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Resumen

Los nutrientes pueden afectar el uso de agua que realizan las plantas lefiosas
mediante diversos mecanismos, en diferentes niveles de organizacion, los que
pueden resultar en diferente consumo de agua a nivel de individuo y poblacion.
La variedad de modificaciones posibles hace que resulte dificil predecir el
resultado del cambio en la disponibilidad de nutrientes sobre el uso del agua,
ya que, ademas de la interaccion entre los recursos abioticos (ie., agua y cada
nutriente), hay que considerar las diferencias genotipicas en la capacidad de
respuesta al ambiente.

En esta tesis se utilizo como modelo experimental plantas de Pinus taeda, la
especie forestal mas ampliamente cultivada en la provincia de Misiones,
Argentina. El objetivo general fue evaluar integradamente, a nivel de individuo,
las modificaciones en la distribucion de materia seca y la arquitectura hidraulica
de plantas de Pinus taeda fertilizadas con nitrogeno y con fosforo, y el efecto de
estas modificaciones en la respuesta al estrés por sequia. Se presentan los
resultados de experimentos que se realizaron en condiciones controladas y a
campo, para dar cumplimiento a una serie de objetivos particulares, los cuales
surgieron a partir de la informacion obtenida en las primeras etapas
experimentales. El primer objetivo fue evaluar el efecto de la aplicacion de
nitrégeno y fosforo, y su interaccion, en el crecimiento inicial de una plantacion
de P taeda instalada sobre un suelo pedregoso, con baja conductividad
hidraulica, de la provincia de Misiones. El segundo objetivo fue estudiar las
principales modificaciones fisiologicas que produce la fertilizacion con
nitrégeno y fosforo en las plantas de P taeda creciendo sobre suelos
pedregosos de la provincia de Misiones. El tercer objetivo fue estudiar los
cambios fisiologicos de P. taeda creciendo en un sustrato con elevada
conductividad hidraulica, en plantas fertilizadas con nitrogeno y fosforo, y
expuestas a alta y baja disponibilidad de agua. El cuarto objetivo fue conocer si
el sistema radical de P. taeda tiene capacidad de detectar parches ricos en
nutrientes y generar respuestas a estos parches, tanto a nivel de raiz, como en

la capacidad de conducir agua de la planta entera. El quinto objetivo fue




establecer si diferentes fuentes nitrogenadas producen efectos similares en las
mermas en el crecimiento y las modificaciones en la arquitectura hidraulica de
P. taeda observadas con la adicion de urea, y analizar si la fertilizacion con cada
fuente de nitrogeno modifica el efecto de la sequia impuesta en un sustrato con
baja conductividad hidraulica. El sexto objetivo fue determinar si existe
variabilidad genética en la respuesta en crecimiento a la suplementacion con
nitrégeno y fosforo mediante el analisis de cuatro familias de P taeda. El
séptimo objetivo fue examinar en dichas familias la variacién en los cambios,
producto de la fertilizacion, en la particion de materia seca y en diferentes
rasgos de la arquitectura hidraulica, que puedan explicar la magnitud del efecto
negativo de la fertilizacion con nitrégeno en el crecimiento.

A partir de los resultados obtenidos, se realizan aportes al conocimiento
general sobre el efecto de la fertilizacion en situaciones de diferente
disponibilidad hidrica. Los cambios generados a nivel individuo por la
fertilizacion con nitrogeno y fosforo, como las modificaciones en la distribucion
de la materia seca y en la arquitectura hidraulica, determinan las respuestas en
el crecimiento. La fertilizacidn con nitrégeno exacerba el estrés por sequia en
suelos rojos, mientras que no tiene efecto negativo en sustratos con alta
conductividad hidraulica. Se genera nueva informacion de los efectos de la
fertilizacion en suelos pedregosos marginales que actualmente se estan
utilizando para la plantacion de P. taeda en Argentina. Se describen posibles
causas fisiologicas del efecto depresivo de la urea en el crecimiento de plantas
jovenes de P. taeda sobre suelos rojos. Se demuestra que la especie no
responde de manera diferencial a la aplicacion de fertilizantes en forma
dispersa o localizada. Por otro lado, la fuente de nitrogeno aplicada genera
diferente respuesta a nivel hidraulico, aunque no se pudo determinar la
implicancia de estos cambios en el crecimiento. Se demuestra que existe
variabilidad en la respuesta a la fertilizacion en el crecimiento de genotipos
seleccionados, producidos en el pais. Estas diferencias en crecimiento resultan
de formas contrastantes en la particidn de materia seca de los diferentes
genotipos, sumado a diferentes modificaciones en la arquitectura hidraulica.
Estas respuestas diferenciales determinan que la familia con mayor tasa de

crecimiento, sea ademas la menos afectada por la fertilizacion inicial con
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nitrégeno y la mas beneficiada por la adicion de fésforo. El conocimiento de las
respuestas fisiologicas de esta especie, brinda nuevas herramientas para la toma

de decisiones en el uso de la tierra y el manejo sustentable de la produccion.

Vil



Abstract

Nutrients can alter plant water use through different mechanisms. Nutrient
availability alters hydraulic architecture at different organization levels, resulting
in changes in water use at plant or population level. Possible modifications, and
their interactions, make it difficult to predict the way nutrient availability can
alter water use. Moreover, besides abiotic factors interactions (e.g., between
water and each nutrient), genotypic differences in response capacity have to be
taken into account.

In this thesis plants of Pinus taeda were used as experimental model. It is the
widest exotic species planted in Misiones. The general aim is to evaluate dry
mass partitioning and hydraulic architecture at whole plant level in P. taeda
plants fertilized with nitrogen and phosphorus, and its implications in drought
tolerance. In order to achieve specific objectives, experiments at field conditions
and in pots were performed. The goals follow a sequential rationale because
they derived from the results of the first experiments. The first aiml was to
evaluate the effect of the fertilization with nitrogen and phosphorus, and their
interaction, in the initial growth of a 2. taeda plantation installed on a rocky soil
in Misiones. The second goal was to analyze the main physiological
modifications that occur in P taeda plants in response to nitrogen and
phosphorus fertilization on the rocky soil from Misiones. The third goal was to
study the physiological changes in P. taeda plants fertilized with nitrogen and
phosphorus in a high hydraulic conductive substrate, growing with low and high
water availability. The fourth goal was to know if the root system of P. taeda
plants can detect nutrient rich patches in the soil and respond to these patches
at root level and at whole plant water conductance capacity level. The fifth goal
was to analyze if different nitrogen sources have the same depressive effect in
growth and produce hydraulic architecture changes similar to those observed
with urea fertilization; and to evaluate if each nitrogen source alters the
tolerance to the drought stress imposed in the soil with low hydraulic
conductance. The sixth and seventh goals were to determine if there exist

genetic variability in the response in growth to fertilization to nitrogen and
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phosphorus through the analysis of four families of P. taeda; and to analyze the
changes in dry mass partitioning and different hydraulic traits those families,
that can explain the different extent of the depressive effect in growth of
nitrogen fertilization.

The results obtained are new contributions to the general knowledge about the
effects of fertilization under different conditions of water availability. Plant level
changes due to nitrogen and phosphorus fertilization in the hydraulic
architecture is related with growth. Those changes exacerbate drought stress in
the red soils but not in high conductance substrates. New information is
generated about the effect of fertilization on marginal rocky soils which are use
widely to plant P. taeda in Argentina. Possible physiological causes of the
depressive effect of urea in young P. taeda plant growth on red soils are
described. It is demonstrated that this species does not respond in different way
to fertilizer placement, Le disperse or localized. The nitrogen source produce
different response in some hydraulic traits, but it is not possible to know the
implication of those changes in growth. There is variability in the response to
fertilization in growth between families that were selected in a breeding
program of Argentina. Those different responses are the result of different dry
mass partitioning and differences in some hydraulic traits. Therefore, the family
with higher growing rate is the least affected by the fertilization with nitrogen
and the most improved by phosphorus fertilization.

The knowledge about the physiological responses of this species brings new

tools to land use and sustainable forest management decisions.
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Capitulo 1 - Introduccion

Relacion entre los nutrientes y el uso del agua en especies lefiosas

El agua y los nutrientes son dos de los principales factores que determinan el
crecimiento de los arboles (Lambers et al. 1998; Stoneman et al. 1996). La
disponibilidad de nutrientes en el suelo puede variar tanto por las condiciones
naturales del sitio como por la intervencidon antropica, por ejemplo, mediante
fertilizacion. Muchos estudios han demostrado que la fertilizacion es mas
efectiva cuando la disponibilidad de agua no es limitante (Sands y Mulligan
1990). EL nitrogeno (N) y el fosforo (P) son los nutrientes que mas
frecuentemente limitan el crecimiento si su disponibilidad no es adecuada, sin
embargo, el balance entre los distintos nutrientes es fundamental para
determinar la condicion nutricional 6ptima de las plantas. Hay numerosos
trabajos que han analizado los efectos de la fertilizacion en el crecimiento de
los arboles, muchos de estos concluyen que la interaccion de la disponibilidad
de nutrientes con todos los demas factores ambientales dificulta la prediccion
de los efectos de esta practica (Dighton et al. 1993; Fisher y Binkley 2000;
Graciano et al. 2006a; Judd et al. 1996; Neves et al. 1990).

La interaccion entre la disponibilidad de agua y nutrientes se debe a que ambos
factores, ademas de ser esenciales para las plantas, forman la solucién del suelo
(Figura 1 a.l). El agua en el suelo esta ubicada en los poros que forman las
particulas sélidas: los minerales (i.e., arena, limo y arcilla) y la materia organica.
A medida que el suelo pierde agua, cada poro es ocupado parcialmente por
aire, mientras que el agua queda retenida en contacto con las superficies
solidas. Es ast que a medida que se produce la desecacion del suelo, la
resistencia al movimiento de agua se incrementa. Asimismo, la composicion
mineral y el contenido de materia organica afectan la fuerza con la que el agua
es retenida sobre las superficies, haciéndolo con mayor fuerza cuanto menor es
el tamafo de los poros. Las arcillas y la materia organica generan poros
pequefios y tienen mayor superficie expuesta por unidad de volumen, por lo
cual mayor cantidad de agua es adsorbida en superficie, fenédmeno que
incrementa la resistencia al movimiento del agua. Por el contrario, las particulas
de arena generan poros grandes y tienen poca capacidad de adsorcion, por lo

tanto, cuando un suelo con alto contenido de arena esta saturado, la resistencia
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al movimiento de agua es baja; pero a medida que los poros pierden agua, la
conductividad hidraulica disminuye abruptamente. Por otro lado, los iones
minerales estan en solucion en el agua del suelo, en equilibrio dinamico con la
fase solida: si la concentracién de un ion en la solucion disminuye se producira
la solubilizacion o desorcion desde las particulas sélidas hasta que se recupere
el estado de equilibrio (Taiz y Zeiger 2003).

De la totalidad de iones que componen la solucién del suelo, algunos estan
adsorbidos por las particulas sélidas con carga, como la arcilla y la materia
organica, mientras que otros se mueven libremente en la solucién lejos de las
particulas solidas. Los iones de la solucion del suelo que se encuentran en la
rizésfera ingresan a la raiz por via apoplastica (Le., las paredes celulares y los
espacios intercelulares). Algunos cationes quedan retenidos por las cargas
negativas de la pared celular, mientras que los demas iones se mueven por flujo
masal en el apoplasto. El ingreso de los iones al simplasto (Le., el continuo
protoplasmatico limitado por la membrana plasmatica) puede ser por vias no
especificas o mediante transportadores especificos. Cuando los iones ingresan
al simplasto de la raiz, se produce la desorcion de los mismos desde el
apoplasto y, posteriormente, desde las particulas del suelo. Sin embargo, la
velocidad de desorcion y solubilizacion desde el suelo es menor a la tasa de
absorcion por las raices, de modo que suele observarse disminucion de la
concentracion de iones en la rizosfera con respecto a la concentracion que tiene
el suelo lejos de las raices. Los iones y el agua presentes en el apoplasto de la
raiz ineludiblemente ingresan al simplasto en la endodermis, y posteriormente
siguen su recorrido hacia el xilema por via simplastica o apoplastica. Una vez
que los iones y el agua ingresan al xilema, son trasladados por la corriente
transpiratoria (Marschner 1995).

Los elementos del xilema en las plantas lefiosas ofrecen resistencia al
movimiento del agua, esta resistencia aumenta al disminuir el diametro de los
conductos y al aumentar la longitud del recorrido. Las caracteristicas
estructurales de los elementos xilematicos (e.g., rugosidad de las paredes,
numero de conexiones entre elementos, resistencia de las conexiones) también
influyen en la resistencia al movimiento de agua. Ademas, la capacidad de

conducir agua de este tejido puede modificarse en el corto plazo por la embolia
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de los elementos que lo componen, fendmeno que ocurre cuando son
sometidos a tensiones mayores a un nivel critico, dependiente de la especie,
edad, época del afo y condiciones de crecimiento de cada planta. Una vez que
el agua y los nutrientes llegan a las hojas, se produce el movimiento en el
mesofilo por via apoplastica y simplastica. Los minerales que sean nutrientes
seran incorporados al metabolismo de la planta, y podran posteriormente
retraslocarse a otros 6rganos como iones o parte de metabolitos, por via
xilematica o floematica, segun sea el mineral. El agua se movera desde el xilema
hacia el mesofilo por via apoplastica y simplastica, y se producira su pasaje al
estado de vapor en los espacios intercelulares y la camara subestomatica.
Posteriormente, si los estomas estan abiertos, el vapor de agua difundira a la
atmosfera, a mayor tasa cuanto mayor sea el déficit de saturacion del aire y
cuanto mayor sea la apertura estomatica. En su pasaje a la atmosfera el agua
atravesara la resistencia que ofrece la capa limite, que sera mayor cuanto mas
rugosa sean la superficle del canopeo y la superficie foliar, y menor sea la
velocidad del viento. La difusion de agua desde la epidermis en general es
reducida, debido a la presencia de la cuticula sobre la superficie de la hoja. La
resistencia de la cuticula puede modificarse con las condiciones de crecimiento
de la planta dado que puede cambiar el grosor y composicion de esta capa, y
ademas puede disminuir por deterioro fisico cuando la hoja envejece. El agua
perdida en estado de vapor forma parte de la humedad atmosférica,
componente del ciclo hidrologico, y volvera al suelo como precipitaciones,
cuando las condiciones atmosféricas sean las adecuadas. También parte de los
nutrientes se perderan de la planta cuando se produzca la abscisién de 6rganos,
de manera que seran posteriormente incorporados al suelo mediante la
mineralizacion de la materia organica (Salisbury y Ross 1994; Taiz y Zeiger
2003).

Los distintos componentes del continuo suelo-planta-atmésfera pueden
resumirse en el concepto de arquitectura hidraulica. La arquitectura hidraulica
de una planta puede ser definida como la estructura del sistema conductor de
agua, o el conjunto de caracteristicas hidraulicas de los tejidos conductores de
las plantas que califican y cuantifican el flujo de agua desde las raices hasta las

hojas (Cruiziat et al. 2002).
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El primer resultado esperable con la suplementacion de nutrientes que se
encuentran de manera limitante para una planta, es un incremento en el
crecimiento. Las plantas mas grandes tienen mas area foliar, y por lo tanto
transpiran mas, siempre y cuando la disponibilidad de agua en el suelo sea
suficiente. Sin embargo, la fertilizacion no sélo afecta la tasa de crecimiento
sino también la distribuciéon de materia seca en los diferentes drganos vy
consecuentemente la arquitectura hidraulica de las plantas, por lo tanto
también podrian cambiar las relaciones hidricas (Bucci et al. 2006). Como
criterios generales, al incrementarse la conductancia estomatica, la
conductividad hidraulica de tallos y raices y la exploracion radical del suelo,
también se incrementa la cantidad de agua consumida por las plantas. En
cambio, a mayor cantidad de conductos embolizados, la resistencia del xilema
aumenta, y por lo tanto el consumo de agua disminuye (Atwell et al. 2009;
Fernandez y Reynolds 2000). Asimismo, se puede asumir que, en general, las
plantas que crecen mas rapido, pueden tener mayor probabilidad de fallas en
las funciones hidraulicas y, por consiguiente, mayor riesgo de muerte frente a
episodios de elevadas temperaturas o sequia, aunque esta aseveracion no es
valida para todas las especies. En sintesis, tanto la disponibilidad de nutrientes
como la disponibilidad de agua pueden producir cambios en las plantas a nivel
subcelular, de 6érgano y de planta entera que modifiquen el uso del agua de las
mismas y tengan influencia en niveles de organizacidon mayores, como son las

poblaciones y los ecosistemas (Maseda y Fernandez 2006; McDowell et al. 2008).
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T Salida de agua a la atmésfera

Resistencia de la capa limite (rugosidad de la hoja o del

canopeo, viento, VPD aire)
A
Evaporaciéon de agua del mesodfilo a la
camara subestomatica
Resistencia de los estomas (control estomatico, estrategia
< isohidrica o anisohidrica)
A
Evaporaciéon de agua del mesodfilo a la
\ camara subestomatica

Resistencia del mesofilo (CRA, estructura del mesofilo)
A

Movimiento de agua y nutrientes por
apoplasto y simplasto, sintesis de en

FRretabeolites
\ Resistencia del xilema de raiz, tallo, hoja (longitud,

diametro de los conductos, conductividad, cavitacion)

/ A
j Ingreso de agua y nutrientes al xilema
Resistencia de la raiz (apoplasto, simplasto, acuaporinas,

longitud) A

Ingreso de agua y nutrientes por via

\ apoplastica y simplastica

Resistencia del suelo (textura, materia organica vy
contenido de agua)

Movimiento de agua y nutrientes desde el suelo
hacia la rizosfera.

Figura 1la.1 Esquema del movimiento de agua y nutrientes en el continuo suelo-
planta-atmoésfera. Al costado de las flechas, se indica el flujo de agua. En los
recuadros se indican las resistencias encontradas en cada etapa, y entre
paréntesis se enuncian los factores que pueden modificar cada resistencia.

la 1l - Las poblaciones fertilizadas y no fertilizadas

La fertilizacion puede modificar el consumo de agua de los rodales por
diferentes vias: por un lado, el mayor crecimiento de las plantas fertilizadas, sin
ninguna otra modificaciéon en la arquitectura hidraulica ni la fisiologia, lleva
asociado un mayor consumo de agua, simplemente por el aumento del area
foliar, Le. la superficie transpirante. En este sentido, la fertilizacion aumento el
indice de area foliar y la transpiracion total (mm de agua por dia) en

plantaciones de Populus (Samuelson et al. 2007) y de Pinus taeda (Samuelson y
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Stokes 2006). Sin embargo, en otros trabajos, los resultados encontrados a nivel
de poblacidon permiten suponer modificaciones en la tasa transpiratoria a un
nivel de organizacion menor (posiblemente individuo u organo). Por ejemplo,
en plantaciones de Pinus taeda la transpiracién por unidad de area foliar
aumento con la fertilizacion (Samuelson y Stokes 2006), mientras que en
plantaciones de Picea abies la fertilizacion aumento el indice de area foliar, pero
redujo el flujo de savia (Le., cantidad de agua transportada, por superficie de
albura y por tiempo) y la transpiracion del canopeo (i.e., cantidad de agua total
evaporada por planta referida al area foliar) (Phillips et al. 2001). Si bien en este
ultimo ejemplo la fertilizacion disminuyo el consumo de agua, hay que analizar
que plantas mas grandes pueden transpirar mas, y por lo tanto disminuir el
contenido de agua en el suelo con mayor velocidad. A su vez, el aumento del
area foliar puede generar mayor intercepcion de las precipitaciones, por lo que
cantidad de agua que llega al suelo se reduce. El enfoque de respuesta vs.
efecto (Goldberg y Landa 1991; Suding et al. 2008) enmarca este tipo de
funcionamiento a nivel de poblacién, en el cual se postula que las plantas
responden a la disponibilidad de recursos, y consecuentemente modifican el
sistema que habitan a través de la utilizaciton de dichos recursos.
Posteriormente, los efectos de las plantas sobre el ambiente a su vez
condicionaran las respuestas futuras de los organismos que lo habitan. En
consecuencia, en este tipo de estudios resulta imprescindible analizar si el
contenido de agua en el suelo de las parcelas fertilizadas es similar al de las no
fertilizadas, para poder discernir si los resultados encontrados se deben
directamente a la fertilizacion o son efectos indirectos de una diferente
disponibilidad de agua (Ewers et al. 1999; Stoneman et al. 1996). Tal es el caso
en parcelas de Pinus taeday de Picea abies, en las que la fertilizacion se aplicd
con y sin riego. En estas especies la fertilizacion incrementd el indice de area
foliar independientemente de que fuera aplicada con o sin riego adicional; se
descarta de esta manera que los efectos se deban al menor contenido de agua
en el suelo. Sin embargo, a pesar del aumento del indice de area foliar, la
fertilizacion no modifico la conductancia estomatica del canopeo en Picea abies,
y la redujo drasticamente en Pinus taeda (Ewers et al. 2001). Una posible

explicacion es la disminucion del grosor o la cantidad de raices. En este sentido
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se encontro que la fertilizacion tanto con P como con una mezcla de nutrientes
redujo la densidad y el grosor de raices finas en parcelas de Pinus pinaster
(Bakker et al. 2009). De igual modo, la fertilizacion (N, P, K) aumentoé la biomasa
subterranea pero disminuyo la relacion de raices respecto a la biomasa total
(Samuelson et al. 2008a) y aumento la densidad de raices finas en profundidad
(Ewers et al. 1999) en Pinus taeda. Estos ultimos ejemplos muestran que la
fertilizacion tiende a reducir la biomasa de raices, o a producir raices mas finas,
menos conductivas, lo que podria reducir la disponibilidad de agua para la
parte aérea de la planta.

