. ilex y b) P. halepensis. Los datos son medias aritméticas y los corchetes son errores estandar.
Para cada tejido, los tratamientos que difieren significativamente no comparten la misma letra
minuscula mientras que a nivel de planta se indica con numeros.
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Discusion

Discusion

Efectos de la concentracion y de la fuente de N

Los atributos funcionales de Q. ilex y P. halepensis no s6lo dependieron de la cantidad de N
con la que crecieron sino también de la fuente de N. El efecto de la fuente de N sobre el desarrollo de
las plantas dependié en gran medida de su concentracion en la solucién fertilizante y la respuesta de
ambas especies fue distinta.

A baja fertilizacion, las fuentes de N no afectaron ni a la morfologia ni a la concentracion de N 'y
clorofila de ambas especies. Ello sugiere que 1mM N es una concentracion de N muy baja para inducir
una respuesta en ambas especies. Este resultado concuerda con lo observado por Warren y Adams
(2002) en P. pinaster, en el que si la concentracion de N en la solucidn del suelo es inferior a 2mM las
diferencias de crecimiento entre fuentes de N son muy pequefias o nulas. Estos valores, 2mM o
inferiores, son los encontrados normalmente en suelos forestales.

A alta concentracion de N en el fertilizante las especies respondieron de modo muy distinto a
las fuentes de N. En el caso de Q. ilex, altas fertilizaciones no incrementaron el crecimiento en ninguna
de las fuentes de N e incluso se redujo en presencia de NH4* (tanto s6lo como en mezcla equimolar
con NOs7). En P. halepensis la fertilizacion con 10mM NH4* también inhibi6 el crecimiento, pero 10mM
NOs- la estimulé muy significativamente. Estos resultados no apoyan nuestra primera hipétesis ya que
demuestran que un aumento de la concentracidén de N en el fertilizante no induce necesariamente un
incremento en el desarrollo de la planta, sino que depende de la fuente de N. La baja respuesta de Q.
ilex indicaria que tiene una baja plasticidad morfolégica frente a la disponibilidad de nutrientes
(Valladares et al., 2000), lo que posiblemente sea debido a su gran dependencia de la bellota durante
las primeras etapas de desarrollo (Heredia et al., 2008). Sin embargo, la alta fertilizacion de N aumentd
la concentracion de clorofila y de nutrientes en los plantones fertirrigados con NH4*. Lo cual demuestra
que esta especie es mas plastica en sus atributos fisioldgicos que en los morfologicos, siendo siempre
mayor su respuesta al resto de pardmetros ambientales que a la disponibilidad de nutrientes
(Valladares et al., 2000). P. halepensis es una especie pionera en la sucesién forestal por lo que el
mayor crecimiento y concentracién de clorofila, en esta especie, a altas concentraciones de NOs,, si
apoya nuestra segunda hipdtesis de que las especies tempranas de la sucesion tienen un mejor
desarrollo en presencia de NOs- que de NH4* (Rothstein & Cregg, 2005).

Ademas de la inhibicién del crecimiento, la alta fertilizacion con NH4* produjo necrosis foliar y

un cierto nivel de mortalidad (8% en P. halepensis y 32% en Q. ilex). Estos efectos no se observaron
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en el resto de tratamientos lo que sugiere que el NHs* a 10mM produce toxicidad en ambas especies.
La inhibicién del crecimiento por altas concentraciones de NH4* también se ha descrito en otras
especies (P. sylvestris y Picea abies - Ohlund & Nésholm, 2001; Abies fraseri - Rothstein & Cregg,
2005). En el caso de Q. ilex, la falta de diferencias entre fuentes de N a 1mM y el efecto negativo del
NHs* a elevadas concentraciones contradice nuestra hipotesis de que Q. ilex veria favorecido su
desarrollo con NH4* por ser una especie tardia en la sucesion. Los efectos negativos del NHs* son
conocidos como “sindrome del amonio” e incluyen acidificacion de la rizosfera, menor absorcion de
cationes, incremento en el contenido de aniones, cambios en el metabolismo y menor crecimiento
(Peuke et al. 1998). Creemos que la reduccion del crecimiento obtenida en alta fertilizacion de NH4*
puede atribuirse principalmente a cambios en el pH del sustrato, aspecto que estd pendiente de
medirse en este estudio. La absorciéon del NOs- aumenta el pH del medio, pero el NH4* genera una
excrecion de H* y un enriquecimiento de aniones en la superficie de la raiz, con lo que la toxicidad del
NH4* esta relacionada con la bajada del pH (Ohlund &N&sholm, 2001; Sotiropoulos et al., 2005).