En sintesis, la fertilizacion afecta el uso del agua, y esto puede deberse al
incremento del area foliar, a la modificacién en la relacion entre la biomasa
aérea y subterranea (i.e., incremento del area transpirante y reduccion del area
absorbente) o a cambios en la distribucion de raices (i.e, menos raices y mas
finas). Estos cambios poblacionales se deben a la capacidad que tienen los

individuos de responder a la disponibilidad de nutrientes.

la.2 - Los individuos con alta y baja disponibilidad de nutrientes

La morfologia y fisiologia de las plantas que crecen en condiciones de sequia es
diferente a la de aquellas plantas que tienen suficiente disponibilidad de agua, y
por otra parte, ciertos caracteres importantes para la supervivencia de los
individuos en condiciones de sequia (e.g., la arquitectura hidraulica de la planta)
pueden ser modificados también por la disponibilidad de nutrientes. En algunas
ocasiones estas modificaciones pueden ser aun mas importantes que las
causadas por la disponibilidad de agua. Para este analisis, se agrupan por un
lado los cambios en la distribucidon de materia seca que puedan afectar la
cantidad de agua consumida o el acceso al agua (e.g. relacion vastago:raiz, area
foliar: area de xilema, distribuciéon de raices) y por otro, los cambios fisiologicos
independientes de las modificaciones en asignaciéon de materia seca (e.g.

cambios en el intercambio de gases, en la eficiencia en el uso del agua).
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Cambios en la distribucion de materia seca

La disponibilidad de nutrientes afecta la particion de materia seca entre los
diferentes érganos de la planta y también el uso del agua (Graciano et al. 2005,
2006b; Harvey y van den Driessche 1997; Sands y Mulligan 1990; Vilela et al
2003). La arquitectura del sistema radical de los arboles responde tanto a la
disminucion del suministro de agua como a la baja disponibilidad de nutrientes,
con sefales opuestas para la distribucion espacial de las raices: cerca de la
superficie, donde hay mayor abundancia de nutrientes, y exploracién en
profundidad en respuesta a la mayor disponibilidad de agua. Por lo general, la
fertilizacion aumenta la relacion vastagoraiz y la sequia la reduce, pero en
presencia de ambos factores, el efecto de la sequia suele predominar sobre el
de la fertilizacidon, aunque las respuestas pueden variar segun la especie y el
sistema de estudio. Algunos de los muchos ejemplos que se encuentran en la
bibliografia al respecto se enuncian a continuacién. En cuatro especies de
Prosopis, la disponibilidad de N no modifico la relacion vastago:raiz, pero esta
relacion disminuyo en dos de las especies cuando fueron sometidas a sequia
(Vilela et al. 2003). En Pinus pinaster, Picea mariana y Picea glauca, |la escasez de
agua y/o N disminuy? la relacidon vastago:raiz (Fernandez et al. 2006; Patterson
et al. 1997). En Pinus taeda, la deficiencia de N también causé una disminucion
de la relacion tallorraiz, pero este efecto se revirtid parcialmente cuando se
sometio a las plantas a un periodo de sequia (Green et al. 1994). En algunas
especies latifoliadas del Cerrado Brasilefio la fertilizacion con N incrementé el
area foliar por planta y la relacion area foliar:area de xilema, sin embargo, estas
relaciones no se modificaron cuando se les aplico P, ya sea solo o combinado
con N (Bucct et al. 2006). En Tectona grandis, Swietenia macrophylla y
Platymiscium pinnatum se observé que la aplicacion de una mezcla de
fertilizantes (N, P y K) aumentd sustancialmente la relacion vastagoraiz st las
plantas estaban expuestas a buena disponibilidad de agua, pero que la
reduccion en la proporcion de raices no era tan marcada st las plantas
fertilizadas estaban expuestas a condiciones de sequia (Cernusak et al. 2009).
Hay que considerar también que no sélo la disponibilidad total, sino también la
distribucion espacial de los nutrientes tiene efectos en la arquitectura del

sistema radical. Las plantas expuestas a parches ricos en nutrientes desarrollan
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mayor cantidad de raices dentro de esos sectores (George et al. 1997; Graciano
et al. 2009; Hodge 2006; Lopez-Bucio et al. 2003). Este mayor desarrollo puede
ser a expensas del desarrollo de raices fuera del parche (Durieux et al. 1994;
Gloser et al. 2008) o de la relacion vastago:raiz (Hutchings y John 2004). Son
escasos los antecedentes encontrados al respecto en especies lefiosas, por lo
tanto en este apartado se amplié con bibliografia referente también a especies
herbaceas. En Eucalyptus grandis se observd mayor biomasa de raices a la
profundidad de parches ricos en P (Graciano et al. 2009). En plantas de
Arabidopsis proliferaron mas raices dentro de parches ricos en nitrato, mientras
que con una disponibilidad de nitrato elevada y homogénea en todo el sistema
radical, la proliferacion de raices disminuyd (Zhang y Forde 2000). La
proliferaciéon de raices en el parche rico permite a la planta absorber
eficientemente el nutriente existente en el parche (Linkohr et al. 2002). Por otro
lado, también se ha observado que en soluciones hidroponicas con muy baja
disponibilidad de nutrientes la velocidad de expansion de raices es mayor, lo
que podria interpretarse como un mecanismo de adaptacidén a ambientes
pobres en nutrientes (Hermans et al. 2006; Walter et al. 2003; Zhang et al. 2007).
Por lo tanto, la baja disponibilidad de nutrientes tiende a aumentar la
proliferaciéon de raices, de la misma forma que la existencia de parches
nutritivos en un suelo con baja disponibilidad general de nutrientes. Es
importante considerar que el desarrollo de raices en parches ricos en algun
nutriente tiene consecuencias en la accesibilidad a otros recursos existentes
fuera del parche, como agua y otros nutrientes (Graciano et al. 2009). Es ast que
la proliferacién de raices localizadas, podria traer aparejada una disminucion de
la capacidad de la planta de absorber agua, ya que muchas raices absorberian
agua, oxigeno y nutrientes de un sector reducido, y agotarian rapidamente los
recursos, por lo que la planta deberia invertir mas energia en promover el
crecimiento de raices en sectores donde queden recursos disponibles.
Consecuentemente, la capacidad de responder a parches ricos en nutrientes
probablemente ocurra si la disponibilidad de nutrientes es baja y la
disponibilidad de agua no es limitante. En sintesis, la conformaciéon final del
sistema radical dependera de la disponibilidad de cada factor abiotico (i.e., agua

y cada uno de los nutrientes) y de la heterogeneidad espacial y temporal con
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que cada factor esté presente, influenciado también por la capacidad de
respuesta que tenga el genotipo en analisis. El efecto de cada estrés abiotico
(e.g., sequia, deficiencia de nutrientes) sobre las caracteristicas fundamentales
que definen la capacidad de transporte de agua varia ampliamente, por lo que
es dificil predecir de qué manera las condiciones de campo afectaran el
consumo de agua (Atwell et al. 2009). En casos de sequias severas, el aumento
en la proporciéon de hojas y la disminucién de la profundidad de raices causado
por la fertilizacion puede llevar a la ruptura del equilibrio entre el vastago y la

raiz y aumentar la mortandad de plantas.

Cambios en intercambio de gases y eficiencia en el uso del agua

El cambio en el consumo de agua causado por la fertilizaciéon puede deberse
simplemente al cambio del tamafo de los individuos, ya que individuos mas
grandes, transpiran mas y consumen mas agua (Wullschleger et al. 1998), como
se ha mencionado en el apartado referente a poblaciones. Sin embargo, los
antecedentes a continuacion indican que la fertilizacion también modifica el uso
del agua, aun en condiciones de igual disponibilidad hidrica.

Una de las caracteristicas que esta influenciada por la disponibilidad de
nutrientes es la sensibilidad de la apertura y cierre estomatico frente a la
disminucion del potencial hidrico de la hoja. En este sentido, las plantas
fertilizadas pueden cambiar su estrategia y tender a un comportamiento mas
isohidrico o anisohidrico que las plantas no fertilizadas. Esto significa que,
frente a un aumento de la demanda evapotranspirativa o a la disminucién de
agua del suelo, las plantas tenderan a cerrar los estomas y mantener el
potencial hidrico mas cercano a cero (i.e., plantas isohidricas) o a mantener los
estomas abiertos y tolerar caidas marcadas del potencial hidrico (i.e., plantas
anisohidricas) en comparacion con las plantas no fertilizadas (McDowell et al.
2008). Por ejemplo, plantas de algoddon con alta dosis de N redujeron la
conductancia estomatica y cesaron la expansion foliar a potenciales hidricos
mas bajos que individuos con baja disponibilidad de N (Radin y Parker 1979b),
consecuentemente las plantas con alto N se tornaron mas anisohidricas. Los

cambios en la apertura y cierre estomatico van a determinar modificaciones en
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el consumo de agua, que pueden incrementar o contrarrestar los efectos de los
cambios en el tamafo de los individuos y de su area foliar.

Contrartamente a los resultados discutidos previamente para algodoén, hay
antecedentes que indican que la fertilizacion reduce el consumo de agua a nivel
de individuo en arboles. En tres especies tropicales la tasa de transpiracion
medida a nivel de planta entera disminuyd con la fertilizacion (Cernusak et al.
2009). En Picea abies la fertilizacion redujo el flujo de savia por superficie de
albura y la transpiracién por unidad de area foliar (Phillips et al. 2001).

El consumo de agua a nivel de individuo puede inferirse mediante mediciones
instantaneas en hojas con poroémetro o con analizador de gases infrarrojo
(IRGA). La ventaja de estas mediciones es que son rapidas y permiten conocer,
con ciertas restricciones, el estado de la planta entera. A partir de estas
mediciones se puede calcular la eficiencia del uso del agua instantanea (EUAL),
que es la relacion entre los moles de CO; fijados y los moles de agua
transpirados. Las modificaciones en la EUAL pueden deberse a cambios en la
fotosintesis, la transpiracion o en ambos procesos pero en diferente magnitud.
En general, las plantas fertilizadas tienen mayor tasa fotosintética, por lo que la
EUAL aumenta (Guehl et al. 1995), como se observd en Pinus taeda (Green vy
Mitchell 1992) y en clones de Populus (Harvey y van den Driessche 1999) en
respuesta a la fertilizacion con N. En condiciones de baja disponibilidad de
agua, las plantas tienden a reducir la transpiracion, de modo que sequias leves
que no afecten la capacidad fotosintética, pueden incrementar la EUAL Lo que
no esta tan claramente establecido es si la fertilizacion incrementa o disminuye
la transpiraciéon. Por ejemplo, en Pinus pinaster la transpiracion fue mayor en
plantas con alta disponibilidad de N, tanto con baja como con alta
disponibilidad de agua (Fernandez et al. 2006), pero sélo las plantas con alta
disponibilidad de N aumentaron la EUAL en respuesta a la sequia. Similar
comportamiento se observd en Ulmus americana bajo estrés moderado (Reich
et al. 1989). Consistentemente, en Pinus taeda la fertilizacion combinada con N
y P redujo la transpiracion, y aumento la EUAL (Tyree et al. 2009a). En Pinus
contorta (Amponsah et al. 2004) y en Quercus prinus (Kleiner et al. 1992) la
fertilizacion redujo la conductancia estomatica a nivel de hoja. Asimismo, en

tres especies del Cerrado Brasilefio, la conductancia estomatica nocturna y la
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transpiracion nocturna disminuyeron en las plantas fertilizadas con N o con P,
con efecto mas marcado del N (Scholz et al. 2007). En Pinus pinaster fertilizado
con N, la conductancia estomatica medida a lo largo del dia fue menor que en
las plantas sin fertilizar (Guehl et al. 1995). En Quercus robur la tasa
transpiratoria disminuy¢ al aumentar la disponibilidad de nutrientes (Welander
y Ottosson 2000). Estos ejemplos indicarian que en algunos casos puede ser
relevante la funcion de la transpiracién de movilizar nutrientes hacia la rizosfera.
Es por eso que frente a una mayor disponibilidad de nutrientes la transpiracion
disminuye y reduce el consumo de agua. Este tipo de respuesta es mas
probable en sitios con baja dotacion de nutrientes y buena disponibilidad de
agua o en plantas con elevado requerimiento de nutrientes.

El mayor consumo de agua en plantas con baja disponibilidad de nutrientes
respecto a plantas con alta disponibilidad de nutrientes es consistente con la
idea de que la transpiracion cumple la funcién de promover el flujo masal de
agua en el suelo hacia las raices (Scholz et al. 2007), funcion que es mas
importante en suelos con baja conductividad hidraulica y baja disponibilidad de
nutrientes, ya que este mecanismo incrementa la capacidad de absorcién de
iones moviles como el nitrato (Cramer et al. 2009). Sin embargo, existen
estudios que demuestran que el aumento en la disponibilidad de nutrientes
puede aumentar el consumo de agua, por ejemplo en Quercus robur la
fertilizaclon aumentd la conductancia estomatica (Guehl et al. 1995) y en
Prosopis chilensis, |a fertilizacion acompafiada con abundante riego aumento la
transpiracion, mientras que en caso de sequia, las plantas sin fertilizacién
transpiraron mas que las fertilizadas (Imo y Timmer 1992). Por lo tanto, si bien
hay una tendencia general a que las plantas con mayor disponibilidad de
recursos (e.g., agua, nutrientes) utilicen mas recursos y con mayor eficiencia
(Binkley et al. 2004; Stape et al. 2004), esta afirmacion no puede generalizarse.
Los antecedentes indican que la aplicacion de fertilizantes puede reducir el
consumo de agua, y que esto puede estar o no acompanado por incrementos
proporcionales en la fotosintesis, por lo que la eficiencia del uso del agua
puede aumentar, pero también hay casos en que el consumo de agua puede ser
mayor en plantas fertilizadas, por lo que esta eficiencia podria disminuir o no

modificarse.
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Ademas del control estomatico, puede haber otras modificaciones en la
arquitectura hidraulica que modifiquen la cantidad de agua utilizada por la
planta, esto conduce a analizar qué 6rganos pueden sufrir modificaciones al

variar la disponibilidad de nutrientes.

1a.3 - Algunas modificaciones de la arquitectura hidraulica a nivel de organo

Los cambios en el consumo de agua a nivel de planta entera pueden deberse a
cambios en uno o varios organos. Mas alla de que las alteraciones en la
distribucion de materia seca modifican la capacidad de exploracion del suelo y
la superficie transpirante, hay modificaciones a nivel de érgano que van a
intervenir en el balance final de consumo de agua a nivel de planta entera.
Principalmente, son importantes los cambios a) a nivel de raiz, porque
determinan el acceso al agua y los nutrientes, b) a nivel de tallos, porque
determinan la capacidad de conduccidon de agua hacia las hojas y apices en
crecimiento y c) a nivel de hojas, porque determinan si se puede mantener la
turgencia celular, el crecimiento y la capacidad fotosintética frente a

disminuciones en el estado hidrico de las plantas.

Modlificaciones en la capacidad especifica de absorcion de agua de las raices

La actividad de las raices modifica las caracteristicas fisico-quimicas de la
rizosfera, que son diferentes a las del suelo sin raices; pero a su vez, la
disponibilidad de nutrientes y agua en el suelo modifica la cantidad y actividad
de raices (Neumann et al. 2009). Mas alla de los efectos en la distribucion
espacial, la disponibilidad de nutrientes puede alterar la conductividad
hidraulica de las raices. Por ejemplo, la deficiencia severa de nitrato, fosfato y
sulfato reduce la conductividad hidraulica de las raices, y la conductividad
aumenta con mayor disponibilidad de estos iones (Gloser et al. 2007; Li et al
2009; Radin y Eidenbock 1984). Asimismo, el incremento en la disponibilidad de
nutrientes aumenta la resistencia a la cavitacion de las raices (Ewers et al. 2000;
Radin y Eidenbock 1984). En periodos de baja disponibilidad de agua en el

suelo, con la consecuente reduccion de la conductividad hidraulica del mismo,
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una modificacion posible que hace posible que las plantas absorben agua y
nutrientes es el aumento de la proliferacién de raices, mientras que otra es el
aumento de la conductividad de las raices existentes (McElrone et al. 2007). En
este ultimo caso, la conductividad de las raices aumentaria en periodos del afio
con elevada demanda evapotranspirativa, lo que implica una disminucion en la
resistencia al flujo de agua en las raices en los momentos en que las hojas
pierden mayor cantidad de agua. Una respuesta similar ocurre con la absorcién
de nutrientes desde el suelo: en suelos deficientes en nutrientes puede
aumentar la proliferacion de raices y también la capacidad de absorcion de
tones especificos.

Los resultados siguientes en su mayoria se obtuvieron en diversas plantas
herbaceas, pero por su valor ilustrativo y por no hallarse antecedentes en
plantas lefosas, se tuvieron en cuenta para explicar mecanismos presentes en
las plantas y factibles de ser encontrados en especies lefiosas. Estos
antecedentes indican que, ademas de las modificaciones descriptas
precedentemente, también pueden producirse respuestas en muy corto plazo
de las propiedades hidraulicas de raices ya formadas, cuando las plantas que
crecieron con baja disponibilidad de nutrientes son expuestas a alta
disponibilidad de algun ion determinado. En este sentido, el flujo de agua en las
raices se increment6 4 horas después de la adicion de altas dosis de nitrato en
plantas que crecian en hidroponia con baja disponibilidad de nitrato (Gloser et
al. 2007; Gorska et al. 2008a). Este flujo se incrementd cinco veces mas que el
cambio en el potencial osmético de la savia del xilema, y se revirtid al valor
inicial cuando las plantas fueron colocadas nuevamente en la solucidon con baja
disponibilidad de nitrato. Asimismo, las plantas que continuaron con baja
disponibilidad de nitrato, incrementaron la resistencia al flujo de agua
gradualmente, a medida que disminuia la concentracion de nitrato en la
solucion de cultivo. Estos datos indican que el efecto del nitrato en las
propiedades hidraulicas de las raices es directo (i.e., no mediado por cambios
en el desarrollo de las raices), mientras que la velocidad de respuesta y la
reversibilidad son factores importantes a considerar para profundizar en el
conocimiento de los procesos fisiolégicos que subyacen en esta interaccion. La

sensibilidad de la resistencia hidraulica de las raices a la concentracidn externa
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de nitrato (Gloser et al. 2007) indica que el flujo de agua es estimulado sélo en
la porcion de raices expuestas a altas concentraciones de nitrato (Gloser et al.
2008; Gorska et al. 2008a). Esta respuesta localizada sugiere que la absorcién de
agua aumenta solo en los parches ricos en nitrato, lo que permite un ajuste
entre la absorciéon de agua y N a nivel de planta entera, con mayor absorcién de
agua en las raices que puedan absorber también mayor cantidad de nitrato
(Gloser et al. 2009; Gorska et al. 2008b). La velocidad de respuesta permite a la
planta optimizar la adquisicion de los recursos en ambientes espacial y
temporalmente heterogéneos (Gorska et al. 2008a). Cuando el sistema radical
es expuesto a condiciones heterogéneas, las raices dentro y fuera de parches
ricos responderan en forma diferente.

St se analizan otros nutrientes, el exceso o la ausencia de cationes como el
calcio, potasio o magnesio en plantas de pimiento en hidroponia modifica
reversiblemente la conductancia de las raices y la conductancia estomatica en
diferentes direcciones segun el cation (Cabafero y Carvajal 2007). Estos
antecedentes, si bien se obtuvieron en el plazo de tres dias y con
disponibilidades de nutrientes muy contrastantes y poco representativas de una
situacion en un ambiente natural, indican que los mecanismos de respuesta al
déficit o exceso de cada cation difieren segun sea el cation en estudio, lo que
debe ser considerado cuando se quiere analizar la interaccion entre nutrientes y

arquitectura hidraulica.

Modificaciones en las relaciones hidricas de las hojas

La fertilizacion puede modificar la arquitectura hidraulica de las plantas a través
del cambio en las relaciones hidricas de las hojas. El potencial hidrico puede
disminuir por la acumulacion de osmolitos (Radin y Boyer 1982) y este ajuste
puede contribuir a mantener la turgencia celular en condiciones de sequia. En
plantas de algodon con baja disponibilidad de N, las hojas perdieron la mitad
del agua por cada unidad de caida de potencial hidrico, respecto a aquellas
expuestas a alta disponibilidad de N. Esta mayor resistencia a la desecacion en
las plantas con baja disponibilidad de N estuvo relacionada con hojas de menor
area foliar especifica y células de menor tamafio y con paredes mas rigidas, que

las de las plantas con alta disponibilidad de N (Radin y Parker 1979a, b). En
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Pinus taeda la fertilizacion no modificd el potencial hidrico al amanecer, pero
aumento el potencial hidrico al mediodia, a pesar de aumentar también la tasa
transpiratoria de estas plantas (Samuelson et al. 2008b). En algunas especies del
Cerrado brasilefio, la fertilizacion con N generd una disminucion del potencial
osmoético a saturacion (ie., acumulacion de solutos), mientras que la aplicacion
de P no tuvo ningun efecto (Bucct et al. 2006).

En situaciones de fuerte disminucion del contenido de agua en las hojas por
transpiracion, las plantas pueden realizar ajuste osmaético (i.e., generalmente
estimado como la mayor acumulacion de sustancias osmoticamente activas en
plantas con baja disponibilidad de agua en relacién a plantas con buena
disponibilidad de agua) que conduce a la disminucion del potencial osmoético a
saturacion (Babu et al. 1999), y por consiguiente a mantener la turgencia celular
necesaria para el crecimiento. En un estudio con Pinus pinaster, las plantas
tuvieron la capacidad de realizar ajuste osmotico independientemente de la
disponibilidad de N a la que estaban expuestas (Fernandez et al. 2006). Por el
contrario, las plantas de Quercus rubra no realizaron ajuste osmoético tanto en
presencia como en ausencia de fertilizacion (N, P, K), mientras que en Quercus
prinus la fertilizacion se asocio con la capacidad de realizar ajuste osmotico
(Kleiner et al. 1992). En Eucalyptus grandis se observd ajuste osmotico en
plantas fertilizadas con P que crecian en suelo con buena disponibilidad de N,
mientras que las fertilizadas sélo con N y las no fertilizadas no realizaron ajuste
osmoético. Sin embargo, también el tipo de suelo podria afectar esta respuesta
ya que en un suelo arenoso con baja disponibilidad de N, las plantas de esta
especie no realizaron ajuste osmético cuando fueron fertilizadas con P o con N
(Graciano et al. 2005).

Anteriormente se menciond que la fertilizacion puede modificar la apertura y
cierre estomatico en respuesta a diferentes factores. Otra forma en que la
fertilizacion puede modificar el uso del agua es a través de la modificacion de la
densidad estomatica. Las hojas de plantas de alamo expuestas a dosis
crecientes de N tienen mayor cantidad de estomas pero de tamafo mas

pequefio (Harvey y van den Driessche 1997).
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Modiificaciones en el tallo

La principal caracteristica a analizar referente a los tallos es su capacidad de
conducir agua. La fertilizacion puede modificar la conductividad hidraulica del
xilema. En Populus la fertilizacion con P incrementd la conductividad foliar
especifica (kl) maxima (i.e, el caudal que puede ser transportado a un
diferencial de presion determinado, referido al area foliar abastecida por ese
tallo), mientras que el aumento del N disponible gener6 una disminucién de kl
medida con embolismos, y aumento la vulnerabilidad a la cavitacion (Harvey y
van den Driessche 1997). En algunas especies del Cerrado brasilero, se observo
un aumento de la conductividad hidraulica especifica del xilema del tallo (ks)
(Le., el caudal que puede ser transportado a un diferencial de presion
determinado, referido al area de xilema del tallo) con la fertilizacion con N, pero
cuando se analizo kl, esta fue igual a la de las plantas no fertilizadas, o incluso
menor (Bucci et al. 2006), por lo tanto el aumento en ks pudo deberse a un
aumento en la demanda producida por el incremento en el area foliar. Por el
contrario, en Eucalyptus grandis no se observd modificacion en la conductividad
hidraulica de los tallos con la adicion de dosis crecientes de N (Clearwater y
Meinzer 2001).

Para ninguno de los ejemplos anteriores se conoce el mecanismo responsable
del cambio en la conductividad hidraulica del xilema, pero existen algunos
antecedentes de las posibles modificaciones en este tejido que pueden traer
aparejadas modificaciones en la conductividad. Por un lado, la capacidad de
conducir agua puede incrementarse a medida que aumenta la concentracion
salina de la savia (Zwieniecki et al. 2001), la que a su vez puede estar
influenciada por la concentracién de nutrientes en el suelo (Smith y Shortle
2001). En este caso la conductividad varia sin modificacion del tamafo o
numero de los conductos xilematicos. Otra fuente de modificacién de la
conductividad hidraulica es la variacién del niumero o el tamafio de los
elementos conductivos del xilema. Por ejemplo, la adicion de N en Fucalyptus
pauciflora incrementé el diametro de los vasos del xilema y la superficie del
lefio ocupado por lumenes en el cuello de la planta. Sin embargo, este aumento
no se correspondié con un incremento en la conductividad hidraulica de la raiz

nt del tallo (Atwell et al. 2009), por lo que la conductividad de cada vaso debe
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haber disminuido con la fertilizacion, lo que resultd en una conductividad
integrada igual a la de las plantas sin fertilizar. En Populus, |a fertilizaciéon con N
aumento el diametro de los vasos xilematicos (Harvey y van den Driessche
1999), sin embargo kl disminuyo, posiblemente debido al gran aumento del
area foliar que produjo la fertilizacion con N. Contrariamente, la fertilizacion con
P no tuvo efecto en el didametro de los vasos, pero la resistencia a la cavitacion
fue mayor en plantas con mayor disponibilidad de P, y este aumento se
correspondid con punteaduras de vasos de menor tamano (Harvey y van den
Driessche 1997). Esto es consistente con la hipotesis de que los embolismos
comienzan con una burbuja de aire que ingresa al vaso a través de las
punteaduras, y que por lo tanto, punteaduras mas pequenas confieren mayor
resistencia a perder funcionalidad por embolia del tejido conductivo (Domec et
al. 2006).

1a4 - Algunos antecedentes a nivel subcelular

El ingreso del agua al cilindro central de las raices, el movimiento de agua entre
células y el equilibrio hidrico entre las distintas organelas de la célula requieren
la difusion del agua a través de membranas celulares. Las acuaporinas son
proteinas intrinsecas de membrana que permiten el pasaje de agua y explican
una parte importante de la difusion de agua a través de las membranas. Su
permeabilidad al agua (ie., el grado de apertura del canal hidrico) puede ser
regulada por el pH intracelular, la concentracién intracelular de calcio, la
fosforilacién reversible, la concentracién de osmolitos y por pulsos de alta
presion (Vandeleur et al. 2009). Por lo tanto, las acuaporinas modifican la
resistencia al pasaje de agua de célula a célula de manera dinamica, de acuerdo
a las condiciones del medio externo y a los requerimientos de la planta. En un
estudio de las raices finas a 18 m de profundidad en dos especies lefiosas se
observo que la conductividad hidraulica de las raices aumentaba durante el dia
con respecto a la noche y en los periodos del afio con mayor demanda
evapotranspirativa. En este estudio se comprobé que la conductividad

disminuia st se inhibia la actividad de las acuaporinas mediante el tratamiento
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de las raices in situ con radicales hidroxilos (McElrone et al. 2007). En especies
herbaceas, la conductividad hidraulica de las raices aumenta con la adicion de
nitrato (Gorska et al. 2008a) o con la adicion de fosfato (Li et al. 2009). Estos
cambios en la conductividad han sido asociados con la actividad de las
acuaporinas, ya que si se inhibe la actividad de las mismas (por radicales
hidroxilos, por anoxia o por cloruro de magnesio), la conductividad de las raices
disminuye drasticamente. Existen algunos indicios de como puede producirse la
regulacion de las acuaporinas por la disponibilidad de nitratos. Si se inhibe la
acumulacion intracelular de nitrato, la conductividad hidraulica no se
incrementa por la adicion de nitrato a la solucion externa. Sin embargo, si se
incrementa la concentracion de nitrato intracelular mediante la inyeccion de
este lon dentro de las células, la conductividad hidraulica aumenta (Gorska et al.
2008a). Por lo tanto, la mayor conductividad se debe a que el nitrato intracelular
(no el extracelular) regula las acuaporinas. La regulacion podria darse por
aumento en la sintesis de acuaporinas, por la modificacion en el balance entre
acuaporinas abiertas y cerradas o por cambios en el balance entre sintesis y
degradacion (McElrone et al. 2007). El nitrato no modifica la expresion de los
genes que codifican las acuaporinas, lo que se confirmé por el analisis del nivel
de expresion de varios genes que codifican estas proteinas (Gorska et al
2008b). Aparentemente, dada la velocidad de respuesta (i.e., de pocos minutos
a una hora), la disponibilidad de nitrato regula postranscripcionalmente la
actividad de las acuaporinas, esto es, el nitrato intracelular modifica el balance
entre las acuaporinas abiertas y las cerradas. La sefal estaria dada por el nitrato
propiamente, ya que el agregado de otras fuentes de N, como el amonio o la
urea (productos generados posteriormente a la accion de la nitrato reductasa),
no incrementa el flujo de agua (Gorska et al. 2008a; Gorska et al. 2008b).

Con respecto a otros iones, st bien los resultados no son contundentes, la
ausencia de calcio y potasio y el exceso de calcio y magnesio en la solucion
nutritiva disminuye la actividad de las acuaporinas en Capsicum annum, lo cual
podria deberse a la regulacidon postranscripcional negativa por el calcio y el
magnesio (Cabafero y Carvajal 2007).

St bien el mecanismo de regulacion de la conductividad hidraulica mediante las

acuaporinas parece ser universal en las plantas superiores (McElrone et al. 2007),
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aun no se conoce como la disponibilidad de nutrientes en la rizosfera afecta el
grado de apertura y cierre de acuaporinas, y consecuentemente la

conductividad radial de las raices.

1a.5 - En sintesis...

La disponibilidad de nutrientes modifica la arquitectura hidraulica de las
plantas. Por un lado, si la fertilizacion estimula el crecimiento y el aumento de
area foliar, habra mayor consumo de agua, y st la disponibilidad de agua no es
suficiente, las plantas fertilizadas podran estar sometidas a estrés por sequia
mas tempranamente que las plantas no fertilizadas. La fertilizacion puede
modificar la arquitectura hidraulica de la planta, y asi aumentar o revertir el
efecto explicado anteriormente. Si, por ejemplo, la fertilizacion aumenta la
relacion vastagoraiz, el estrés por sequia en plantas fertilizadas podria
exacerbarse o evidenciarse mas tempranamente aun. La fertilizacion también
promueve el desarrollo sectorizado de raices en parches ricos en nutrientes y, si
estas raices tienen una mayor conductividad hidraulica, el abastecimiento de
agua al vastago de la planta puede incrementarse en el corto plazo.

Por otra parte, una mayor disponibilidad de nutrientes puede aumentar la
conductancia estomatica de las plantas, consecuentemente el potencial hidrico
de los tejidos cae y las células quedan mas cerca del punto de pérdida de
turgencia. Sin embargo, la disponibilidad de nutrientes puede afectar también
las relaciones hidricas de las hojas (e.g., st las plantas realizan ajuste osmotico),
o tornar el comportamiento de las plantas mas isohidrico, y ast mejorar el
estado hidrico de los tejidos durante periodos de baja disponibilidad de agua.
St la capacidad de conducir agua del sistema aumenta con la disponibilidad de
nutrientes (i.e., mayor conductividad hidraulica de raices y tallos o mayor area
de xilema activo), la mayor demanda de agua de las hojas podria ser suplida
con suficiente velocidad para mantener el buen estado hidrico del vastago.
Claramente la disponibilidad de nutrientes afecta el uso del agua y la
arquitectura hidraulica de las plantas, pero la compleja interaccion entre
factores abidticos y genotipo hace que no se pueda predecir en qué direccion y

con qué magnitud un cambio en la disponibilidad de un nutriente afectara cada
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uno de las posibles caracteristicas hidricas o hidraulicas del sistema en sus

diferentes niveles.
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Pinus taeda como sistema de estudio. Objetivos e hipotesis de

trabajo

1b.1 - Sistema de estudio

Argentina posee en la actualidad mas de un millén de hectareas forestadas, de
las cuales el 55% corresponden a plantaciones del género Pinus (Gauchat y
Rodriguez 2005). En las provincias de Corrientes y Misiones esta la mayor
superficie ocupada por bosques implantados en la actualidad. Entre ambas
suman aproximadamente 500.000 ha forestadas con especies de éste género,
dentro de las cuales Pinus taeda es la especie mas difundida (Elizondo vy
Consejo Federal de Inversiones 2009; SIFIP 2010). Esta especie es la conifera que
mas se planta en el mundo por su alta productividad en madera. La mayor
superficie forestada esta en Estados Unidos, de donde es originaria, seguido de
Brasil, Argentina y Uruguay (FAO 2006). Los crecimientos en las zonas
subtropicales de Sudamérica superan en mas del doble la productividad
alcanzada por la especie en su lugar de origen, llegando a los 30-35 m® ha™
afio™ (Cubbage et al. 2007).

Los suelos con principal uso forestal en Misiones se denominan “rojos
profundos” y ocupan el 32,7 % de la superficie provincial. Dentro de esta
denominacién se encuentran suelos de los ordenes Ultisol, Alfisol y Oxisol, de
origen basaltico, arcillosos, que se ubican en relieves suavemente ondulados a
ondulados. Se caracterizan por tener un desarrollo en profundidad mayor a los
2 metros, ser de color rojo, tener permeabilidad moderada, buen drenaje y estar
libres de pedregosidad y fragmentos gruesos. La superficie plantada con P
taeda en la provincia se halla en expansion hacia suelos pedregosos de escasa
profundidad, ubicados en zonas de pendientes (Martin Pinazo, comunicacion
personal). Los suelos denominados pedregosos ocupan el 35 % del total
provincial y estdan comprendidos en los érdenes Molisol, Entisol e Inceptisol. Se
caracterizan por ser también de origen basaltico, poco profundos a someros
(profundidad efectiva inferior a un metro), bien drenados y fértiles, con
fragmentos gruesos desde la superficie, y se ubican en relieves fuertemente

ondulados a montafiosos. Estos suelos, si bien contienen mayor disponibilidad
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de algunos nutrientes, tienen baja capacidad de retencion hidrica en
comparacién con los suelos rojos profundos (Fernandez et al. 1989; Fernandez
et al. 1999a; SAGyP 1989).

Con la cosecha de pinos en Misiones se extraen 550 kg de N, 20 kg de P y 230
kg de potasio por hectarea (Goya et al. 2003). Si bien las dotaciones iniciales de
nutrientes en los suelos pedregosos no son criticas, la disminucién de las
concentraciones de macronutrientes en el suelo luego de un turno de
plantacion con P. taeda (Goya et al. 2003; Pérez et al. 2006) podria repercutir
sobre las tasas de crecimiento de las rotaciones siguientes, haciendo necesaria
la aplicacion de fertilizantes para mantener los rendimientos. Ademas, dada la
alta exportacion de nutrientes, su reposicion es imprescindible para mantener la
sustentabilidad de la produccion forestal. Sin embargo, la fertilizacion en
plantaciones comerciales en Misiones no es habitual.

EL N es el unico nutriente que puede ingresar al sistema en cantidades
significativas, principalmente mediante la fijacion bioldgica, que puede ser libre
o simbiotica, generalmente asociada a las leguminosas (Knops et al. 2002). La
reposicion de N por fijacion biolégica asociada a plantaciones de pino es baja
(Barkmann y Schwintzer 1998) comparada con la cantidad de este nutriente
extraida en la cosecha; por ejemplo en plantaciones de P. elliotii del sudeste de
Estados Unidos, la fijacién no simbiética anual de N es menor a 5 kg ha™ afio™
(Son 2001).

La fertilizacion es una practica silvicola ampliamente difundida en el mundo,
tendiente a mejorar la calidad y la productividad de los sitios (Allen 1987).
Ademas es una herramienta Gtil para mitigar la extraccion de nutrientes que se
realiza con las sucesivas cosechas y el posterior preparado del terreno, de
manera que sea posible mantener la estabilidad nutritiva y la fertilidad del sitio,
y tender a la sustentabilidad del sistema forestal (Fox 2000; Goya et al. 2003;
Nambiar 1996). Existen numerosos antecedentes de la buena respuesta de ~.
taeda a la fertilizacion con N y con P en su zona de origen (Albaugh et al. 1998;
Albaugh et al. 2008; Albaugh et al. 2004; Fox et al. 2006; Fox et al. 2007; Nilsson
y Allen 2003). En cambio, en plantaciones sobre suelos rojos de Corrientes,
Misiones y sur de Brasil se ha observado diferente respuesta dependiendo del

nutriente y la dosis aplicados. En general, el crecimiento es mayor con la
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aplicacion de P, mientras que la aplicacion de N en forma de urea reduce el
crecimiento de materiales comerciales de P. taeda con respecto a plantas sin
fertilizar (Costa Muniz et al. 1975; Fernadndez et al. 2000b; Fernandez et al.
1999b; Ibafez et al. 2004; Vogel et al. 2005). La fertilizacion al inicio de
plantacion es elegida en diversos sistemas para estimular el crecimiento inicial
de las plantas, con el objetivo de amortiguar el efecto del estrés posterior al
trasplante y superar rapidamente la competencia de las malezas. La adicion de
fertilizantes durante el establecimiento de las plantaciones es una practica
habitual en los sistemas forestales del pais en los cuales se contempla el aporte
de nutrientes al sitio. Estos sistemas son principalmente de cultivo de
Eucalyptus en Mesopotamia, en los cuales la fertilizacion se realiza
manualmente, con incorporacién o no del fertilizante al suelo, como parte del
paquete tecnologico de plantacién. Generalmente se aplican dosis que estan
entre 70 y 100 g de fosfato diamodnico por planta, sin embargo no se realizan
diagnosticos especificos para cada sitio para determinar la cantidad de
fertilizante a aplicar (Aparicio et al. 2005; Gaitan et al. 2004; Larocca et al. 2004).
Por otro lado, las grandes extensiones de pino ubicadas en el centro y norte de
Corrientes en algunos casos son fertilizadas como parte del paquete
tecnologico de plantacion. Se aplican generalmente alrededor de 200 kg de
super fosfato triple de calcio (SFT) por hectarea. Las dosis recomendadas surgen
a partir de estudios que determinaron ganancias en diametro y altura durante el
establecimiento (Ibanez et al. 2004; Rubilar et al. 2008). Como se menciond con
anterioridad, la fertilizacion en plantaciones de pino en Misiones no es habitual.
La informacion tecnologica disponible para este sistema es escasa, no se cuenta
con datos de plantaciones fertilizadas que hayan llegado al turno y no se han
hecho evaluaciones econdmicas de la practica. En general, la incertidumbre que
existe en cuanto a la magnitud de la respuesta combinada con la ausencia
actual de problemas en la productividad relacionados a la fertilidad de los
sitios, hacen que la adopcion de la fertilizacion no sea considerada por los
productores. Por lo tanto, generar informacion sobre la fisiologia y el
crecimiento de P. taeda frente a la fertilizacion inicial en sitios con suelos rojos,

sometidos a rotaciones sucesivas de plantacion y cosecha, sumara informacion
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a los conocimientos actuales en el area, que sera relevante para la toma de

decisiones en el marco productivo en un futro cercano.

1b.2 - Condliciones ambientales en el area de origen de la especie

Pinus taeda es una especie de la familia Pinaceae, nativa del sudeste de Estados
Unidos. El area de distribucion natural es muy amplia (Figura 1b.1), abarca
principalmente tres regiones geograficas: la llanura costera Atlantica (“Atlantic
Coastal plain”), el pedemonte (“the Pedemont”) y las tierras altas interiores
(“Interior Highlands”). Esta especie es extremadamente versatil, capaz de crecer
en asociacién con numerosas especies anuales y perennes, incluyendo bosques
mixtos con arbéreas latifoliadas y otras coniferas, como P. palustris, P. echinata
y P. elliottii (Schulyz 1997).

Es una especie temprana en la sucesion, tiene alta tasa de reproduccion y se
establece y crece rapidamente en diversos sitios. Alcanza la madurez a los 80
ahos y puede vivir hasta 300, llegando a tener 30 m de altura y 70 cm de
diametro. En ausencia de disturbios, la sucesion natural la elimina casi por
completo, dando como ecosistema climaxico a un bosque mixto de especies
latifoliadas. Bajo condiciones naturales, raramente forma rodales puros, pero
coloniza rapidamente sitios degradados. La colonizacion, la agricultura y la tala
intensiva en el 1800, seguidos por el control de incendios y plantacion extensiva
en 1900, iniciaron el camino hasta convertirla actualmente en la especie
maderable mas importante en Estados Unidos (Hu et al. 2012). El amplio rango
natural de distribucién de la especie indica su gran capacidad de adaptacion a
diferentes ambientes. Los ecosistemas donde crece tienen clima humedo, con
veranos largos y calurosos e inviernos suaves. La temperatura promedio del
area de distribucion es de mas de 24 °C, y con maximas que superan los 38 °C
en verano y minimas promedio de 2 a 17 °C. En general, la especie alcanza
mayor altura y mayor produccion en biomasa en suelos con perfiles francos en
relacion a sitios con suelos de textura predominantemente fina o gruesa.
Generalmente supera en crecimiento a todos los demas pinos del sur de

Estados Unidos en suelos moderadamente a bien drenados. El crecimiento de 2.
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taeda esta limitado en suelos profundos y excesivamente drenados con la napa
en profundidad, pero si la misma es accesible para las raices, la especie puede
crecer bien. Los suelos menos productivos son aquellos muy erosionados con
subsuelos plasticos. El mejor crecimiento se produce cuando la acidez del suelo
esta entre pH 4,5 y 6,0. La cantidad de materia organica presente en la capa
superficlal del suelo es un indice especialmente importante para la
productividad de la especie ya que determina la cantidad de N disponible para
el crecimiento. Sin embargo, puede crecer en sitios de baja fertilidad dada su
bajo requerimiento en nutrientes y su alta eficiencia en el uso de los mismos
(Schulyz 1997).

Alrededor de tres cuartas partes del ecosistema dominado por . taeda se ubica
en las llanuras costeras. La region costera es muy diversa en topografia y tipos
de suelo (Schulyz 1997). Gran parte del material genético introducido a
Argentina proviene de estos ambientes. Actualmente, las semillas de origen
Marion, Livingston y Columbia, de la costa sudeste y el estado de Florida, son
utilizadas comercialmente y en los planes de mejoramiento genético (Rodriguez
y Gauchat 2005). Las zonas de origen de estos materiales tienen una topografia
suavemente ondulada a montafiosa, con un drenaje natural bien desarrollado y
una amplia cantidad de suelos. Las precipitaciones alcanzan los 1300 mm
anuales y la temperatura media anual es de 22 °C. Entre los suelos mas
adecuados para el desarrollo de la especie en estos ambientes predominan los
Ultisoles, caracterizados por una capa superficial arenosa de aproximadamente
50 cm de profundidad, y un subsuelo arcilloso, caolinitico y friable (horizonte Bt,
argilico), que aporta fertilidad y retencion hidrica al perfil, y en algunos casos
dificulta el drenaje de los sitios (Buster et al. 1979; Jokela y Long 2012; Schulyz
1997). Los suelos de las tierras mas altas son Alfisoles derivados del loess o
calizas fosfatadas, susceptibles a la erosion, particularmente porque presentan
capas superficiales con sedimentos arenosos. Los suelos menos adecuados de la
region para sostener a la especie son los Vertisoles calcareos con arcillas
expandibles y contraibles (Schulyz 1997).

Existe mucha similitud entre los ambientes de la zona de origen de los
materiales utilizados en Argentina y los lugares donde se planta este pino en el

pais en cuanto a clima y clasificacién de suelos. Sin embargo, si bien los suelos
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pertenecen a los mismos érdenes, las capas superficiales de los suelos rojos
misioneros (rojo profundo y pedregoso) no presentan cambios texturales

importantes, presentando alto contenido de arcilla en todo el perfil.

Figura 1b.1: Mapa de la distribucion natural de Pinus taeda (eFloras 2008). La
especie es originaria del sudeste de Estados Unidos de Norteamérica.

1b.3 - Objetivos e hipotesis

Objetivo general

El objetivo general de esta tesis fue evaluar integradamente a nivel de individuo
las modificaciones en distribuciéon de materia seca y arquitectura hidraulica de
plantas de Pinus taeda fertilizadas con nitrégeno o con fésforo, y el efecto de
estas modificaciones en la respuesta al estrés por sequia.