Las plantas cultivadas con elevada concentraciéon de NHs* presentaron los valores mas altos
de N en los tejidos. Creemos que este resultado es consecuencia de la toxicidad del NH4*. Si la planta
crece mas lentamente que la velocidad con la que el N se absorbe se produce su acumulacién en los
tejidos. EI NH4* es tdxico en los tejidos por lo que la planta debe asimilarlo rapidamente una vez que se
absorbe (Warren & Adams, 2002). Por lo tanto, la elevada concentracién de N obtenida en nuestras
plantas junto con la necrosis foliar son evidencias de acumulacion de NH4*.

En ambas especies la alta fertilizacion nitrogenada produjo cambios importantes en el
desarrollo de las raices. Principalmente redujo su crecimiento. Esta es una respuesta bien conocida
entre las plantas, que responden a la baja disponibilidad de N en el medio priorizando el crecimiento
radicular sobre el aéreo (Rothstein & Cregg, 2005). Una de las consecuencias de la reduccién del
crecimiento radical ha sido un incremento del ratio PA/PR. En el caso de P. halepensis este efecto se
acentué por el mayor crecimiento de la parte aérea en presencia de NOs. Por otro lado,
concentraciones altas de NH4* y N+A redujeron de manera importante la produccion de raices finas, es
decir, la fibrosidad del sistema radical (ver Figura 4; Figura 5; Figura 8). La nutricién con NH4* reduce la
produccion de auxina que es la responsable de la formacién de raices laterales (Cruz et al., 1997). La
absorcién del NH4* es activa en raices finas, y pasiva en las raices gruesas. Por ello, un sistema radical
con pocas raices finas es mas efectivo para reducir la absorcion y acumulacion de NH4* que un sistema
radicular fibroso (Cruz et al., 1997).

La fuente de N influye en la tasa de absorcién de otros nutrientes. Cuando la nutricién esta

basada en el NOs- se observan bajas concentraciones de aniones pero altas de cationes en los tejidos

25



Discusion

(Lang & Kaiser, 1994). El efecto es inverso si la nutricion es con NH4* y es especialmente patente con
el P (Rothstein & Cregg, 2005; Sotiropoulos et al., 2005). En consonancia con ello, las plantas
cultivadas con NH4* presentaron mayores concentraciones de P que las demas fuentes de N, mientras
que el NOs- produjo los valores de P méas bajos en ambas especies.

Las plantas cultivadas con mezclas equimolares de NH4* y NOs- a 10mM presentaron mayor
similitud en sus atributos a las plantas cultivadas con NHs* que a las cultivadas con NOs-. El NHs*
inhibe la absorcion de NOz, (Ohlund & Nasholm, 2001) y ademas su absorcion es mas barata en
términos energéticos para la planta (Cruz et al., 1993), por lo que su efecto se impone al del NOs- en

mezclas equimolares.

Efecto de la fertilizacion foliar

La fertilizacion foliar con aminoéacidos tiene la ventaja de que la planta los absorbe y transloca
rapidamente a otros 6rganos de la planta, reduciendo el gasto energético en la sintesis de proteinas
(Hsu, 1986). En nuestro caso, la fertilizacion foliar con aminoacidos incrementd ligeramente el
crecimiento y la concentracion de clorofila en P. halepensis, no afectando al desarrollo de Q. ilex, lo
que apoya nuestra tercera hipotesis. Una de las consecuencias del incremento de clorofila es que
puede aumentar la capacidad fotosintética de la planta (Warren & Adams, 2004; Sotiropoulus et al.,
2005).