A partir de los resultados obtenidos secuencialmente en una serie de
experimentos, se plantearon encadenadamente objetivos particulares e

hipotesis para profundizar en la comprension del sistema de estudio.
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Objetivos particulares e hipotesis

1 - Evaluar el efecto de la aplicacién de N y P, y su interaccion, en el crecimiento
inicial de una plantacién de P. taeda instalada sobre un suelo pedregoso, con
baja conductividad hidraulica, de la provincia de Misiones, Argentina.

Hipdtesis: La fertilizacion con P estimulara el crecimiento inicial de una
plantacion de P. taeda instalada sobre un suelo pedregoso, de la provincia de
Misiones, mientras que la fertilizacion con N tendra un efecto depresivo, que
sera mayor a mayor dosis aplicada. El crecimiento de las plantas con la
aplicacion combinada de ambos nutrientes dependera del balance entre la

magnitud de respuesta a cada nutriente.

2 - Estudiar las principales modificaciones fisiologicas que produce la
fertilizacion con N y P en las plantas de P taeda creciendo sobre suelos
pedregosos de la provincia de Misiones.

Hipotesis: La fertilizacion con N, a diferencia de la fertilizacién con P, modifica la
fisiologia de la planta de manera que impide que las plantas mantengan un
buen estado de hidratacion, de modo que la adicién de N en el suelo con baja
conductividad hidraulica generara un menor crecimiento, mientras que la

fertilizacion con P tendra efecto positivo en el crecimiento.

3 - Estudiar los cambios fisiologicos de P. taeda creciendo en un sustrato con
elevada conductividad hidraulica, en plantas fertilizadas con N y P y expuestas a
alta y baja disponibilidad de agua. De este modo se busca evaluar si la sequia
genera patrones de respuesta similares a los encontrados en respuesta a la
fertilizacion nitrogenada en suelos pedregosos, con buena disponibilidad de
agua.

Hipotesis: Las plantas fertilizadas responden de manera diferente segun la
disponibilidad de agua, y las respuestas observadas en las plantas con estrés
por sequia se asemejaran a las observadas en las plantas fertilizadas con N que

crecen en el suelo pedregoso.
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4 - Conocer si el sistema radical de P. taeda tiene capacidad de detectar parches
ricos en nutrientes y generar respuestas a estos parches, tanto a nivel de raiz
como en la capacidad de conducir agua de la planta entera.

Hipotesis: Las plantas responden a la mayor disponibilidad de nutrientes
aumentando su crecimiento, pero la distribucion espacial del fertilizante
desencadenara cambios en la conductividad hidraulica de los tejidos v,
consecuentemente, la arquitectura hidraulica de las plantas sera diferente segun

el modo de aplicacion del fertilizante.

5 - Establecer si diferentes fuentes nitrogenadas producen efectos similares en
las mermas en el crecimiento y las modificaciones en la arquitectura hidraulica
de P. taeda observadas con la adicion de urea y analizar si la fertilizacion con
cada fuente de N modifica el efecto de la sequia, impuesta en un sustrato con
baja conductividad hidraulica.

Hipotesis: Tanto la urea como el nitrato generan respuestas similares en
crecimiento y arquitectura hidraulica, que seran diferentes a las producidas por
la fertilizaciéon con amonio, y que mejoraran su tolerancia frente al estrés
hidrico. El amonio no afecta la arquitectura hidraulica de la planta,
consecuentemente, las plantas fertilizadas con esta fuente seran mas

susceptibles a la sequia.

6 - Determinar si existe variabilidad genética en la respuesta en crecimiento a la
suplementacién con N y P mediante el analisis de cuatro familias de P. taeda.

Hipotesis: Diferentes familias responderan a la fertilizacion en diferente
magnitud porque existe variabilidad genética en la capacidad de respuesta a la

elevada disponibilidad de nutrientes.

7 - Examinar en plantas jovenes de cuatro familias de P. taeda la variacion en los
cambios en la particion de materia seca y en diferentes rasgos de la
arquitectura hidraulica, producto de la fertilizacion, que puedan explicar la
magnitud del efecto negativo de la fertilizacién con N en el crecimiento.

Hipotesis: La diferente arquitectura hidraulica de cada familia condicionara su

respuesta en crecimiento a la fertilizacién en condiciones de campo.
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1b.4 - Sinopsis de la Tesis

Esta tesis presenta los resultados de experimentos que se realizaron en
diferentes condiciones: a campo, en macetas, con suelos forestales de la
provincia de Misiones, y con mezclas de tierra y arena. En el Capitulo 1 se
presenta una introduccién al tema de la tesis y al sistema de estudio. En el
Capitulo 2 se muestran los resultados de un ensayo a campo, sobre suelo
pedregoso, en el cual se observo efecto depresivo de la urea en el crecimiento
de las plantas. Estos resultados se corroboraron en un ensayo en macetas, y se
obtuvieron los primeros indicios de las causas fisiologicas del efecto depresivo.
Los siguientes ensayos fueron planificados para responder preguntas que
surgieron de estos resultados. En el Capitulo 3 se presentan los resultados de
dos ensayos que se realizaron en contenedores utilizando un sustrato con alta
conductividad hidraulica y bajo contenido de nutrientes, en los cuales se
comprobd efecto positivo de la urea. Este resultado refuerza la idea de que el
efecto depresivo de la urea esta relacionado con caracteristicas propias de los
suelos arcillosos misioneros. En este sistema, en el que la respuesta a la urea fue
positiva, se verifico si la especie en estudio tiene la capacidad de responder de
manera diferencial a la aplicacion localizada o dispersa de N y P. En el Capitulo
4 se corrobora si el efecto depresivo de la urea en suelo pedregoso se repite si
se aplican otras fuentes nitrogenadas (amonio y nitrato). En el Capitulo 5 se
evalla a campo la respuesta de diferentes familias, provenientes de un plan de
mejoramiento genético, a la fertilizaciéon con N y P, y las causas fisiologicas que
explican las diferencias encontradas. Finalmente, en el Capitulo 6 se contrastan

las hipotesis y se realiza una conclusion general de esta tesis.
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Capitulo 2 - Respuesta a la fertilizacion con nitrogeno y fosforo sobre suelo pedregoso

Crecimiento inicial en plantacion sobre suelo pedregoso de la

provincia de Misiones

Za.1 -Resumen

La superficie plantada con Pinus taeda en la provincia de Misiones se halla en
expansion hacia suelos marginales, pedregosos, someros y de escasa
profundidad, ubicados en zonas de pendientes. Estos suelos poseen baja
conductividad hidraulica y baja capacidad de retencidon hidrica,
consecuentemente en las lomas y medias lomas las plantas pueden estar
expuestas a periodos de estrés hidrico por sequia. No existen antecedentes de
ensayos de fertilizacion en plantaciones realizadas sobre este tipo de suelos. El
objetivo de este capitulo fue evaluar el efecto de la aplicaciéon de N y P en el
establecimiento de una plantacion de P. taeda sobre un suelo somero,
pedregoso, ubicado en pendientes en la provincia de Misiones. Se evalud el
crecimiento en altura total y en diametro a la altura del cuello (DAC) en
respuesta a la fertilizacion con diferentes niveles de N y P, a los seis y a los
dieciocho meses posteriores a la fertilizacion. Se observé heterogeneidad en la
respuesta a la fertilizacion segun la posicion en la pendiente. La aplicacion de P
tuvo efecto positivo o nulo, dependiendo de la dosis y la combinacién con N. La
aplicacion de N tuvo un efecto negativo, nulo o positivo sobre el crecimiento,
dependiendo del bloque y la combinacién con P. La aplicacion combinada de P
y N sobre suelo pedregoso de la provincia de Misiones puede tener efectos
negativos en el crecimiento de P. faeda fundamentalmente producto de la

accion depresiva del N.

2a.2 - Introduccion

La superficie plantada con P. ftaeda en la provincia de Misiones se halla en
expansion hacia suelos marginales, pedregosos, someros y de escasa
profundidad, ubicados en zonas de pendientes. Este tipo de suelos,

perteneciente al grupo de los cominmente denominados pedregosos, ocupan
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un 35 % del total provincial, y tienen baja capacidad de retencion hidrica en
comparacién con los suelos rojos profundos, los cuales son considerados como
los mas aptos para el establecimiento de plantaciones en la provincia
(Fernandez et al. 1999a).

St bien los pinos son considerados poco exigentes en sus requerimientos de
nutrientes, se han obtenido marcados incrementos en la productividad al
mejorar el estado nutricional de las plantaciones. El crecimiento de plantaciones
de 8 afos de edad de P. taeda en el sudeste de Estados Unidos fue mayor con
la aplicacion de fertilizantes en dosis suficiente para mantener relaciones
Optimas entre nutrientes. El mayor crecimiento se registré desde un afno luego
de iniciada la fertilizacion (Albaugh et al. 1998), y se mantuvo hasta el final del
ensayo a los 21 afios (Albaugh et al. 2008; Albaugh et al. 2004). También la
fertilizacion con P aplicada en el establecimiento de la plantacion y la
fertilizacion con N y P durante el cierre del canopeo incrementan el crecimiento
y los efectos positivos pueden durar mas de 20 afios (Fox et al. 2006; Nilsson y
Allen 2003). Asimismo, la fertilizacion con N, P, K y micronutrientes aumenta la
supervivencia y el crecimiento de las plantas aun en condiciones de sitios con
problemas de drenaje (Rahman et al. 2006).

St bien la fertilizacidon no es una practica silvicola adoptada por los productores
de pinos de Misiones, existen registros de que se producen disminuciones en
las concentraciones de macronutrientes del suelo luego de un turno de
plantacion con P. taeda (Goya et al. 2003; Pérez et al. 2006). Sumado a la
extraccion de nutrientes que se realiza con la madera durante la cosecha, se
produce ademas una gran pérdida de nutrientes en el periodo que abarca
desde que se realiza la corta hasta el establecimiento de la nueva plantacion
(Martiarena et al. 2009). La magnitud de las pérdidas depende de las distintas
practicas que se realicen durante ese periodo, maximizandose si el suelo queda
descubierto y se realiza quema de residuos (Goya et al. 2003; Martiarena et al.
2009). Dado que la pérdida de nutrientes en el suelo podria repercutir sobre las
tasas de crecimiento de las rotaciones siguientes, fertilizar puede ser una
estrategia adecuada para mantener la fertilidad y estabilidad nutricional de los
sitios, y la sustentabilidad del sistema productivo (Goya et al. 2003). La

aplicacion inicial de P en plantaciones de P. taeda ubicadas en suelos arenosos
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y rojos profundos en la provincia de Corrientes tuvo un impacto positivo sobre
el crecimiento en diametro y altura (Aparicio et al. 2003; Fernandez et al. 2000b;
Fernandez et al. 1999b; Fernandez et al. 2003), mientras que la adicion de N
tuvo un efecto negativo sobre el crecimiento de las plantas, siendo éste menor
incluso al de las no fertilizadas (Fernandez et al. 2000¢; Fernandez et al. 1999b;
Fernandez et al. 2003). Este efecto depresor del N también estd documentado
para P. taeda en el sur de Brasil (Costa Muniz et al. 1975). Hasta el momento, no
se habian instalado ensayos de fertilizacion de P. taeda sobre suelos marginales
y pedregosos de la provincia de Misiones.

En funcidon de estos antecedentes, el objetivo de este capitulo es evaluar el
efecto de la aplicacion de N y P, y su interaccion, en el crecimiento inicial de
una plantacion de P. taeda instalada sobre un suelo pedregoso, con baja
conductividad hidraulica, de la provincia de Misiones, Argentina.

Hipotesis: La fertilizacion con P estimulara el crecimiento inicial de una
plantacion de P. taeda instalada sobre un suelo pedregoso, de la provincia de
Misiones, mientras que la fertilizacion con N tendra un efecto depresivo, que
sera mayor a mayor dosis aplicada. El crecimiento de las plantas con la
aplicacion combinada de ambos nutrientes dependera del balance entre la

magnitud de respuesta a cada nutriente.

2a.3 - Metodologia

Condiciones experimentales

El ensayo se localizo al centro oeste de la provincia de Misiones, Argentina, en
una plantacién comercial perteneciente a la empresa Taeda S.A. ubicada en el
departamento de Montecarlo. El clima de la region se define como subtropical
sin estacion seca marcada, las precipitaciones anuales son del orden de los 2000
mm y la temperatura media anual ronda los 20° C (Servicio Meteorologico
Nacional 2000). ElL lote donde se ubicé el ensayo se encuentra
aproximadamente a los 26° 34’ de latitud sur y 54° 42' de longitud oeste y

presenta suelo pedregoso con abundancia de fragmentos gruesos no
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meteorizados entre los que predominan gravas y guijarros (de 2 mm a 25 cm).
La pendiente del mismo es de alrededor de 10% (Figura 2a.1).

En mayo de 2008 se realizé la plantacién utilizando plantines comerciales de 2.
taeda L., los cuales se dispusieron con un distanciamiento de 5 m x 2 m. Esta
operacion estuvo a cargo de la empresa, y se realizdo con las técnicas que
habitualmente se utilizan en la zona. Hacia fines de julio del mismo afo se
aplico el fertilizante en dos orificios de 10 cm de profundidad, que se realizaron
con pala a 20 cm a cada lado del cuello de la planta y posteriormente fueron
tapados con tierra (Figura 2a.1). Se utilizé un disefio factorial en el que se
consideraron tres factores, con tres niveles cada uno, distribuidos en tres
bloques completos al azar. Se evaluaron tres dosis de N aportado como urea
(45 % de N) y tres dosis de P aportado como superfosfato triple de calcio (46 %
P,0s). Se aplicaron 0 g; 22,5 g 0 45 g de N combinados con 0 g; 46g o0 92 g de
P,Os, correspondientes a 0 g (NO); 50 g (N50) o 100 g (N100) de urea, y 0 g (PO);
100 g (P100) o 200 g (P200) de superfosfato triple (SFT) respectivamente. Se
fertilizaron 40 individuos por parcela, ubicados en 5 filas de 8 plantas cada una.
Se utilizaron los 18 individuos centrales de cada parcela para realizar las
mediciones, de manera de dejar una fila de bordura fertilizada alrededor del
sector de las plantas medidas. Se realizo control de hormigas y desmalezado en
forma periddica sobre la plantaciéon.

Debido a la alta mortandad de plantas en todos los tratamientos de uno de los
bloques, solo fueron considerados para el analisis los dos bloques restantes
(bloque 1y bloque 2).

Las principales caracteristicas fisico-quimicas de los suelos del lote se muestran
en la Tabla 2a.1. El bloque 1 se ubico en la loma, y el bloque 2, en la media
loma del terreno. En cada bloque se tomo6 una muestra compuesta por 5
submuestras de igual volumen, a la que se le extrajo los fragmentos gruesos no
meteorizados. El muestreo se realizd en la parcela testigo de cada bloque,
tomando las submuestras sobre dos diagonales de la parcela, con pala, hasta
los 20 cm de profundidad. El carbono (C) organico fue determinado por
combustién seca mediante un analizador automatico de Carbono marca LECO
modelo CR12, el P extractable (Pe), por el método de Bray-Kurtz, el N total (Nt),

por el método semi-micro Kjeldahl, la capacidad de intercambio catiénico (CIC),
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por el método Polemio-Rhoades y la textura, por el método de la pipeta de
Robinson (determinaciones efectuadas por el laboratorio LANAIS N-15,
CONICET-UNS (Agronomia), Bahia Blanca, Argentina).

La conductividad hidraulica saturada del suelo (ksuelo) (g s m>) se calculd

segun Gaylon (1985) a partir de la formula:
ksuelo = C (- 6,9 mc - 3,7 ms)

donde C es igual a4 x 10 g s m™, mc es la fraccion de arcilla del suelo y ms es

la fraccion de limo del suelo.

Tabla 2a.1. Caracteristicas quimicas y fisicas de los suelos pedregosos del sitio del
ensayo.

Propiedades quimicas Bloque 1 Bloque 2
C organico (%) 4,05 2,57
Nt (%) 0,32 0,27
Pe (ppm) 9,6 4,2
pH 51 59
CIC (cmol kg™) 12,1 10,1
Propiedades fisicas Bloque 1 Bloque 2
Arena (%) 17,9 21
Limo (%) 41,2 44,7
Arcilla (%) 40,9 34,3
Clase Franco arcilloso limoso Franco arcilloso
ksuelo (g s m™) 0,052 0,072

Medliciones realizadas

Se evalud la altura total y el diametro a la altura del cuello (DAC) a los seis y a
los dieciocho meses posteriores a la aplicacion del fertilizante (Figura 2a.2). La
altura se midid6 con pértiga y el diametro con calibre en dos posiciones

ortogonales.
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Analisis de datos

Los datos se analizaron mediante analisis de varianza (ANOVA factorial),
considerando al N (niveles: 0; 50; 100), al P (niveles: 0; 100; 200) y al bloque
como factores de clasificacion. En el caso de encontrarse diferencias
significativas, las medias se contrastaron con el test de comparacion de medias
Fisher LSD (p<0,05).

Figura 2a.1: Vista del ensayo al momento de la fertilizacién.

.‘-!

Figura 2a.2: Vista del ensayo a los 18 meses de realizada la fertilizacién.
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2a.4 -Resultados

A los 6 meses de realizada la fertilizacion, la altura de las plantas estuvo
significativamente afectada por una interaccion entre el N y el P (p= 0,042)
(Figura 2a.3). La aplicacion de cualquiera de las dosis de P sin la adicion de N
incrementd la altura. Asimismo, la altura aumenté en igual magnitud con la
aplicacion de N solo, en la dosis maxima (100g de urea). El resto de las

combinaciones de N y P no resultaron mejores que la aplicacion de N o P por

separado.
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Figura 2a.3: Altura de las plantas (cm) transcurridos 6 meses de la fertilizacion,
para cada combinacion de las distintas dosis de urea y SFT (n=324). Las
diferentes letras indican diferencias significativas entre medias (LSD p<0,05). Las
lineas sobre las barras corresponden al error estandar de la media.

En el caso del DAC a los 6 meses de realizada la fertilizacién, se observo
interaccion significativa entre el bloque y ambos nutrientes (p=0,010) (Figura
2a.4). Dado que el efecto del bloque fue significativo, se reportan los resultados

de cada bloque por separado. En el Bloque 1, la fertilizacion solo con P en la
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dosis maxima supera al testigo en crecimiento en DAC, al igual que la aplicacion
de la dosis maxima de N combinada con la dosis maxima de P. Las demas
combinaciones no difirieron significativamente del testigo sin fertilizar. En el
Bloque 2 ninguna de las combinaciones aplicadas produjo aumentos en el

crecimiento en comparacion con las plantas sin fertilizar.
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Figura 2a.4: Diametro a la altura del cuello de las plantas (DAC) (mm)
transcurridos 6 meses de la fertilizacion, para cada combinacién de las distintas
dosis de urea y SPT, en cada bloque (n=324). Las diferentes letras indican
diferencias significativas entre medias (LSD p<0,05). Las lineas sobre las barras
corresponden al error estandar de la media.
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A los 18 meses, la interaccion entre el P, el N y el bloque tuvo efectos
significativos para la altura y el DAC de las plantas (altura p=0,048; DAC
p<0,001).

En el bloque 1 ninguna dosis de N y P estimulo el crecimiento con respecto al
testigo, mientras que la dosis intermedia de N combinada con la aplicacion de P
disminuyeron el crecimiento en altura y DAC (Figuras 2a.5 y 6).

En el bloque 2 la fertilizacion con P incrementd la altura y diametro de las
plantas. Ninguna de las aplicaciones de N ni las combinaciones con P tuvo un

efecto mejor que la aplicaciéon de P solo (Figuras 2a.5y 6).
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Figura 2a.5: Altura de las plantas (cm) transcurridos dieciocho meses de la
fertilizacion, para cada combinacion de las distintas dosis de urea y SFT, en cada
bloque (n=324). Las diferentes letras indican diferencias significativas entre
medias (LSD p<0,05). Las lineas sobre las barras corresponden al error estandar

de la media.
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Figura 2a.6: Diametro a la altura del cuello de las plantas (DAC) (mm)
transcurridos dieciocho meses de la fertilizacion, para cada combinacion de las
distintas dosis de urea y SFT, en cada bloque ((n=324). Las diferentes letras
indican diferencias significativas entre medias (LSD p<0,05). Las lineas sobre las
barras corresponden al error estandar de la media.
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2a.5 - Discusion

La interaccion de la fertilizacion con el bloque encontrada al analizar los
resultados refleja la alta heterogeneidad del sitio, caracterizado por poseer
pendientes elevadas y variabilidad en las caracteristicas quimicas del suelo
(Tabla 2a.1).

En general, los suelos del sitio tuvieron mayor contenido de nutrientes, sobre
todo mayor P disponible, y mayor pH y CIC que los valores reportados para
suelos rojos profundos en la zona (Fernandez et al. 2003). El bloque 1, ubicado
en la parte mas elevada del sitio, tiene un suelo con menor conductividad
hidraulica y mayor contenido de N, y fundamentalmente de P, que el bloque 2.
Las plantas del bloque 1 tuvieron una respuesta inicial (a los 6 meses) positiva
en crecimiento en DAC y altura a la fertilizacién con P, especialmente en alta
dosis, cuando se aplicé solo o combinado con la mayor dosis de N. Sin
embargo, este efecto se perdio a los 18 meses. En esta medicion se visualizo un
efecto depresivo de la dosis intermedia de N que se potencio con la aplicacion
de P. Esta tendencia se observo a los 6 meses y se acentu6 a los 18 meses.
Como la aplicacion de N o P por separado no estimulo el crecimiento en este
bloque a los 18 meses, evidentemente la limitante al crecimiento fue otro
nutriente u otro factor no contemplado en este ensayo. Es posible que las
plantas tuvieran menor disponibilidad de agua dado que el suelo del bloque
tuvo muy baja conductividad hidraulica (Tabla 2.a.1), a lo que se suma que esa
parte del terreno es la que tiene mayor elevacion, donde las pérdidas de agua
por escorrentia superficial y subsuperficial son mayores.

Las plantas del bloque 2, que tuvo relativamente baja cantidad de P en suelo,
respondieron positivamente en crecimiento en altura a la adicion de P, cuando
este nutriente se aplico solo. El incremento en DAC que produjo el P no fue
significativo. Este efecto se observo desde los 6 meses, y se exacerbd en la
medicién a los 18 meses.

Los resultados obtenidos son parcialmente concordantes con las respuestas a la
aplicacion de P y N en P. taeda en suelos rojos de Corrientes halladas por
Fernandez et al. (2000b; 1999b; 2003) en sucesivas oportunidades de medicion,

desde los 6 hasta los 34 meses posteriores a la fertilizacion en el
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establecimiento de la plantacion. En plantaciones de 2 anos de edad en un sitio
similar, también con suelo rojo profundo, se registraron respuestas positivas
mas acentuadas en el caso de la aplicacion de P, posiblemente debido a que
estos suelos poseen menor disponibilidad de este nutriente (alrededor de 1-2
ppm) (Ibafiez et al. 2004). Si bien se encontro respuesta positiva en crecimiento
a la adicién de P en el ensayo de este capitulo, las diferencias no llegan a ser
significativas en todos los casos, posiblemente debido a las interferencias que
se generan con el N, a la heterogeneidad de los bloques, y a la mayor
abundancia general de este nutriente en el sitio.

EL P es un nutriente frecuentemente limitante en los suelos acidos tropicales y
subtropicales, debido a la alta adsorcion del hierro y aluminio activos (Vazquez
et al. 2004) y es el mas critico para sostener la productividad de los sitios
forestales en Misiones (Goya et al. 2003; Martiarena et al. 2009). La fertilizacion
fosforada en estos suelos genera un aumento en las fracciones labiles, es decir,
que aumenta la disponibilidad para la planta, en los primeros 120 dias
posteriores a la fertilizacion. Luego de este periodo, las fracciones menos
degradables del P en el suelo comienzan a enriquecerse (Vazquez et al. 2011).
Fernandez et al. (2000b; 1999b; 2003) sefialan que la aplicacion de N se asocié
con una disminucion en el crecimiento en altura y en diametro, relacionando
dicho efecto con una posible interferencia del N en la absorcion de P por
inmovilizacion microbiana, o a una inhibicién de la micorrizacion producida por
el N que, consecuentemente afecta la absorcion de P. En el ensayo de este
capitulo no se encontré efecto del N cuando se aplicé solo. Dado que el efecto
negativo del N se encontrd con la dosis intermedia de N, dicho efecto no seria
atribuible a cambios quimicos generados por la urea en el suelo, ni a la
toxicidad de un subproducto de la sintesis de este fertilizante denominado
biuret (Mikkelsen 2007), ni a la inhibiciéon de la formacion de micorrizas, porque
el efecto negativo no se observa con la dosis mayor de N, condicion que
deberia exacerbar dichas causas. Si bien la informacion encontrada en la
bibliografia es contradictoria y dificilmente extrapolable entre sistemas de
estudio, la mayor disponibilidad de N tiene baja incidencia en el grado de

micorrizacion de las raices (Menge et al. 1977; Wallenda y Kottke 1998),
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mientras que la fertilizacién con P aumenta la micorrizacién y la adquisicion de

este nutriente para la planta (Ali et al. 2009).

2a.6 - Conclusiones

Preliminarmente, la aplicacion combinada de P y N sobre suelo pedregoso de la
provincia de Misiones puede tener efectos negativos en el crecimiento de A.
taeda, fundamentalmente producto de la accion del N. En este caso de estudio
en particular, el efecto de la fertilizacion en el crecimiento fue diferente en cada
bloque, lo que refleja la alta heterogeneidad de los sitios donde se desarrollan
los suelos pedregosos.

Es necesario profundizar los estudios nutricionales para encontrar las causas de

los efectos negativos de la fertilizacion con urea que se observaron.
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Respuestas fisiologicas a la fertilizacidn con nitrogeno y fosforo en

el suelo pedregoso

2b.1 - Resumen

A partir de los resultados hallados a campo, se realizé un ensayo con
condiciones controladas para indagar en los efectos fisiologicos que tiene la
fertilizacion con N y P en P. taeda. Los resultados obtenidos en el campo
sugieren que el efecto negativo de la urea se asocia a sitios con baja
disponibilidad de agua en el suelo. Posiblemente, la fertilizacion con N en un
suelo con baja conductividad hidraulica induzca cambios fisiolégicos que
afecten el crecimiento en condiciones de sequia, mientras que la fertilizacion
con P no afecte la fisiologia de las plantas en esa direccion. El objetivo de este
capitulo fue estudiar las principales modificaciones fisiologicas que produce la
fertilizacion con N y P en las plantas de P taeda creciendo sobre suelos
pedregosos de la provincia de Misiones.

Las plantas fertilizadas con P no tuvieron modificaciones relevantes en
crecimiento ni en sus variables fisiologicas con respecto a las plantas sin
fertilizar. La fertilizacion con N disminuyé significativamente el tamafo del
vastago y la raiz, y la proporcion de raices finas con respecto a la materia seca
total. La concentracién foliar de N y P fue en todos los tratamientos superior a
los valores considerados como limitantes para la especie. La tasa de fotosintesis
neta a saturacion luminica no varié con la fertilizacion. Las plantas fertilizadas
con N consumieron menor cantidad de agua, independientemente de su
tamafo, pero no se modificé el consumo por cm? de érea foliar. Sin embargo, el
N aumentd la cantidad de agua consumida por g de raiz fina, lo cual indicaria
que la capacidad de absorcién y conduccion de agua de las raices no disminuyd
con la adicion de urea. Por lo tanto, las plantas fertilizadas con N no tuvieron
limitantes nutricionales ni fotosintéticas para crecer, entonces, ;por qué
consumieron menos agua y crecieron menos? La capacidad conductiva del lefio
de las plantas fertilizadas con N fue menor y la conductancia estomatica tuvo
valores siempre menores al resto de los tratamientos. La menor conductancia

permitié que al final del dia estas plantas recuperaran el potencial de las hojas a
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valores similares a los que tenian por la mafhana. La tasa de expansion foliar de
las plantas fertilizadas con N fue mayor a la del resto de los tratamientos,
indicando posiblemente que la turgencia celular se mantuvo durante mas
tiempo. Se concluye que el menor crecimiento de las plantas fertilizadas con N
se relaciona con el menor consumo de agua y la menor apertura estomatica

que limita la fijacion de carbono en estas plantas.

2b.2 - Introduccion

La fertilizacion inicial con P estimula el crecimiento, mientras que la adiciéon de
N tiene un efecto perjudicial en el crecimiento de plantaciones de P. faeda
ubicadas en las provincias de Corrientes y Misiones y el sur de Brasil (Aparicio et
al. 2003; Costa Muniz et al. 1975; Fernandez et al. 2000c; Fernandez et al. 1999b;
Fernandez et al. 2003).

Se ha postulado una teoria que explica la respuesta de la especie a la
fertilizacion (Gough y Seiler 2004; Gough et al. 2004; King et al. 1999; Stovall et
al. 2012). Inmediatamente después de la aplicacion del fertilizante los
nutrientes, especialmente el N, se asignan a las hojas y hay un aumento de la
tasa fotosintética. Esto produce un aumento de la cantidad de fotoasimilados
disponibles, los cuales permiten aumentar el area foliar y, por lo tanto, la
cantidad de luz interceptada. Los nutrientes disponibles son retranslocados
entonces a las nuevas hojas, y la tasa fotosintética vuelve a valores similares a
los de las plantas sin fertilizar. La mayor area foliar de los arboles fertilizados
motoriza el mayor crecimiento de las plantas con respecto a las no fertilizadas.
Este aumento del area foliar puede desencadenar cambios en la
compartimentalizaciéon de la materia seca. Este mecanismo de respuesta
concuerda con lo postulado en la teoria de asignacidon de biomasa entre
compartimentos, que indica que la mayor disponibilidad de nutrientes genera
cambio en la asignaciéon de carbono desde los compartimentos subterraneos a
los aéreos (McConnaughay y Coleman 1999; Poorter y Nagel 2000). Los cambios
en la particion de materia seca posteriores a la fertilizacion en P. taeda son

efimeros, es decir que tienden a desaparecer con los meses, y por lo tanto, los
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tejidos mas implicados en estos cambios seran las hojas y las raices finas
(Stovall et al. 2012). La disminucion de raices finas (Albaugh et al. 1998;
Samuelson 2000) y el aumento del area foliar es una respuesta tipica de la
especie ante la mayor disponibilidad de nutrientes (Albaugh et al. 1998;
Albaugh et al. 2004; Coyle et al. 2008; Green y Mitchell 1992; Green et al. 1994;
Tyree et al. 2009b), asi como también lo es el aumento de los compartimentos
aéreos en relacion a los subterraneos, a diferentes edades y en distintas
condiciones de crecimiento (a campo y en contenedores) (Gebauer et al. 1996;
Green et al. 1994; Griffin et al. 1995, Samuelson 2000). Ademas se ha
encontrado que en respuesta a la fertilizacion la especie sufre cambios en la
proporcion de ramas, la cual disminuye, y consecuentemente aumenta el area
foliar soportada por las mismas (Colbert et al. 1990; Samuelson et al. 2008a).

A su vez, la fertilizacion genera cambios en otras caracteristicas de la
arquitectura hidraulica en P. taeday otras especies. Por ejemplo, disminucién de
la conductancia estomatica (Ewers et al. 2000; Munger et al. 2003; Samuelson et
al. 2008b; Scholz et al. 2007), del potencial hidrico de las hojas (Bucci et al. 2006;
Ewers et al. 2000; Lovelock et al. 2006; Samuelson et al. 2008a; Scholz et al.
2007; Stoneman et al. 1996) y de la conductividad hidraulica del xilema (Bucct et
al. 2006; Harvey y van den Driessche 1997, 1999). Cabe sefalar que en todos los
estudios mencionados, las plantas fertilizadas crecieron mas que las no
fertilizadas.

El objetivo de este capitulo fue estudiar las principales modificaciones
fisiologicas que produce la fertilizacion con N y P en las plantas de P. taeda
creciendo sobre suelos pedregosos de la provincia de Misiones.

Hipotesis: La fertilizacion con N, a diferencia de la fertilizacién con P, modifica la
fisiologia de la planta de manera que impide que las plantas mantengan un
buen estado de hidratacion, de modo que la adicién de N en el suelo con baja
conductividad hidraulica generara un menor crecimiento, mientras que la

fertilizacion con P tendra efecto positivo en el crecimiento.
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2b.3 - Metodologia

Condiciones experimentales

El experimento se instald en invernaculo (INFIVE, La Plata) a principios de
agosto de 2008 (Figura 2b.1). Se utilizaron recipientes de 4,5 litros con suelo
pedregoso de la provincia de Misiones y plantines comerciales de P. taeda de
sels meses de edad aproximadamente (30 cm de altura). Se evaluaron 5
tratamientos: un testigo sin fertilizar, dos dosis de N (3 g y 6 g de urea) y dos
dosis de P (6 g y 12 g de superfosfato triple de calcio (SFT)). Los tratamientos se
denominaron: T (testigo), N1 (3 g urea), N2 (6 g urea), P1 (6 g SFT) y P2 (12 g
SFT). Se trabajo con doce individuos por tratamiento, totalizando 60 macetas. El
ensayo finalizd a comienzos de abril de 2009, a los 8 meses de la instalacion.

El agua para el ensayo se suministré por riego con agua de red aplicado en
forma manual. Las plantas fueron regadas dependiendo de la percepcion visual
de la humedad en las macetas. En los meses de mayor evapotranspiracion las
plantas se regaron dos veces por dia.

Los valores medios para las caracteristicas del suelo se muestran en la tabla
2b.1. Las determinaciones de las caracteristicas fisico-quimicas del suelo (sobre
3 muestras del sustrato utilizado) se realizaron segun se detalla en el capitulo
2a.
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Tabla 2b.1: Caracteristicas quimicas y fisicas del suelo pedregoso utilizado en el
ensayo.

Propiedades quimicas

C organico (%) 3,7
Nt (%) 0,3
Pe (ppm) 4,1
pH 6,0
CIC (cmol kg™ 16,9
Propiedades fisicas
Arena (%) 27,6
Limo (%) 38,5
Arcilla (%) 34,0
Clase Franco arcilloso
ksuelo (g s m™) 0,092

Medlciones realizadas en las plantas

Entre los meses de diciembre y marzo se midi6 el consumo de agua por
individuo, por diferencia gravimétrica, en 15 momentos a lo largo del periodo.
Las macetas se introdujeron en bolsas de polietileno y se colocé una capa de
esferas de poliestireno expandido sobre la superficie del suelo y rodeando las
macetas para evitar pérdidas de agua por evaporacion del suelo (Figura 2b.2).
Cada dia de medicion se pesé cada una de las macetas y se les repuso el agua
perdida por transpiracion. Al finalizar el periodo de medicion se calculd el
consumo de agua acumulado por individuo. Con este valor se calculo el
consumo de agua por g de raiz fina y por el area foliar de cada individuo,
medidos una vez terminado el ensayo.

En el mes de enero se obtuvieron muestras de aciculas de cada tratamiento
para determinar el area foliar especifica (AFE). Cada muestra estuvo compuesta
por aproximadamente 90 aciculas, a las que se fotografidé en grupos de a 5
aciculas en forma extendida para medirles el area foliar proyectada con el

software UTHSCSA - Image Tool 3.0. Los grupos de aciculas posteriormente se
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secaron y se pesaron con una precision de 0,001 g. El area foliar especifica se
calculé dividiendo el area de cada grupo por el peso seco del mismo (cm? g™).
Entre los meses de enero y marzo se midio la tasa fotosintética maxima (Asat)
(umol CO; m? s, a 25 °C y 1500 pmol m™ s de densidad de flujo de fotones
fotosintéticos (DFFF), con un Analizador de Gases por Infrarrojo (IRGA) (CIRAS2,
PPSystem). Las mediciones se realizaron en tres fechas, en horas cercanas al
mediodia, en cinco individuos por tratamiento. Simultdaneamente se midio la
eficiencia instantanea en el uso del agua (WUEi) (umol CO; umol H,OY). Dado
que las mediciones no se realizaron con la camara completamente llena de
aciculas, las porciones de acicula medidas se recuperaron para determinar su
peso seco, calcular el area foliar de las mismas y corregir el valor de fotosintesis
obtenido.

Entre el 25 de febrero y el 20 de marzo se midi¢ la expansion foliar en 3 aciculas
de diferente largo inicial, de 5 individuos por tratamiento. Las aciculas medidas
se ubicaron en ramas intermedias de la copa de cada individuo, con similar
orientacion cardinal. Se seleccionaron sectores de la parte apical de la rama en
activo crecimiento, donde se ubican los fasciculos con hojas en expansion, para
elegir las aciculas sobre las cuales se realizé la medicion. La expansion se
registro en 6 dias del periodo mencionado. A partir de los datos obtenidos se
calculo la tasa de expansion foliar relativa para cada acicula, en cada momento

de medicion:
Longitud final (cm) - Longitud inicial (cm) / Longitud final (cm) x n° dias

A partir de las tasas obtenidas por tratamiento, para cada rango de tamafio de
acicula elegido (3 en total) y considerando la longitud final de las aciculas, se
simuld la expansion foliar en el tiempo para cada tratamiento.

La conductancia estomatica (gs) (mmol H;O m~? s1) se midié en 5 momentos
del dia (10, 12, 14, 16 y 18 horas) con porometro (SC-1, Decagon Devices Inc.)
en 3 plantas por tratamiento. Las mediciones se realizaron en 4 jornadas, entre
el 12 de febrero y el 18 de marzo. Se utilizd un grupo de fasciculos para llenar

totalmente la camara al realizar cada medicion.
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El potencial hidrico de las hojas (MPa) se midié en tres momentos del dia (10,
13 y 18 horas) con camara de presion tipo Scholander (Biocontrol), en tres
plantas por tratamiento, los dias 6 y 18 de marzo.

A finales de marzo, 5 plantas por tratamiento fueron utilizadas para determinar
la componente axial de la conductividad hidraulica del tallo (kh) (g m MPa? s ).
Las mediciones se realizaron sobre la porcion basal del tallo principal de las
plantas, con conductimetro multicanal (Fernandez et al. 2010) (Figura 2b.3). La
perfusion se realizé con agua bidestilada, a la cual se le extrajo el gas en
campana de vacio. Se utilizd una presion de 8 kPa. A partir de kh y el area basal
de la porcién medida sin corteza (AX) (m?) o el area foliar de cada individuo (AF)
(m?) se calcularon la conductividad hidraulica especifica (ks) y foliar especifica

(kl) del tallo, respectivamente:

ks = kh (g m MPa™ s / AX (m?)
kl = kh (g m MPat s / AF (m?)

Los primeros dias de abril se descalzaron los individuos restantes de cada
tratamiento. Todas las plantas se secaron en estufa a 60 + 5 °C hasta peso
constante. Luego se separaron en los distintos compartimentos aéreos vy
subterraneos: hojas, ramas, tallo principal, raiz pivotante, raices medias y raices
finas. Cada compartimento se pesé con una precision de 0,01 g. Se calcularon
las relaciones entre los distintos compartimentos de materia seca, para cada
individuo. A partir del peso seco de hojas y el area foliar especifica para cada
tratamiento, se calculd el area foliar para cada individuo. Se obtuvieron tres
muestras compuestas de aciculas para cada tratamiento, a partir de las cuales se
determiné la concentracion foliar de N y P. Cada muestra compuesta estuvo
formada por igual peso de aciculas de 4 individuos. A partir de la concentracion
foliar de estos nutrientes y el peso seco de aciculas de cada planta, se calculd el
contenido de N y P foliares.

Las determinaciones de las concentraciones foliares de N y P se realizaron

segun se detalla en el capitulo 2a.
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Analisis de datos

Los datos se analizaron utilizando el anélisis de la varianza (ANOVA). Todos los
compartimentos de materia seca, el area foliar, el area foliar especifica, la
concentracion y el contenido de nutrientes, la tasa de expansion foliar, la
eficiencia instantanea en el uso del agua y la fotosintesis neta fueron analizados
utilizando al tratamiento como factor de clasificacion (ANOVA simple). La
conductancia estomatica y el potencial hidrico de la hoja se analizaron
considerando el tratamiento y el momento del dia en que se realizd cada
medicion como factores principales (ANOVA factorial). Dado que las mediciones
realizadas en cada momento se llevaron a cabo en individuos elegidos al azar,
se descartd el uso de un analisis de medidas repetidas en el tiempo para
analizar estas variables, por violarse la condicion de factor intra-sujeto que
contempla dicho analisis (Onofri et al. 2010; Piepho et al. 2004). Dado que la
particion de materia seca cambia con el tamafio de las plantas (Maseda y
Fernandez 2006) y que los tratamientos aplicados tuvieron efecto en el tamafio,
las relaciones de materia seca se analizaron utilizando la materia seca total
como covariable y tratamiento como factor de clasificacion (ANCOVA). De la
misma manera se analizé el consumo de agua acumulado por individuo.

En el caso de encontrarse efectos significativos (p<0,05), las medias se
compararon con el test de Fisher LSD (p<0,05).

Se ajustd una regresion lineal entre los valores promedios de fotosintesis neta

maxima y la concentracion foliar de N para cada tratamiento.
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Figura 2b.2: Vista del ensayo al con las macetas preparadas para medir consumo
de agua.
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Figura 2b.3: Vista del conductimetro multicanal durante las mediciones de
conductividad hidraulica del tallo.

2b.4 - Resultados

Se observaron diferencias significativas entre tratamientos en el area foliar y en
todos los compartimentos de materia seca, excepto para la materia seca de raiz
pivotante (Tabla 2b.2). La fertilizacién con P no produjo aumentos significativos
del area foliar y los compartimentos de materia seca con respecto al testigo en
ninguna de las dosis aplicadas, excepto en el caso de las raices medias de P2,
que tuvieron mayor materia seca que las plantas sin fertilizar. Por el contrario, la
fertilizacion con N redujo el area foliar y todos los compartimentos de materia
seca con respecto al testigo. En el caso de la dosis mas baja, la reduccion fue
significativa en la materia seca total, del vastago y de raices finas. La dosis mas

alta redujo todos los compartimentos, excepto el de raices medias (Figura 2b.4
y 5).
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Tabla 2b.2: Valores de p para el area foliar (cm?) y todos los compartimentos de
materia seca (g), considerando al tratamiento como factor principal (ANOVA
simple).

Compartimento P
Area foliar 0,002
Hojas 0,048
Ramas <0,001
Tallo principal 0,007
Vastago 0,002
Raiz pivotante 0,083
Raices medias 0,022
Raices finas <0,001
Raiz total <0,001
Total <0,001

[ Raices gruesas
I Raices medias
I Raices finas
[ Tallo

[ Ramas

[ 1 Hojas

Materia seca (g)

Figura 2b.4: Materia seca por compartimento (g) para cada tratamiento (n=60).
Las diferentes letras minusculas indican diferencias significativas entre medias
para cada compartimento. Las diferentes letras mayusculas indican diferencias
significativas para la materia seca aérea y subterranea, y las mayusculas en
negrita indican diferencias para la materia seca total (LSD p<0,05).
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Figura 2b.5: Area foliar (cm®) para cada tratamiento (n=60). Las diferentes letras
indican diferencias significativas entre medias (LSD p<0,05). Las lineas sobre las
barras corresponden al error estandar de la media.

La fertilizacion también modifico las relaciones entre compartimentos de
materia seca, excepto la relacion entre la materia seca del vastago y la raiz total
(Tabla 2b.3). Ninguna de las dosis de P aplicadas provoco diferencias en
comparacion con las plantas testigo. En contraposicion, las dos dosis de N
produjeron un aumento significativo de la proporcién de materia seca de hojas
con respecto a la materia seca de raices finas (Tabla 2b.3). Las diferencias entre
tratamientos encontradas para los cocientes son independientes del tamafio de

los individuos, ya que la covariable no fue significativa.

62



Capitulo 2 - Respuesta a la fertilizacion con nitrogeno y fosforo sobre suelo pedregoso

Tabla 2b.3: Medias calculadas y valores de p para las relaciones entre
compartimentos de materia seca (g g), considerando al tratamiento como factor
principal y la materia seca total del individuo (MS) como covariable (ANCOVA
simple). Las diferentes letras indican diferencias significativas entre medias (LSD
p<0,05).