La efectividad de la fertilizacion foliar depende de la resistencia a la difusién de la epidermis. La
falta de respuesta en Q. ilex o la baja respuesta en P. halepensis puede deberse a que sus hojas
tienen una baja capacidad de intercambio catiénico y/o que presentan epidermis muy impermeables
debido a una elevada cutinizaciéon y acumulacion de ceras (Swietlik y Faust, 1984). En comparacion
con la absorcion radicular, la tasa de absorcion foliar de fuentes inorganicas de N es solo del orden del
3-7% (Peuke et al. 1998). Pueden esperarse tasas de absorcién foliar de aminoacidos incluso mas
bajos debido a sus mayores pesos moleculares.

La efectividad de la fertilizacion foliar también depende de la diferencia de concentracion de N
entre el interior de la hoja y el fertilizante. Por ejemplo, la absorcién foliar de aminoacidos en Tillandsia
paucifolia ocurre cuando la concentracion de aminoacidos en la solucién fertilizante es 104 mayor que
la del interior de la hoja (Nyman et al., 1987). De esto se desprende que la absorcion efectiva de
aminoacidos y otras fuentes de N depende del estado nutricional de la planta, reduciéndose

considerablemente si la planta no tiene deficiencias nutricionales (Wojcik, 2004).
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La mayoria de los fertilizantes foliares comerciales de aminoacidos se aplican a unas
concentraciones bajas, pensadas para especies horticolas y frutales (Saborio, 2002). Dichas
concentraciones son probablemente muy bajas para especies forestales de hojas escleromorfas con
menor permeabilidad foliar que las hojas malacéfilas (Larcher, 1995). En coniferas boreales, que
presentan hojas muy escleromorfas, la aplicacion de urea por via foliar aumenta el crecimiento y el N
foliar (Pseudotsuga menziesii - Miller, 1981; P. ponderosa - Montville et al. 1996). En P. ponderosa los
mejores resultados de fertilizacion foliar con urea se obtienen a una concentracion de 972 ppm (70mM),
observandose lo primeros efectos positivos a 324 ppm (23 mM) (Montville et al. 1996). Estos valores
son muy superiores a los 150 ppm N (10mM) utilizados en nuestro experimento. Por ello, los futuros
trabajos que se disefien deberian analizar los efectos de mayores concentraciones y mayor frecuencia

de aplicacion de la fertilizacién foliar con aminoéacidos.

Implicaciones para la revegetacion

La morfologia y las caracteristicas fisioldgicas de los plantones en el momento de la plantacion
influyen en su capacidad de crecimiento y supervivencia en campo (Villar-Salvador, 2003). La
arquitectura radical y la capacidad de formacion de nuevas raices son atributos especialmente
importantes para la supervivencia de las plantaciones en ambientes secos y pobres en nutrientes
(Grossnickle, 2005).

Independientemente de los efectos toxicos, las plantas cultivadas a alta concentracion de NH4*
no presentan un adecuado desarrollo morfolégico para ser usadas en plantaciones forestales. Estas
presentan un escaso desarrollo de su sistema radical fino y, en el caso del P. halepensis, presentan un
fuerte desequilibrio entre el tamafio de la parte aérea y la radical (valores altos de PA/PR). El ratio
PA/PR proporciona una idea del equilibrio hidrico potencial de una planta y valores muy altos pueden
reducir la supervivencia en situaciones de estrés hidrico (Lloret et al., 1999). En el caso de P.
halepensis, Navarro et al. (2006) sugieren valores optimos de PA/PR entre 1.5y 2 los cuales son
ampliamente superados por las plantas cultivadas con NHs* y N+A a 10mM (ver Tabla 4). La reduccion
del sistema radical y la fibrosidad causado por NH4* puede disminuir el volumen de suelo explorado y la
absorcién de nutrientes y agua (Cruz et al., 1997; Rothstein, & Cregg, 2005).