Relaciones de Materia seca (g g'l)

. Vastago : Vast’ago : Ho;as : Hojas :
Nivel , Raices Ralces
Raiz total . . Ramas
finas finas
T 2,03 336 a 1,87 a 6,49 a
N1 2,01 419 a 246 b 999
Tratamiento N2 2,37 526 b 299 C 8,86 ab
P1 2,13 347 a 191 a 746 ab
P2 191 352 a 1,89 a 6,09 a
Tratamiento 0,723 0,025 0,002 0,039
p CO‘EaMrga)ble 0,448 0,958 0,448 0,297

Las concentraciones foliares de N y P variaron significativamente con el
tratamiento. Las plantas fertilizadas con la mayor dosis de N tuvieron mayor
concentracion foliar de este nutriente con respecto al tratamiento testigo. La
concentracion foliar de P fue mayor en las plantas fertilizadas con la dosis
menor de P con respecto a las plantas testigo (Tabla 2b.4).

No se encontraron diferencias significativas en el contenido foliar de N entre
tratamientos. El contenido foliar de P fue mayor en las plantas fertilizadas con P
con respecto a las plantas sin fertilizar y fertilizadas con la dosis menor de N
(Tabla 2b.4). Las plantas que recibieron la mayor dosis de N tuvieron menor

contenido de P foliar.
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Tabla 2b.4: Medias y valores de p para las concentraciones y los contenidos
foliares de N y P, considerando al tratamiento como factor principal (ANOVA
simple). Las diferentes letras indican diferencias significativas entre medias para
cada variable (LSD p<0,05).

[N] [P] N foliar P foliar
(mggh) (mgg?h)  (mg) (mg)
T 10,17 a 116 ab 22811 2609 b

N1 898 a 089 a 18349 1826 a
Tratamiento N2 11,92 b 100 a 19800 16,55 a
P1 1058 ab 155 ¢ 22381 3285 c
P2 11,05 ab 135 bc 22890 2959 bc
p 0,035 0,003 0,067 <0,001

Nivel

Se observaron diferencias significativas en el area foliar especifica entre
tratamientos (Tabla 2b.5). Las plantas fertilizadas con P no se diferenciaron del
testigo pero las plantas fertilizadas con N tuvieron menor AFE que el testigo.
Ademas, el AFE del tratamiento N1 fue mayor que la del tratamiento N2 (Figura
2b.6).

La fotosintesis neta a DFFF saturante (Asat) y la eficiencia instantanea en el uso
del agua no difirieron entre tratamientos (Tabla 2b.5). Se encontré una relacion
positiva y significativa entre la concentracion foliar media de N y la Asat por

tratamiento (Figura 2b.7).
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Tabla 2b.5: Valores de p para area foliar especifica (AFE) (cm® g), fotosintesis
neta a DFFF saturante (1500) (Asat) (mol CO, m?s?), eficiencia instantanea en el
uso del agua (WUEi) (umol CO, umol H,0™), consumo acumulado de agua por g
de raiz fina (dm? g ), consumo acumulado de agua por cm?® de area foliar (dm?
cm®) y tasa relativa de expansion foliar (TEFR) (cm cm™ dia™) (ANOVA simple).

Parametro p
AFE <0,001
Asat 0,350
WUEL 0,298
Consumo H,0 : MS raiz fina 0,026
Consumo H>O : AF 0,520
TEFR <0,001
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Figura 2b.6: Area foliar especifica (cm’ g*) para cada tratamiento (n=90). Las
diferentes letras indican diferencias significativas entre medias (LSD p<0,05). Las
lineas sobre las barras corresponden al error estandar de la media.
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Figura 2b.7: Relacion lineal entre fotosintesis neta media a DFFF saturante (1500)
(Asat) y concentracion foliar de N ([N]) para cada tratamiento. Las lineas en los
puntos corresponden al error estandar de la media.

El consumo de agua acumulado al final del periodo de medicion fue diferente
entre tratamientos (p<0,001). El consumo de agua no covarid con la materia
seca total (p=0,146). Las plantas P1 consumieron mas agua que el resto de los
tratamientos, mientas que las N2 consumieron menos que los demas
tratamientos (Figura 2b.8). El consumo acumulado por cm? de érea foliar no
difirid entre tratamientos, pero st el consumo por g de materia seca de raices
finas (Tabla 2b.5). Las plantas fertilizadas con N tuvieron mayor consumo por g
de materia seca de raices finas que las plantas sin fertilizar. Sin embargo, las

plantas fertilizadas con P no difirieron de estas ultimas (Figura 2b.9).
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Figura 2b.8: Consumo acumulado de agua (dm?) en el tiempo para los diferentes
tratamientos (n=60). Las diferentes letras indican diferencias significativas entre
medias para el consumo acumulado final (LSD p<0,05).
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Figura 2b.9: Consumo acumulado de agua por g de raiz fina (dm® g*) para cada
tratamiento (n=60). Las diferentes letras indican diferencias significativas entre
medias (LSD p<0,05). Las lineas sobre las barras corresponden al error estandar
de la media.
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La conductancia estomatica varid significativamente con el tratamiento y el
momento del dia en que se realizé la medicion, pero no hubo interacciéon entre
factores (Tabla 2b.6). Las plantas N2 tuvieron menor gs diaria que el resto de los
tratamientos, mientras que las P1 tuvieron mayor gs que las plantas testigo y las
fertilizadas con N. La variacion de gs a lo largo del dia no difirid entre
tratamientos. La mayor gs se registrd al mediodia (12 horas) y la menor al
atardecer (18 horas), mientras que las demas horas de medicidon tuvieron

valores intermedios (Figura 2b.10).

Tabla 2b.6: Valores de p para la conductancia estomatica (gs) (mmol m?s?) y el
potencial hidrico de las hojas (W) (MPa), considerando al tratamiento y al
momento del dia en que se realizé la medicion como factores principales
(ANOVA factorial).

Factor gs v
Tratamiento <0,001 0,447
Momento del dia <0,001 <0,001
Tratamiento x Momento del dia 0,924 0,021
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Figura 2b.10: Conductancia estomatica (gs) (mmol m? s) por tratamiento y
momento del dia (n=300). Las diferentes letras indican diferencias significativas
entre medias (LSD p<0,05). Las lineas sobre las barras corresponden al error
estandar de la media.
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El potencial hidrico de la hoja varié con el tratamiento dependiendo de la hora
del dia en que se realizd la medicion (interaccion tratamiento x momento del
dia) (Tabla 2b.6). El potencial a la mafana y al mediodia fue similar en todos los
tratamientos. Al atardecer, las plantas fertilizadas con P y las testigo
mantuvieron el potencial en valores similares a los registrados al mediodia, sin
embargo, las plantas fertilizadas con N recuperaron el potencial de las hojas a

valores similares a los registrados a la mafana (Figura 2b.11).
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Figura 2b.11: Potencial hidrico de la hoja (MPa) por tratamiento para cada
momento del dia (n=90). Las diferentes letras indican diferencias significativas
entre medias (LSD p<0,05). Las lineas sobre las barras corresponden al error
estandar de la media.

La tasa de expansion foliar de las hojas fue significativamente mayor en las
plantas del tratamiento N2 con respecto a las demas (Tabla 2b.5, Figura 2b.12).
Las aciculas de este tratamiento alcanzan su tamafio final en aproximadamente
45 dias, mientras que las del resto de los tratamientos demoran mas de 70 dias
(Figura 2b.13).
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Figura 2b.12: Tasa relativa de expansion foliar (TEFR) para cada tratamiento
(n=75). Las diferentes letras indican diferencias entre medias (LSD p<0,05). Las
lineas sobre las barras corresponden al error estandar de la media.
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Figura 2b.13: Simulacion de la expansion foliar en el tiempo por tratamiento
hasta alcanzar el tamaiio final de la acicula.
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La conductividad hidraulica del tallo (kh) fue menor en las plantas fertilizadas
con la dosis mas alta de N con respecto a las fertilizadas con P y sin fertilizar
(p=0,007). Las plantas N1 también tendieron a tener menor kh, pero sélo se
diferenciaron significativamente de las P2. No se encontraron diferencias entre
tratamientos para las conductividades especifica (ks) (p=0,123) ni foliar
especifica (kl) (p=0,073) (Figura 2b.14).
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Figura 2b.14: Conductividad hidraulica (kh), conductividad hidraulica especifica
(ks) y conductividad hidraulica foliar especifica del lefio (kl), por tratamiento
(n=25). Las diferentes letras indican diferencias significativas entre medias para
cada panel (LSD p<0,05). Las lineas sobre las barras corresponden al error
estandar de la media.
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2b.5 - Discusion

Efecto de [a fertilizacion sobre el crecimiento

Las plantas fertilizadas con P no tuvieron aumentos significativos de materia
seca ni cambios en la particion de la misma con respecto a las plantas sin
fertilizar para ninguna de las dosis aplicadas. La adiciéon de este fertilizante
tampoco produjo cambios en el area foliar de las plantas ni en el area foliar
especifica de las hojas.

Las plantas fertilizadas con N acumularon menos materia seca en todos sus
compartimentos. Las que recibieron la maxima dosis de urea se diferenciaron
significativamente de las plantas fertilizadas con P y de las no fertilizadas. Las
que recibieron la dosis mas baja sufrieron una disminucion significativa de la
materia seca de raices finas y ramas, este resultado indicaria que estos
compartimentos son los mas afectados por la adicion de N. Los demas
compartimentos tendieron a ser menores que los de las plantas testigo, lo cual
dio como resultado una menor materia seca total y del vastago con respecto al
testigo (Figura 2b.4).

La reduccion de raices finas con la adicion de N provocd un incremento de la
relacion entre el vastago y las hojas y éste compartimento. Algo similar sucedié
con el efecto de la adicion de este nutriente sobre la acumulacién de materia
seca de ramas, que resultd en un incremento en la materia seca de hojas
soportada por cada g de rama. Todos estos cambios fueron independientes del
tamafio de la planta, ya que las relaciones de materia seca no covariaron con la
materia seca total (Tabla 2b.3).

La adicion de N provocéd una disminucion en el area foliar total de las plantas,
que se intensifico con la dosis aplicada (Figura 2b.5). Ademas, el area foliar
especifica también disminuyé progresivamente con la dosis de N,
disminuyendo por lo tanto el area expuesta por cada g de materia seca de hojas
invertida por la planta en formar este tejido (Figura 2b.6).

Las caracteristicas fisico-quimicas del sustrato utilizado en este ensayo son
similares a las que se encontraron en el suelo del bloque 2 del ensayo a campo

abordado en el capitulo 2a. Las diferencias en las condiciones experimentales
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entre este ensayo en contenedores y el ensayo a campo hacen que la
comparacion de resultados no sea correcta. Sin embargo, las respuestas
encontradas son similares en cuanto a la fertilizacién con P. En las mediciones
realizadas en el bloque 2, no se encontré respuesta satisfactoria a la fertilizacion

con P en el diametro de las plantas.

Efecto de la fertilizacion en la concentracion de nutrientes foliares y en la
actividad fotosintética

La concentracion foliar de N solo aumenté en las plantas fertilizadas con la
dosis mas alta de urea, mientras que la concentracion foliar de P aumenté con
la adicion de SFT en la dosis mas baja. No se observa una acumulacién excesiva
del nutriente aplicado que indique toxicidad. Los valores de concentracion
encontrados estan dentro del rango que indica suficiencia para la especie,
excepto para el tratamiento N1. El limite entre la deficiencia y la suficiencia es
de 10 mg g* de N y de 1,0 mg g* de P (Allen 1987). Pese a que no se
encontraron diferencias en Asat entre tratamientos (Tabla 2b.5), las
concentraciones foliares medias se relacionaron positivamente con la Asat
media de cada tratamiento (Figura 2b.7). Las plantas fertilizadas con N
cambiaron la relacion entre la materia seca de hojas y raices finas y no tuvieron
cambios en Asat con respecto a las plantas testigo, por lo tanto es posible que
estuvieran en la segunda etapa de respuesta al momento de la medicion, segun
la teoria de respuesta a la fertilizacién postulada para esta especie (Gough y
Seiler 2004; Gough et al. 2004; King et al. 1999; Stovall et al. 2012). Sin embargo,
dado que el crecimiento es menor, especialmente en las plantas N2, la
redistribucion de los nutrientes absorbidos a las nuevas hojas no es suficiente
para que la concentracion foliar de N y P baje y se equilibre. Todos estos
resultados demuestran que las plantas fertilizadas con N responden a la
fertilizacion y no tienen limitantes nutricionales ni fotosintéticas, sin embargo,

crecen menos que las plantas sin fertilizar.
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Efecto de la fertilizacion en el uso de agua

Al analizar el consumo de agua, se encontré que las plantas N2 consumian
menos agua que el resto de los tratamientos, independientemente de tener
menor materia seca total (Figura 2b.8). El consumo de agua por g de raiz fina
aumento en las plantas fertilizadas con N, lo cual indicaria que no existe una
limitante hidraulica en las raices que impida la absorcion suficiente de agua
(Figura 2b.9). La capacidad conductiva del tallo (kh) fue significativamente
menor en estas plantas, mientras que ks y kl fueron iguales a los otros
tratamientos (Figura 2b.14). Estos resultados indican que no existe una
reduccion importante en la capacidad de abastecimiento de agua para las hojas.
Sin embargo, la conductancia estomatica de las hojas de las plantas fertilizadas
con N fue significativamente menor a lo largo del dia (Figura 2b.10). En otros
trabajos se han encontrado resultados similares en la respuesta estomatica a la
fertilizacion. En Pinus pinaster fertilizado con N, la conductancia estomatica
medida a lo largo del dia fue menor que en las plantas sin fertilizar (Guehl et al.
1995). En P. taeda, la gs disminuyd con la fertilizacion con N (Munger et al.
2003; Samuelson 2000; Tyree et al. 2009a) y este cambio se asocié con una
mayor eficiencia en el uso del agua instantanea de las plantas. Dicho cambio en
la eficiencia en el uso del agua puede relacionarse con un aumento del control
estomatico y una disminucion en el area foliar especifica de las hojas de las
plantas fertilizadas (Tyree et al. 2009a). Aunque no se encontraron diferencias
en la eficiencia en el uso del agua en este ensayo, se observd un cambio en la
morfologia foliar que podria tener influencia en la disminucion de gs. Aunque
los sistemas de estudio no son comparables, en plantacion de P. taeda se
observd disminucidon en la conductancia estomatica a nivel de canopeo
acompafada por disminucion en la cantidad de raices finas y mayor area foliar
en plantas fertilizadas; dicho comportamiento estomatico se relacion6 con una
disminucion en la disponibilidad de agua para las plantas fertilizadas producto
del cambio en la particion de biomasa (Ewers et al. 2000).

La reduccion en la conductancia estomatica de las plantas fertilizadas con N
puede relacionarse con el patron diario de potencial hidrico. Mientras que no
hubo diferencias en el potencial de las hojas a la mafana nt al mediodia entre

tratamientos, las plantas N1 y N2 recuperaron el potencial al atardecer a valores
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similares a los encontrados por la mafiana, mientras que las plantas testigo y las
fertilizadas con P a esa hora lo mantenian a niveles similares al mediodia (Figura
2b.11). La tendencia isohidrica (McDowell et al. 2008) que se encontr6 en las
plantas fertilizadas con N seguramente condiciond la fijacion de carbono,
limitando el crecimiento. Otros trabajos han reportado modificaciones en el
potencial hidrico de las hojas producto de la fertilizacion (Bucci et al. 2006;
Lovelock et al. 2006; Stoneman et al. 1996). En P. taeda, Samuelson et al. (2008a)
encontraron que la fertilizacidn aumenté el Wmediodia, al igual que en P.
pinaster (Fernandez et al. 2006), mientras que Ewers et al. (2000) no encontraron
diferencias en Ymediodia entre plantas fertilizadas y no fertilizadas.

Un indicio complementario del comportamiento isohidrico de las plantas
fertilizadas con N es la mayor tasa de expansion foliar de las plantas del
tratamiento N2 (Figura 2b.12). La expansion foliar es impulsada por la turgencia
celular, la mayor cantidad de tiempo que las hojas tuvieron el potencial alto se
reflejé en una mayor tasa de expansion foliar. En otros trabajos se observo que
la alta disponibilidad de N produjo paredes celulares mas flexibles y redujo la
conductancia estomatica, lo cual permitid que la expansién foliar se mantenga
con potenciales mas bajos que las plantas con baja disponibilidad de N (Radin y
Parker 1979b). Por otro lado, se encontré que la baja disponibilidad de N y P
reduce la tasa de expansion foliar por falta de abastecimiento de agua a las
hojas, producto de la caida en la conductividad hidraulica de las raices (Radin y
Boyer 1982; Radin y Eidenbock 1984). En Eucalyptus grandis no se encontraron
modificaciones en la expansion foliar con la adicion de N (Laclau et al. 2009).
Aunque estos resultados no concuerdan con los encontrados en este capitulo,
hay una clara asociacion entre los cambios en la arquitectura hidraulica de las
plantas producto de la disponibilidad de nutrientes y la expansién foliar de las
hojas.

La conductividad hidraulica del xilema puede modificarse producto de la
fertilizacion, por ejemplo ks aumento y kl disminuy6 producto de la fertilizacion
con N en especies latifoliadas (Bucci et al. 2006). En este caso, el aumento en ks
fue proporcionalmente menor al incremento que dicho nutriente provoco en el
area foliar. La fertilizacion con P no produjo modificaciones en estos

parametros, al igual que los resultados hallados en este capitulo. En Populus la
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fertilizacion con P incremento ki, mientras que la fertilizaciéon con N generd una
disminucion de kl medida con embolismos, y aumenté la vulnerabilidad a la
cavitacion, es decir, favorecié la formacion de embolismos (Harvey y van den
Driessche 1997). En Fucalyptus grandis no hubo modificaciones en la
conductividad hidraulica de los tallos con la adicion de dosis crecientes de N
(Clearwater y Meinzer 2001). Sin embargo, la fuerte reduccion en la
conductividad hidraulica en la planta es una respuesta general ante condiciones
de baja disponibilidad hidrica en el suelo (Maseda y Fernandez 2006). La baja
conductividad hidraulica del suelo utilizado en este capitulo (Tabla 2b.1),
sumado a la disminucion proporcional del tejido absorbente podrian estar
condicionando la disponibilidad de agua para el vastago de las plantas

fertilizadas con urea.

2b.6 - Conclusiones

Las plantas fertilizadas con P no tuvieron modificaciones relevantes en
crecimiento ni en sus variables fisiologicas con respecto a las plantas sin
fertilizar. Por otro lado, la fertilizacion no produjo ni alivid limitantes
nutricionales ni fotosintéticas en las plantas. La fertilizaciéon con N redujo el
crecimiento de las plantas y produjo modificaciones en diferentes aspectos de
la arquitectura hidraulica de las plantas (aumento de la relacion MS hojas:MS
raiz fina, menor conductancia estomatica diaria, temprana recuperaciéon del ¥
hidrico en las hojas, menor conductividad hidraulica del xilema del tallo), que se
acentuaron con el aumento de la dosis de urea aplicada. Las modificaciones
observadas en estas plantas tuvieron una estrecha relacién con un uso mas
conservativo del agua. El menor crecimiento de las plantas fertilizadas con N se
relacion6 con el menor consumo de agua y la menor apertura estomatica que

limita la fijacion de carbono en estas plantas.
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hidraulica

Interaccion entre la fertilizacion y la sequia

3a.1 - Resumen

La estructura de los sistemas radicales, y a partir de ésta, toda la arquitectura
hidraulica de la planta, esta determinada por la disponibilidad de agua y
nutrientes del suelo. Las caracteristicas fisicas y quimicas de los suelos
determinan la cantidad de nutrientes disponibles y la cantidad y dinamica de la
disponibilidad de agua para las plantas. El objetivo de este capitulo fue estudiar
los cambios fisiologicos de P. taeda creciendo en un sustrato con elevada
conductividad hidraulica, en plantas fertilizadas con N y P y expuestas a alta y
baja disponibilidad de agua. De este modo se busca evaluar si la sequia genera
patrones de respuesta similares a los encontrados en respuesta a la fertilizacion
nitrogenada en suelos pedregosos, con buena disponibilidad de agua.

Se evaluo el crecimiento, la tasa fotosintética a diferentes disponibilidades de
luz, la tasa de expansion foliar, los patrones de conductancia estomatica y
potencial hidrico de las hojas a lo largo del dia y la conductividad hidraulica del
xilema de las ramas, en plantas en contenedores con un sustrato arenoso,
fertilizadas con N o P, o sin fertilizar, que se mantuvieron con alta o baja
disponibilidad hidrica.

Algunas respuestas fisiologicas encontradas en las plantas fertilizadas con N y
baja disponibilidad de agua son similares a las halladas en las plantas
fertilizadas con N creciendo sobre suelo pedregoso (Capitulo 2.b), por lo cual se
podria deducir que en suelo pedregoso, con buen contenido de agua, las
plantas fertilizadas con N desarrollan cambios fisiolégicos y en particion de
materia seca en respuesta a la fertilizacion que generan un desbalance entre el
sistema hidraulico de la planta y el suelo, analogos a los producidos bajo estrés

por sequia.
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3a.2 - Introduccion

El suelo en el que crece la planta afecta tanto la disponibilidad de nutrientes
como la de agua. El contenido de cationes en el suelo esta determinado
principalmente por la meteorizacion de los materiales originarios. La materia
organica contiene el 95% del N en los suelos forestales y una gran proporcion
del P (Khanna y Ulrich 1991). Los contenidos de arcilla y materia organica son
las fracciones que otorgan al suelo capacidad de intercambio ionico, que es
muy importante para evitar la lixiviacion de los fertilizantes y amortiguar
cambios bruscos en la acidez del suelo. Las caracteristicas quimicas del suelo
determinan la disponibilidad de nutrientes, y por lo tanto afectan los resultados
de la aplicacion de fertilizantes (Fisher y Binkley 2000).

La textura del suelo cumple un rol fundamental en la disponibilidad de agua
para las plantas. Los suelos de textura gruesa tienen alto porcentaje de poros
grandes, con mucho espacio para contener agua, pero baja capacidad para
retenerla. A medida que el contenido de humedad baja, las particulas retienen
con poca fuerza el agua restante debido al bajo potencial matrico que tiene
este tipo de poros, por lo cual la disponibilidad de agua para las plantas en
suelos de textura gruesa baja abruptamente a medida que se secan, es decir,
tiene baja cantidad de agua disponible a potenciales relativamente altos. Por el
contrario, los suelos de textura fina tienen un alto porcentaje de poros
pequefios, donde se desarrollan tensiones muy fuertes, por lo cual, la
disminucion de disponibilidad de agua para las plantas de estos suelos es
mucho mas gradual. Por otro lado, el tipo de textura también determina la
conductividad hidraulica de los suelos a diferentes grados de humedad. Los
suelos de textura gruesa tienen alta conductividad cuando estan saturados,
pero la misma cae abruptamente con la pérdida de humedad, mientras que en
los suelos de textura fina, esta caida es mas paulatina (Fernandez y Trillo 2005;
Hacke et al. 2000; Sperry et al. 2002). Por lo tanto, las plantas que crecen en
suelos arenosos requieren potenciales menos negativos para agotar el agua
disponible que las que crecen en suelos francos o de textura fina (Hacke et al.
2000). Las plantas que crecen en suelos de textura gruesa en general

desarrollan amplios sistemas radicales, a diferentes profundidades y con baja
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tasa de absorcion de agua por superficie de raiz. Esta ultima caracteristica
permite contrarrestar la posible caida abrupta en la conductancia hidraulica de
la rizésfera durante la absorcion de agua, producto de la pérdida de contacto
hidraulico entre la raiz y el suelo. La disminucién de la conductancia hidraulica
del sistema radical puede ser producto, por ejemplo, del desarrollo de una
mayor relacion entre la raiz y el area foliar y/o de la reduccion de la tasa
transpiratoria. Ambas caracteristicas reducen la densidad de flujo de agua en la
rizésfera. Por otro lado, dado que las raices que crecen en suelos de textura
gruesa funcionan en un rango estrecho de potenciales hidricos, es esperable
que sean mas vulnerables a perder funcionalidad por embolia del xilema frente
a episodios de sequia extrema (Hacke et al. 2000; Sperry et al. 2002). Por el
contrario, los sistemas radicales de las plantas que crecen en suelos arcillosos
son, en general, mas superficiales y menos extensos, y tiene menor
vulnerabilidad a perder funcionalidad por embolia de tejidos conductivos frente
a la sequia, ya que se han desarrollado en un ambiente en el que la
disponibilidad de agua se da en un rango amplio de potencial hidrico (Hacke et
al. 2000). Esto se debe a que una adecuada asignaciéon de materia seca a las
raices permite que la rizosfera no limite la absorcion de agua, pero ésta no debe
exceder la proporcion justa necesaria, dado que una mayor particién a las raices
no redundaria en mayor disponibilidad de agua. Sin embargo, mayor
proporciéon de raices sobre el limite requerido para permitir que la absorcion de
agua no sea limitante en cada tipo de suelo puede reflejar mayor requerimiento
en la absorcién de nutrientes (Sperry et al. 1998). Es por eso que el tipo de suelo
interactia con la disponibilidad de agua y la de nutrientes, de tal forma que
altera la respuesta de las plantas tanto a la fertilizacion como al estrés hidrico.

En sintesis, las caracteristicas fisicas y quimicas de los suelos determinan la
cantidad de nutrientes disponibles y la retencion de los fertilizantes aplicados,
ademas de la dinamica en la disponibilidad de agua. Las raices responden, en
distribucion, morfologia y fisiologia a la disponibilidad de agua y nutrientes. Por
lo tanto, la estructura de los sistemas radicales, y a partir de ésta, la arquitectura
hidraulica de la planta entera, estan determinados por la disponibilidad de agua

y nutrientes del suelo.
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En el capitulo anterior se describié que las plantas fertilizadas con nitrogeno
desarrollaron repuestas fisiologicas que pueden asemejarse a las que se
observan en plantas con estrés por sequia. Como los suelos pedregosos tienen
baja conductividad hidraulica e impondrian a las plantas estrés por sequia por
mas que se realicen riegos diarios, en este capitulo se empled un sustrato con
mayor conductividad hidraulica que asegure que las plantas regadas
diariamente tengan buena disponibilidad de agua y no sufran estrés hidrico. El
objetivo de este capitulo es estudiar los cambios fisiologicos de P. taeda
creciendo en un sustrato con elevada conductividad hidraulica, en plantas
fertilizadas con N y P y expuestas a alta y baja disponibilidad de agua. De este
modo se busca evaluar si la sequia genera patrones de respuesta similares a los
encontrados en respuesta a la fertilizacion nitrogenada en suelos pedregosos,
con buena disponibilidad de agua.

Hipotesis: Las plantas fertilizadas responden de manera diferente segun la
disponibilidad de agua, y las respuestas observadas en las plantas con estrés
por sequia se asemejaran a las observadas en las plantas fertilizadas con N que

crecen en el suelo pedregoso.

3a.3 - Metodologia

Condiciones experimentales

El experimento se llevd a cabo en invernaculo (INFIVE, La Plata). Se utilizaron
plantas comerciales de P. taeda de aproximadamente de un afio y medio de
edad que crecieron en el invernaculo en recipientes de 30 litros, con un sustrato
de alta conductividad hidraulica (mezcla 1:4 tierra:arena). Las caracteristicas
fisico-quimicas del sustrato se muestran en la Tabla 3a.1. En julio de 2009 se
instalaron 4 tratamientos de fertilizacion que surgieron de la combinacién de
dos disponibilidades de N (sin o con urea, -N o +N respectivamente) y dos
disponibilidades de P (sin o con SFT, -P o +P respectivamente). Se utilizaron una
dosis de N (6 g de urea) y una dosis de P (12 g de SFT). Los tratamientos se
denominaron: -N-P (testigo), +N-P (6 g urea), -N+P (12 g SFT) y +N+P (6 g urea
y 12 g SFT). Se destinaron 12 individuos a cada tratamiento. El SFT se aplico en
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dos orificios realizados en el sustrato a 10 cm del cuello de las plantas, que
posteriormente fueron tapados. La dosis de urea se aplico en solucidon acuosa
dividida en dos momentos durante el ensayo, la primera aplicacion se realizd
junto con el SFT y la segunda, en enero de 2010.

En octubre de 2009 la mitad de las plantas de cada tratamiento de fertilizacion
se sometid a estrés por sequia. Los 8 tratamientos finales resultaron de la
combinacion de la fertilizacion (-N-P, +N-P, -N+P, +N+P) y la disponibilidad de
agua (alta (A) y baja (B)), quedando establecido un disefio factorial con tres
factores (N, P y disponibilidad de agua), cada uno de los cuales conté con dos
niveles. El agua para el ensayo se suministrd por riego con agua de red aplicado
en forma manual. Antes del sometimiento a estrés las plantas se mantuvieron
con buena disponibilidad de agua. A partir de la fecha de inicio del estrés, las
plantas del tratamiento de baja disponibilidad hidrica se regaron con 500 ml de
agua cada 10 dias, mientras que las plantas con alta disponibilidad de agua se
regaron cada tres dias a saturacion, tratando de evitar la percolacion de agua

para minimizar las pérdidas de nutrientes por lixiviacion.
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Tabla 3a.1: Caracteristicas quimicas y fisicas del sustrato utilizado en el ensayo
(tierra y arena en proporcion 1:4).

Propiedades quimicas

C organico (%) 1,8
Nt (%) 0,02
Pe (ppm) 13,3
pH 6,5
CIC (cmol kg™ 0,9
Propiedades fisicas
Arena (%) 73,6
Limo (%) 79
Arcilla (%) 18,3
Clase Franco_arenoso
arcilloso
ksuelo (g s m>) 0,878

Medlciones realizadas en las plantas

Se midi6 el diametro a la altura del cuello de las plantas (DAC) como estimador
del crecimiento, a partir del 19 de junio de 2009 y en tres oportunidades mas
durante el periodo experimental.

Entre los meses de enero y febrero de 2010 se midio la tasa fotosintética a una
densidad de flujo de fotones fotosintéticos (DFFF) baja (300 umol m?s? y otra
saturante (1500 pmol m™ s) con un Analizador de Intercambio de Gases por
Infrarrojo (IRGA) (CIRAS2, PPSystem). Las mediciones se realizaron en cuatro
fechas, a horas cercanas al mediodia, en tres individuos por tratamiento.

Entre el 19 de enero y el 1 de marzo de 2010 se midio la expansién foliar en 3
aciculas de largo inicial similar, de tres individuos por tratamiento. La expansion
se registro en 7 dias del periodo mencionado. A partir de los datos obtenidos se
calculo la tasa de expansion foliar relativa para cada acicula, en cada momento
de medicion, segun se indica en la metodologia del capitulo 2b.

La conductancia estomatica (gs) (mmol m~ s!) se midid en 4 momentos del dia
(9, 11, 14, y 18 hs) con porometro (SC-1, Decagon Devices Inc.) en 4 plantas por

tratamiento. Las mediciones se realizaron en tres jornadas, entre el 12 de
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febrero y el 3 de marzo de 2010. Se utilizé un grupo de fasciculos para llenar
totalmente la camara al realizar cada medicion.

El potencial hidrico de las hojas (MPa) se midi6 en tres momentos del dia, al
amanecer, al mediodia y al atardecer, con camara de presion tipo Scholander
(Biocontrol), en 4 plantas por tratamiento, los mismos dias que se midi6 gs. Se
calculé la diferencia de potencial entre las mediciones del amanecer y el
mediodia (AW).

A finales de febrero de 2010, se cortaron ramas de 4 plantas por tratamiento a
la mafiana temprano y se colocaron en un recipiente con agua destilada,
cubiertas con una bolsa de polietileno para permitir la rehidratacion de los
tejidos. Se determind el componente axial de la conductividad hidraulica del
xilema de las mismas (kh) (g m MPa™ s%). Las mediciones se realizaron sobre la
porcion basal de la rama, con conductimetro multicanal (Fernandez et al. 2010).
La perfusion se realizd con agua bidestilada, a la cual se le extrajo el gas en
campana de vacio. Se utilizé una presion de 7,8 kPa. A partir de kh, el area basal
de la porcion medida sin corteza (AX) (m?) y materia seca foliar de cada
individuo (g) se calcularon las conductividades hidraulicas especifica (ks) y foliar

especifica (kl) de la rama, segun se indica en la metodologia del capitulo 2b.

Analisis estadistico

Los datos se analizaron utilizando el analisis de la varianza (ANOVA). Para cada
fecha de medicion, los datos de DAC se analizaron con un analisis de la
varianza, considerando N (-N, +N) y P (-P, +P) como factores principales
(ANOVA factorial) antes de que se impusiera el estrés, y N, P y disponibilidad de
agua (Alta, Baja) como factores principales para los datos de las mediciones
posteriores a la imposicion del estrés.

La fotosintesis neta a cada DFFF, la tasa de expansion foliar y la diferencia de
potencial entre el amanecer y el mediodia (A¥) fueron analizadas utilizando N,
Py disponibilidad de agua como factores principales (ANOVA factorial). Para el
analisis de gs y el potencial hidrico de las hojas se incorporé ademas como
factor el momento del dia en que se realizaron las mediciones. Dado que las
mediciones realizadas en cada momento se llevaron a cabo en individuos

elegidos al azar, se descarto el uso de un analisis de medidas repetidas en el
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tiempo para analizar estas ultimas dos variables, por violarse la condicion de
factor intra-sujeto que contempla dicho analisis (Onofri et al. 2010; Piepho et al.
2004). En el caso de encontrarse efectos significativos (p<0,05), las medias se

compararon con el test de Fisher LSD (p<0,05).

3a.4 - Resultados

No se registraron diferencias en el diametro de las plantas en las mediciones
anteriores al comienzo del estrés hidrico. La baja disponibilidad de agua redujo
significativamente el DAC en las mediciones posteriores al comienzo del estrés
(p<0,001). EL N tuvo efecto significativo sélo en la ultima medicién, las plantas
+N tuvieron significativamente mayor DAC que las plantas -N (p=0,006) (Figura

3a.1). No se encontro interaccion entre factores para ninguna de las mediciones.

15

14 s #N-P Inicio tratamiento ’
———— _N+P estrés hidrico “

13

12

11

DAC (cm)

10

0,9 -

0,8 -

0,7 T T T T T T T
jun/09  jul/09 ago/09 sep/09 oct/09 nov/09 dic/09 ene/10 feb/10

Figura 3a.1: Evolucion del diametro a la altura del cuello (DAC) en el tiempo para
los diferentes tratamientos (n=48). Los simbolos llenos indican alta
disponibilidad de agua y los vacios, baja disponibilidad de agua, a partir del 1 de
octubre de 2010.
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La fertilizacion con N aumento la fotosintesis neta a las dos DFFF analizadas,
dependiendo de la disponibilidad de agua que tuvieron las plantas (interaccion
N x disponibilidad de agua) (Tabla 3a.2). Las plantas con baja disponibilidad de
agua tuvieron igual fotosintesis neta a las dos DFFF analizadas. Las plantas
fertilizadas con N que crecieron con buena disponibilidad de agua tuvieron
significativamente mayor fotosintesis neta que las plantas que no recibieron N,
para ambas DFFF. En general, en las plantas regadas se visualiza una mayor
fotosintesis neta con respecto a las estresadas (Figura 3a.2). Las plantas
estresadas, independientemente de la disponibilidad de N y de la DFFF,
tuvieron una fotosintesis neta similar a la que se registré a DFFF 300 en plantas

sin estrés hidrico.

Tabla 3a.2: Valores de p para la fotosintesis neta (nmol CO, m? s*) a baja

densidad de flujo de fotones fotosintéticos (DFFF) (300 pmol fotones m? s™) y
DFFF saturante (1500 pmol fotones m? s?), considerando al N, al P y ala
disponibilidad de agua como factores principales (ANOVA factorial).

OFFF Factores principales Interacciones
P Agua (H20) NxP NxHx0 PxHx0 NxPxH-0
300 0,086 0,138 0,001 0,609 0,005 0,419 0,585

1500 0,624 0,552 <0,001 0,692 0,006 0,140 0,826
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Figura 3a.2: Fotosintesis neta (A) (nmol CO, m™? s™) para las plantas -N y +N con
alta y baja disponibilidad de agua, a densidad de flujo de fotones fotosintéticos
(DFFF) baja (300 pmol m? s*) y saturante (1500 pmol m? s*) (n=90). Las
diferentes letras minusculas indican diferencias significativas entre medias para
las mediciones a DFFF de 300 (barras lisas). Las diferentes letras mayusculas
indican diferencias significativas entre medias a DFFF 1500 (barras rayadas) (LSD
p<0,05). Las lineas sobre las barras corresponden al error estandar de la media.

Los patrones diarios de la conductancia estomatica y el potencial hidrico de las
hojas, para cada tratamiento, se muestran en la Figura 3a.3 a modo descriptivo.
El potencial hidrico de las hojas fue afectado significativamente por la
disponibilidad de agua y el momento del dia, y no hubo interaccion entre
factores para esta variable. El potencial de las hojas de plantas con baja
disponibilidad de agua (B) fue significativamente menor al registrado con alta
disponibilidad de agua (A) (A: -0,9 MPa; B: -1,7 MPa). El potencial de las hojas
fue igual al amanecer y al atardecer, y disminuyo significativamente al mediodia
(Amanecer: -1 MPa, Mediodia: -1,5 MPa, Atardecer: -1,1 MPa). El P no modifico
este parametro. Aunque las medias por factor no se muestran en graficos, es
posible visualizar estos efectos en la Figura 3a.3. Ninguno de los factores tuvo
efecto significativo para la diferencia entre el potencial hidrico al amanecer y el
mediodia (AW) (Tabla 3a.3).
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Tabla 3a.3: Valores de p para la conductancia estomatica (gs) y el potencial
hidrico de las hojas (Whoa), considerando al N, al P, a la disponibilidad de agua y
al momento del dia como factores principales, y la diferencia entre el potencial
hidrico de las hojas al amanecer y al mediodia (A¥), considerando sélo a los
factores N, P y disponibilidad de agua (ANOVA factorial).

[nizgg;?;nees 9° Phoja av
N"”‘(ﬁﬁf”o 0,514 0,339 0,584
Fés(’;f;ro 0,092 0,909 0,292
&%a) <0,001 <0,001 0,307
Momen('lc\:':')del dia 0,001 <0,001
N x P 0,325 0,167 0,094
N X H,0 <0,001 0,654 0,795
N x M 0,800 0,582
P x Hy0 0,811 0,609 0,340
PxM 0,784 0,683
H,0 x M 0,002 0,513
N x P x H,0 0,591 0,577 0,345
N X P x M 0,987 0,570
N x H,0 x M 0,162 0,911
P x HyO x M 0,803 0,646

N x P xH,OxM 0,785 0,781
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Figura 3a.3: Patrones diarios de la conductancia estomatica (gs) (n=384) y el
potencial hidrico de las hojas (MPa) (n=288), para los diferentes tratamientos.
Los simbolos llenos indican alta disponibilidad de agua y los vacios, baja
disponibilidad de agua. Las barras sobre las lineas corresponden al error estandar
de la media.

La conductancia estomatica vari6 significativamente con la disponibilidad de N
y el momento del dia, dependiendo de la disponibilidad de agua (interacciones
N x disponibilidad de agua, y momento del dia x disponibilidad de agua). EL P
no modifico este parametro (Tabla 3a.3). Entre las plantas con buena

disponibilidad de agua, las fertilizadas con N tuvieron mayor gs diaria que las
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que no recibieron N. En las plantas con baja disponibilidad de agua el
comportamiento fue inverso: las fertilizadas con N tuvieron significativamente
menor gs. Por otro lado, las plantas con buena disponibilidad de agua tuvieron
significativamente mayor gs que las estresadas en todos los momentos del dia.
Ademas, las plantas con buena disponibilidad de agua aumentaron gs en las
mediciones del mediodia con respecto a las 9 horas, mientras que en las
estresadas las diferencias entre momentos de medicion son menores (Figura
3a.4).
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—-N —e— Alta disponibilidad HpO
= +N e - O~ Baja disponibilidad H20
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Figura 3a.4: Conductancia estomatica media para las plantas -N y +N, con alta y
baja disponibilidad de agua (panel izquierdo), y para todos los tratamientos de
fertilizacion juntos en las diferentes horas de mediciéon, con alta y baja
disponibilidad de agua (panel derecho) (n=384). Las diferentes letras indican
diferencias significativas entre medias para cada panel (LSD p<0,05). Las lineas
sobre las barras y los simbolos corresponden al error estandar de la media.

La tasa de expansion foliar aumento significativamente con la disponibilidad de
N y de agua, y no se encontrd interaccion entre factores (Tabla 3a.4 y Figura

3a.5). EL P no modifico este parametro.
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Tabla 3a.4: Valores de p para la tasa relativa de expansién foliar (TEFR) (cm cm™
dia™®), considerando al N, el P y a la disponibilidad de agua como factores

principales (ANOVA factorial).

Factores principales Interacciones
N P Agua (H20) NxP NxH0 PxH0 NxPxH0
0,005 0,123 <0,001 0,380 0,530 0,778 0,748
0,05
b
0,04 Tb
—E 0,03 'T'
E da
€ 002-
0,01 A
0,00 T T
-N +N Alta Baja
Disponibilidad de nitrogeno Disponibilidad de agua

Figura 3a.5: Tasa relativa de expansion foliar (TEFR) para las plantas -N y +N
(panel izquierdo), y para las plantas con alta y baja disponibilidad de agua (panel
derecho) (n=432). Las diferentes letras indican diferencias significativas entre
medias para cada panel (LSD p<0,05). Las lineas sobre las barras corresponden al

error estandar de la media.

Las conductividades hidraulicas de la rama (kh, ks y kl) estuvieron afectadas por
la disponibilidad de agua (Tabla 3a.5). Las plantas con baja disponibilidad de
agua tuvieron significativamente menor kh y kl que las que tuvieron alta
disponibilidad de agua (kh: alta disponibilidad de agua: 0,0078 g m MPa™ s?,
baja disponibilidad de agua: 0,0026 g m MPa’ s ki alta disponibilidad de
agua: 0,0031 g m MPa™ s g, baja disponibilidad de agua: 0,0020 g m MPa* s
gl). Estas medias no se muestran en graficos. La disponibilidad de agua
modifico ks dependiendo de la fertilizacibn con N (interaccion N x
disponibilidad de agua). Mientras que en las plantas con alta disponibilidad de

agua no hubo diferencias entre las que fueron fertilizadas o no con N, en las
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plantas bajo sequia, las que recibieron N tuvieron menos ks que las demas

(Figura 3a.6). EL P no modifico estas variables.

Tabla 3a.5: Valores de p para la conductividad hidraulica (kh) (g m MPa™ s?), la
conductividad hidraulica especifica (ks) (g MPa™® s* m™) y la conductividad
hidraulica foliar especifica (kl) (g m MPa® s' g?) del lefio de la rama,
considerando al N, al P y a la disponibilidad de agua como factores principales
(ANOVA factorial).

Factores principales Interacciones
N P Agua (H;0) NxP NxH0 PxH0 NxPxH-0
kh 0675 0973 <0,001 0,310 0,723 0,285 0,869
ks 0,019 0318 <0,001 0,666 0,043 0,538 0,728
ki 0221 0859 <0,001 0496 0,209 0,582 0,248
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Figura 3a.6: Conductividad hidraulica especifica (ks) de la rama, para las plantas -
N y +N con alta y baja disponibilidad de agua (n=32). Las diferentes letras
indican diferencias significativas entre medias (LSD p<0,05). Las lineas sobre las
barras corresponden al error estandar de la media.
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3a.5 - Discusion

Efecto de (a fertilizacion y la sequia en el intercambio de gases

La fertilizacion con N aumenté la tasa fotosintética de las plantas con buena
disponibilidad de agua. Este resultado evidencia que, en este sustrato y a
diferencia del suelo pedregoso, las plantas tienen limitacidon de N para la
fotosintesis. Sin embargo, en condiciones de sequia, la fertilizacion con N no
redundd en mayor tasa de fotosintesis, posiblemente porque las limitaciones
hidricas son mayores que la deficiencia de N. Las plantas con baja
disponibilidad de agua tuvieron baja tasa de fotosintesis a alta y baja
irradiancia, independientemente de la disponibilidad N, la cual fue equiparable
a la tasa de fotosintesis que realizd una planta sin fertilizar con buena
disponibilidad de agua a una DFFF de 300 pmoles de fotones m™ s™. Por lo
tanto, las plantas con baja disponibilidad de agua, tuvieron una tasa
fotosintética baja durante todo el dia, comparable a la que realizan las plantas
sin fertilizar y con buena disponibilidad de agua en las horas de menor
disponibilidad de luz (Figura 3a.2).