La removilizacion de las reservas de nutrientes permite a las plantas suministrar una buena
parte de los recursos necesarios para el crecimiento de nuevos 6rganos y ser independiente de la
disponibilidad de nutrientes en el suelo (Millard 1996; Cherbuy et al., 2001). La removilizacién de las

reservas de N puede aportar entre un 50% y un 80% del N de los nuevos 6rganos. En suelos
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oligotrofos cuanto mayores sean las reservas de nutrientes en las plantas de vivero mejor suele ser el
crecimiento y supervivencia post-transplante (Salifu & Timmer, 2003).

En P. halepensis valores de N foliar de 20 mg.g-' se relacionan con elevada supervivencia en
campo (Oliet et al. 2006). Van den Driessche (1988) encuentra la maxima supervivencia en campo para
Pseudotsuga menziesssi entre 19 y 24 mg.g™' de N, mientras que valores mas altos la reducen. Un
rango de concentracion de N dptimo para Q. ilex seria entre 12 y 20 mg.g™* (Villar-Salvador et al., 2004;
Oliet et al., 2008a). En nuestro estudio, a excepcion de las plantas cultivadas con NH4*, que supera
dicho rango con amplitud, todos los tratamientos produjeron concentraciones de N que se mantienen
en estos rangos dptimos de N.

El P, junto con el N, condiciona el desarrollo de la planta ya que forma parte de numerosas
moléculas esenciales para el metabolismo de la planta. (Salisbury & Ross, 1994). El P también
favorece la capacidad de produccion de nuevas raices una vez la planta es transplantada en campo
(Villar-Salvador et al., 2004; Oliet et al., 2006). EI P suele ser el elemento mas limitante en suelos
mediterraneos, especialmente en suelos basicos (Sardans et al., 2004), por lo que el papel que
desempefian las reservas de este nutriente en la planta de vivero también es fundamental para la
respuesta post-trasplante (Oliet et al., 2008a). Oliet et al. (2008b) encuentra valores 6ptimos de
supervivencia y crecimiento de P. halepensis con concentraciones foliares de P de 4mg.g, no
recomendandose valores inferiores a 1mg.g™'. En Q. ilex las concentraciones superiores a 0.4 mg.g-' de
P se relacionan con niveles altos de supervivencia y crecimiento (Villar-Salvador et al., 2004; Oliet et
al., 2006). Segun estos valores de referencia todos los tratamientos ensayados en este estudio tienen
concentraciones de P adecuadas.

Teniendo en cuenta que la mayoria de las especies Mediterraneas perennifolias dependen de
la fotosintesis del momento para la produccién de nuevas raices (Moreno et al., 2005), las técnicas de
cultivo en vivero deben orientarse a promover la capacidad fotosintética de las plantulas. Tal como se
ha mencionado previamente, la concentracion de clorofila es un indicador de la capacidad fotosintética
de la planta. Por tanto, es esperable que los plantones de ambas especies producidos a 10mM NO3" y
los plantones de P. halepensis fertilizados por via foliar con aminoécidos presentaran la mayor
capacidad de enraizamiento.

Como consejo practico para el cultivo de ambas especies y teniendo en cuenta el conjunto de

los resultados recomendamos que ambas especies sean cultivadas con NO3- a altas concentraciones.
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Conclusiones

1. Lafuente de N afecta al desarrollo de P. halepensisy Q. ilex, pero este efecto es muy patente
a alta concentracién (10mM) y muy poco perceptible a baja concentracion (1mM).

2. Los menores ratios PA/PR se obtienen siempre a bajas concentraciones debido principalmente
a un mayor desarrollo del sistema radical.

3. La fertilizacion sélo con NH4* a 10mM genera toxicidad en ambas especies ya que produce
sintomas de necrosis e inhibe el crecimiento. Dicha inhibicién se traduce en una elevada
concentracion de Ny P en los tejidos.

4. EINH4*, especialmente a altas concentraciones, reduce la formacion de raices finas en ambas
especies.

5. EI'NOsa 10mM promueve el crecimiento y la concentracién de clorofila en P. halepensis. En
Q. ilex el NOs-a 10mM no afecta al crecimiento.

6. La mezcla equimolar de NOs  y de NH4* promueve respuestas intermedias entre el NH4* y el
NOg, si bien en el caso de Q. ilex las respuestas son mas parecidas a las del NH4* que a las
del NOsz-.

7. La fertilizacion foliar con aminoacidos no produce ninguna respuesta en Q. ilex. En P.
halepensis se estimula ligeramente el crecimiento y el contenido de clorofila con modificaciones
mas notorias en el ratio PA/PR.

8. Se recomienda cultivar ambas especies con NOs como fuente principal de N a alta
concentracion.

9. Para validar definitivamente los resultados de este estudio es recomendable aplicar los mismos
tratamientos bajo condiciones operativas de cultivo estandar e introducir valores intermedios de
concentracion de N. Igualmente, se recomienda testar los efectos de la fertilizacion foliar a

concentraciones superiores a 300ppm de N (21mM N).
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Crecimiento con diferentes fuentes de N en plantas mediterraneas

Para entender el papel que tienen las fuentes de N en el funcionamiento de Pinus halepensis 'y
Quercus ilex seria recomendable profundizar en algunos aspectos que a continuacion se detallan,
algunos de los cuales se han abordado o se estan abordando en la actualidad.

Medidas de fotosintesis, conductancia estomatica y pigmentos fotosintéticos

Es importante conocer si la posible toxicidad del NH4* es debida a una reduccion de la
capacidad fotosintética de la planta. La capacidad fotosintética se mide con un IRGA y se infiere por la
concentracion de clorofila y carotenoides. Igualmente la reduccion de la fibrosidad del sistema radical
puede generar reducciones en la capacidad de absorcién de agua lo cual podria detectarse con
mediciones de la conductancia estomatica. La reducciéon de raices finas puede incrementar la
resistencia hidraulica de la planta lo que se traduciria en nuevas reducciones de la conductancia

estomatica y la tasa neta de fotosintesis.

Medida del pH y la concentracion de amonio y nitrato de la solucion del sustrato

La toxicidad del NH4* podria estar ligada a la excesiva acidez del sustrato. Por ello es
importante comparar el pH de la solucién de los tratamientos tras la absorcién radical y analizar si las
dos fuentes de N estan en concentraciones muy elevadas como para generar salinidad. Del mismo
modo, estos analisis, permiten conocer la evolucion y transformacién de las distintas fuentes de N en el

sustrato durante el periodo de cultivo.

Comparacion de las tasas de absorcion de distintas fuentes de N

El cultivo de las plantas con diferentes fuentes de N no demuestra directamente la preferencia
de absorcion de las distintas fuentes de N. Las diferencias de desarrollo pueden ser debidas a otros
factores independientes de la preferencia de absorcion por una fuente concreta de N. Para analizar la
preferencia de absorcion se debe medir la tasa de absorcion. Con este objetivo se ha realizado un
experimento corto con NH4* y NO3- marcados con *®N con el fin de determinar la tasa de absorcion a
concentraciones edéficas parecidas a las que ocurren en suelos pobres.

Se han acumulado evidencias en otros biomas que las fuentes organicas de N constituyen

también una parte significativa del N que absorben las plantas. Ello abre una nueva perspectiva para
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entender la competencia entre especies y el ensamblaje de las comunidades de plantas. Estos
aspectos no son conocidos en especies mediterraneas. Por ello, ademas de las dos fuentes de N
inorganico, también consideramos importante medir la capacidad de absorcion de N organico, como

aminoacidos, de Pinus halepensis y de Quercus ilex.
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