El estrés por sequia indujo el cierre estomatico parcial. Las plantas con baja
disponibilidad de agua tuvieron una gs baja y similar a lo largo del dia, con un
pequefio incremento a las 11 horas. La gs de las plantas con alta disponibilidad
de agua tuvo valores altos que se mantuvieron entre las 11 y las 14 horas, pero
en general fue mayor en todos los momentos de medicion comparada con la de
las plantas con baja disponibilidad de agua (Figura 3a.4).

La conductancia estomatica media diaria aumento en las plantas fertilizadas con
N con buena disponibilidad de agua (Figura 3a.4). Este aumento puede estar
relacionado con la funcion de la transpiracion de movilizar iones de la solucion
del suelo hacia la rizosfera en suelos con baja disponibilidad de nutrientes pero
sin restricclones hidraulicas. La mezcla de suelo utilizada tiene una
conductividad hidraulica a saturacion (Ksuelo) diez veces superior a la que
posee el suelo pedregoso (Tablas 3a.l y 2b.1). En las plantas con baja
disponibilidad de agua, la gs media diaria disminuyd con la presencia de N,
similar a lo observado en el suelo pedregoso de baja conductividad hidraulica

(Capitulo 2b). Posiblemente, cuando el suelo esta seco, como la conductividad
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del mismo disminuye, el aumento en gs no traerla aparejado mayor
disponibilidad de nutrientes en la rizosfera, y en consecuencia en la planta se
desencadenan sefales que redundan en una estrategia mas conservativa del
agua, segun se analizara en el apartado siguiente.

Estos resultados concuerdan con los hallados en las plantas de AP. taeda
creciendo en arena y con buena disponibilidad de agua, en los que la tasa
fotosintética aumentd con el aumento de la disponibilidad de N, aunque en ése
caso no hubo aumentos en gs relacionados a la mayor disponibilidad de agua
(Green y Mitchell 1992). En el mismo ensayo, la tasa fotosintética disminuyo6 en
las plantas a medida que se redujo la disponibilidad de agua, pero la
disponibilidad de N no tuvo efecto en esta respuesta (Green y Mitchell 1992).
Estos autores concluyen que la adicion de N no afectaria el mejor estado hidrico
de las plantas bajo situaciones de sequia, como se reporta en otros estudios

con coniferas (Linder et al. 1987; Myers 1988).

Efectos de la fertilizacion y la sequia en el potencial hidrico y la conductividad
hidraulica

No se observo influencias de la fertilizacion sobre el potencial hidrico de las
aciculas, el cual disminuy6 significativamente en las plantas con baja
disponibilidad de agua, en todos los momentos de medicién.
Independientemente de la disponibilidad de agua, el potencial hidrico de las
aciculas fue menor al mediodia (Figura 3a.3) y no se encontraron diferencias en
la caida de potencial entre el amanecer y el mediodia. Esto demuestra un
comportamiento isohidrodinamico de todos los tratamientos, es decir, que los
cambios encontrados en los potenciales al amanecer y al mediodia
respondieron a la disponibilidad de agua en el suelo, pero la diferencia entre
estos dos potenciales se mantuvo constante (Franks et al. 2007; Gonzalez-
Benecke y Martin 2009) (Tabla 3a.3).

La mayor tasa de expansion foliar en las plantas con buena disponibilidad de
agua (Figura 3a.5) puede relacionarse con la mayor turgencia celular debido al
buen estado de hidratacion de los tejidos (Figura 3a.3), que a la vez esta
acompafnada de una elevada disponibilidad de fotoasimilados, derivados de

altas tasas fotosintéticas (Figura 3a.2) y una elevada conductancia estomatica
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(Figura 3a.4). Entre las plantas con baja disponibilidad de agua, las fertilizadas
con N tuvieron una mayor tasa de expansion foliar que las demas (Figura 3a.5),
esto coincide con lo observado en el suelo pedregoso (Capitulo 2b). Dado que
la fotosintesis neta no varidé con la fertilizacidon en condiciones de baja
disponibilidad de agua (Figura 3a.2), seguramente la mayor tasa de expansion
foliar se relacione, en este caso, con una mayor estabilidad en el contenido
hidrico de las células de los tejidos en expansion como consecuencia del cierre
estomatico parcial (Figura 3a.4).

La conductividad hidraulica especifica del xilema (ks) de las ramas disminuyé
significativamente con la baja disponibilidad de agua (Figura 3a.6). Como estas
mediciones se realizaron sin remover los embolismos, este resultado puede
reflejar cambios anatomicos y/o embolismos permanentes como consecuencia
del estrés hidrico. La fertilizacion con N con baja disponibilidad de agua redujo
aun mas ks (Figura 3 a.6). Posiblemente esta reduccion en la capacidad de
conducir agua de las ramas sea la causa de la reduccidon en gs observada en
estas plantas (Figura 3 a. 4) que, en consecuencia, mantienen similar potencial

hidrico y mayor tasa de expansion foliar que las plantas no fertilizadas.

Efectos de la fertilizacion y la sequia en el crecimiento

La baja disponibilidad de agua tuvo un marcado efecto en el crecimiento de las
plantas y en las variables fisiologicas analizadas (Figura 3a.1). En cuanto a la
fertilizacion, la adicién de P no tuvo efectos significativos en el crecimiento
(Figura 3a.1) ni la fisiologia. La adicién de N modificé la fisiologia, en algunos
casos interactuando con la disponibilidad de agua, y mejord el crecimiento en
DAC de las plantas (Figura 3a.1). Seguramente estas respuestas se relacionen
con que el sustrato utilizado tiene un alto contenido de P en relacion al
contenido de N (Tabla 3a.1). Las respuestas encontradas en crecimiento en este
ensayo son similares a las reportadas en multiples ocasiones para la especie en
sittos con suelos de textura gruesa y escasa disponibilidad de nutrientes
(Albaugh et al. 2008; Albaugh et al. 2004; Samuelson et al. 2008b). Sin embargo,
la respuesta al P suele ser mayor dado que los sitios son limitantes en este

nutriente a diferencia del sustrato utilizado en este ensayo.
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Bajo estas condiciones experimentales, no se observo efecto depresivo del N en
el crecimiento. Por un lado, la alta tasa fotosintética (Figura 3a.2) y la mayor
conductancia estomatica (Figura 3a. 4) de las plantas con buena disponibilidad
de agua y N permitieron un mayor crecimiento en DAC. En este caso, la mayor
expansion foliar (Figura 3a.5) seguramente se relacione con una mayor
disponibilidad de fotoasimilados y la elevada conductividad hidraulica del suelo
y del xilema que permiten abastecer de agua a las hojas y compensar las
pérdidas por transpiracion.

Por otro lado, las modificaciones hidraulicas en las plantas expuestas a baja
disponibilidad de agua y fertilizadas con N permitieron que el crecimiento sea
mayor con respecto a las no fertilizadas con este nutriente. Las disminuciones
observadas en ks de las plantas bajo sequia (Figura 3a.6), en el caso de las
plantas fertilizadas con N, fue parcialmente compensado con la reduccién de gs
(Figura 3a4). Este cierre estomatico parcial permiti6 mantener una tasa de
expansion foliar mayor a la de las plantas no fertilizadas con N (Figura 3a.4).
Estos cambios son parte de la respuesta integral del individuo que permiten
equilibrar su sistema hidraulico con la baja conductividad hidraulica del sustrato
cuando los potenciales disminuyen (Hacke et al. 2000).

Las modificaciones hidraulicas encontradas en las plantas estresadas vy
fertilizadas con N son similares a las halladas en las plantas fertilizadas con N
que crecieron en suelo pedregoso (Capitulo 2b). La disminucion de la
conductividad del xilema y la menor conductancia estomatica en estas plantas
son respuestas relacionadas a un bajo abastecimiento de agua a la parte aérea
de la planta. Los resultados de este capitulo indican una tendencia a un patron
isohidrico de las plantas fertilizadas con N ante la falta de agua, a partir de
mecanismos de ajuste en la arquitectura hidraulica, al igual que lo encontrado
por Ewers et al. (2000) en plantas fertilizadas y sin riego en un experimento a

campo, ubicado en un sitio con suelo arenoso y con baja fertilidad.
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3a.6 - Conclusiones

A partir de los resultados obtenidos se puede concluir que el efecto depresivo
de la fertilizacion con N no se manifiesta en este sustrato de textura gruesa y
con bajo contenido de este nutriente. Se observd una respuesta favorable en
crecimiento a la fertilizacion con N, mientras que la adicion de P no afectd el
crecimiento ni la arquitectura hidraulica, dado que seguramente no fue
limitante para las plantas en este sistema.

Algunas respuestas fisiologicas encontradas en las plantas fertilizadas con N y
baja disponibilidad de agua son similares a las halladas en las plantas
fertilizadas con N creciendo sobre suelo pedregoso de Capitulo 2.b, por lo cual
se deduce que las plantas fertilizadas con N en el suelo pedregoso, aun en
buenas condiciones de disponibilidad hidrica, desarrollan cambios fisiologicos y
en particidon de materia seca en respuesta a la fertilizacidon que modifican el
sistema hidraulico de la planta de manera analoga a lo producido bajo estrés

por sequia en un suelo con elevada conductividad hidraulica.
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Fertilizacion dispersa y localizada: modificaciones de la arquitectura

hidraulica

3b.1 - Resumen

La disposicion espacial del fertilizante, ademas de la dosis aplicada, puede
generar cambios en las respuestas morfolégicas y fisiologicas. El objetivo de
este capitulo fue conocer si el sistema radical de P. taeda tiene capacidad de
responder a parches ricos en nutrientes, tanto a nivel de raiz, como en la
capacidad de conducir agua de la planta entera. Se evaluo el crecimiento y el
consumo Y la capacidad de conducir agua de plantas fertilizadas con N o con P,
con respecto a plantas sin fertilizar, que crecieron en contenedores con un
sistema de raices divididas. Se utilizd un sustrato de escasa fertilidad y alta
conductividad hidraulica. La aplicacion de la dosis de fertilizante se realizo,
dependiendo del tratamiento, mezclado en los dos compartimentos de la
maceta (aplicacion dispersa), o localizado en un solo compartimento (aplicacion
localizada). La dosis de fertilizante fue la misma en ambos tratamientos,
independientemente de la forma de aplicacion.

La distribucion espacial del fertilizante no tuvo influencia en el crecimiento. La
fertilizacion con P aumenté todos los compartimentos de materia seca con
respecto al testigo, mientras que el N incrementd la materia seca de hojas. La
fertilizacion modifico significativamente el area foliar especifica (AFE). Por otro
lado, la fertilizacién con N modifico la relacion entre la materia seca de hojas y
la de raices finas. La fertilizacion con P aumento el area foliar de los individuos.
Este cambio se relaciond a un aumento en la conductancia hidraulica del
vastago que derivé en un aumento de la conductancia a nivel individuo. La
fertilizacion con N no produjo cambios significativos en el area foliar por
individuo, sin embargo generd una reduccion proporcional de la masa de raices
absorbentes en relacion a la masa de hojas, que se relacioné con un aumento
de la conductancia hidraulica de la raiz. Las modificaciones de las caracteristicas
hidraulicas de las plantas fertilizadas no implicaron un aumento en el consumo
de agua relativo a la materia seca de los individuos, es decir que las plantas

consumieron proporcionalmente la misma cantidad de agua.
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3b.2 - Introduccion

La eleccion del modo de aplicacion de los fertilizantes a campo depende en
gran medida de los costos y de la efectividad de la practica. Dentro de la gran
gama de formas existentes para aplicar fertilizantes, podemos diferenciar a las
aplicaciones superficiales y dispersas sobre el suelo de las aplicaciones
localizadas y en profundidad. En general, en Argentina la aplicacion de
fertilizantes durante el establecimiento de la plantacién, en caso de realizarse,
se efectla en forma manual y de manera localizada en cada arbol, en orificios al
costado del cuello de la planta que luego son tapados con tierra. Este tipo de
aplicacion minimiza el contacto entre el fertilizante y el suelo, reduciendo de
esta manera la inmovilizaciéon del mismo (Fernandez et al. 2000a). A la vez,
implica que un sector del sistema radical esta expuesto a una dosis muy elevada
del nutriente aplicado, mientras que otro sector estd a concentraciones
sensiblemente menores. La exposicion del sistema radical de plantas que crecen
en sustratos de baja fertilidad a parches ricos en un nutriente en particular,
como ocurre en el caso de la fertilizacion localizada, puede generar por un lado,
una mayor proliferacion de raices en el parche que permitiria tomar el nutriente.
Por otro lado, el aumento de la exploracion radical fuera del parche permitiria
adquirir el resto de los nutrientes que son limitantes. El balance entre estas dos
respuestas modulan la morfologia del sistema radical (Graciano et al. 2009). La
aplicacion del fertilizante de manera dispersa, es decir, distribuido en el suelo
alrededor de la planta, aumenta la concentracion en la rizosfera del nutriente
aplicado, y todo el sistema radical esta expuesto a una dosis intermedia entre la
que se encuentra en el suelo no fertilizado, y la concentracion en el sector del
suelo en que se aplica el fertilizante localizado. Por lo tanto, es probable que la
respuesta de la planta sea diferente a la que se evidencia con la fertilizacion
localizada. Posiblemente, se producira un crecimiento de las raices mas parejo
en todo el volumen de suelo, y no se produciran las tipicas respuestas a los
parches ricos en nutrientes (Hodge 2006).

En el marco de la teoria que postula que una de las funciones de la corriente
transpiratoria es movilizar nutrientes por flujo masal desde el suelo a la

rizésfera, la existencia de un parche rico en nutrientes puede aumentar la
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conductividad hidraulica de las raices de ese sector (Gloser et al. 2009; Gorska
et al. 2010; Gorska et al. 2008a; Gorska et al. 2008b). El cambio en la capacidad
conductiva de las raices podria desencadenar modificaciones en la capacidad
conductiva del vastago, ya que es necesaria una coordinacion entre los distintos
organos que componen la planta. Por lo tanto, la disponibilidad de nutrientes
en el suelo puede tener implicancia en la transpiracion de las plantas y
modificar la eficiencia en el uso del agua (Cramer et al. 2009).

El objetivo de este capitulo fue conocer si el sistema radical de P. taeda tiene
capacidad de detectar parches ricos en nutrientes y generar respuestas a estos
parches, tanto a nivel de raiz, como en la capacidad de conducir agua de la
planta entera.

Hipotesis: Las plantas responden a la mayor disponibilidad de nutrientes
aumentando su crecimiento, pero la distribucion espacial del fertilizante
desencadenara cambios en la conductividad hidraulica de los tejidos, y
consecuentemente la arquitectura hidraulica de las plantas sera diferente segun

el modo de aplicacion del fertilizante.

3b.3 - Metodologia

Condliciones de crecimiento

El ensayo se instalo a principios de septiembre de 2011 en el invernaculo del
INFIVE, La Plata, Buenos Aires. Se utilizaron 70 contenedores de 1,7 litros. Los
contenedores estaban formados por dos compartimentos iguales para disponer
el sistema radical dividido en dos mitades (Figura 3b.2). Uno de los
compartimentos se denomino “lateral” (CL) y el otro “principal” (CP). En el
compartimento “lateral” se ubicd solo raiz fina lateral y en el denominado
“principal” se dispuso la raiz pivotante (Figura 3b.1). El sustrato fue una mezcla
2:1 de arena y suelo pedregoso. Se trabajo con plantas de 4 meses de edad
obtenidas a partir de semillas de la familia M20 (PMG INTA Montecarlo) (ver
informacion detallada de la familia en Capitulo 4). A mediados de septiembre
de 2011 se realizo el trasplante. Los fertilizantes se colocaron al momento de

ubicar las plantas en los contenedores. Las plantas fueron fertilizadas con N o
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con P, con dos modos de aplicacion, y se dejé un testigo sin fertilizar. Los
tratamientos fueron: P con aplicacion dispersa (PD), P con aplicacion localizada
(PL), N con aplicacion dispersa (ND), N con aplicacion localizada (NL) y testigo
sin fertilizar (T). En los tratamiento L y D la dosis aplicada fue la misma, pero en
el tratamiento L el fertilizante se aplico solo en una mitad del sistema de raices
divididas, mientras que en el tratamiento D la misma dosis se mezclé con el
suelo que se utilizd para rellenar las dos mitades del contenedor. En los
tratamientos con aplicacion localizada, el fertilizante se colocd solo en el
compartimento “lateral”, es decir, el que no contenia la raiz pivotante, segun se
indica en la Figura 3b.1. Se destinaron 14 plantas a cada tratamiento. A las
plantas fertilizadas con N se les aplico 1 g de urea granulada (46-0-0), y a las
fertilizadas con P, 3 g de superfosfato triple de calcio (SFT) (0-96-0).

Las plantas fueron regadas peridodicamente dependiendo de la humedad
observada en la maceta, con cantidad de agua suficiente para humedecer todo
el sustrato. En cada momento de riego, todas las plantas recibieron la misma
cantidad de agua. El ensayo culmin6 a mediados de febrero de 2012, tuvo una

duracién de cinco meses y medio.

TRATAMIENTO DISPERSC  TRATAMIENTO LOCALIZADO

* o o f* 4 @

W PRINCIPAL § LATERAL § K PRINCIPAL | LATERAL j

Figura 3b.1: Esquema de la forma de aplicacion de los fertilizantes en los
contenedores.
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|

Figura 3b.2: Vista de los individuos al momento de la instalacién (foto a la
izquierda y central) y finalizacién del ensayo (foto a la derecha).

Medlcion de consumo de agua

A mediados de enero, se estimé el consumo de agua diario para cada individuo
por diferencia gravimétrica. Todos los contenedores se cubrieron con una capa
de bolitas de poliestireno expandido de 2 cm de espesor para evitar la
evaporacion de agua desde el suelo. Ademas, se registro la pérdida de agua por
evaporacion en dos contenedores con el mismo sustrato pero sin planta para
corregir el consumo por las pérdidas de agua por evaporacion directa. Las
macetas se regaron a saturacion y a la mafana siguiente se pesaron con una

precision de 0,01 g. Cuatro dias después se repitio la operacion.

Medliciones de conductancias y conductividades hidraulicas

Para evaluar si la fertilizacion y la forma de aplicacion de los fertilizantes
produjo modificaciones en las caracteristicas hidraulicas de las plantas se midio
la conductancia hidraulica del vastago (Kv), de la raiz (Kr) y de la planta (Kp), y
las conductividades hidraulica (kh), especifica (ks) y foliar especifica (kl) del tallo
en 6 individuos por tratamiento.

Las plantas fueron regadas en abundancia la noche anterior a la medicion. Por
la mafiana se descalzaron, cuidando que el sistema radical quede intacto, y se
cortd bajo agua la parte aérea por encima del cuello. La conductividad
hidraulica (kh; g m MPa™ s) del tallo y la resistencia hidraulica del vastago (Ry;

MPa s g) se determinaron con el método de flujo estacionario a baja presion
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(SSFM), el cual utiliza la caida de presion a través de un tubo de resistencia
conocida para medir la velocidad de flujo en el segmento de tallo o vastago,
junto con la presion en la conexidn del vastago (Brodribb y Feild 2000;
Zwieniecki et al. 2000) (Figura 3b.3). La perfusién se realizd con agua
bidestilada, a la cual se le extrajo el gas en campana de vacio. Se utilizd una
presion de 4,5 kPa. La resistencia hidraulica del vastago se midié cuando el flujo
estuvo estable. Luego de la medicion de Rv, se cortd la porcion terminal con
hojas de la planta y se procedié a la medicién de la conductividad (kh) de la
porcion basal del tallo (aproximadamente 5 cm de largo).

A partir de R se calculd su inversa, la conductancia hidraulica del vastago (Kv):
Kv (g MPa™ts™?) = 1/Rv

La conductividad hidraulica especifica (ks; g MPa™ s m™) y la conductividad
hidraulica foliar especifica (kl; g MPa™ s m™) se calcularon a partir de kh y el
area transversal del tallo o el area foliar soportada por el tallo, respectivamente.
La conductancia del sistema radical (Kr; g MPal s1) se midi6 mediante
presurizacidon en camara de presion de Scholander. El sistema radical se
introdujo en un recipiente con agua y el conjunto se introdujo en la camara de
presion. El cuello de la planta quedoé expuesto al exterior a través del tapon. La
camara se presurizd a una presion constante, suficiente para que se visualice la
salida de liquido por el extremo cortado (aproximadamente 0,5 MPa). Durante
una cantidad de tiempo medida (1 o 2 minutos) se recolectd el agua que salia
por el extremo de la raiz con un hisopo de algodon previamente pesado. Para
determinar la cantidad de agua recolectada se calculd la diferencia entre el
peso humedo y seco del hisopo, el cual se pesé con una precision de 0,001 g.
Se minimiz6 la pérdida de liquido por evaporacion, manteniendo el hisopo
dentro de un tubo tipo Eppendorf en cada pesaje y durante la recoleccion. Con
la cantidad de agua calculada gravimétricamente y el tiempo se calculo el flujo
total (F; g s%). A partir del F y el gradiente de potencial de presién entre la

camara y la atmosfera (AP; MPa) se calculo Kr:

Kr (g MPa™*s™®) =F /AP
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A partir de la conductancia hidraulica del vastago (Kv) y la raiz (Kr) se calculo la

conductancia de la planta (Kp) (Tyree y Zimmermann 2002):
Kp = 1/(1/ Kr + 1/Kv)

Luego, Kv, Kr y Kp se estandarizaron por la cantidad de tejido con mas
importancia funcional para la variable. Kv se estandarizdo con el area foliar
soportada por el vastago (g MPa™ s m™), Kr se estandarizé con la materia seca
de raices finas del sistema radical y Kp se estandarizoé con la materia seca total
del individuo (g MPa's™g™).

Figura 3b.3: Vista del medidor de flujo estacionario durante la medicién de la
conductancia hidraulica del vastago y la conductividad hidraulica del tallo.
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Medliciones morfologicas y de crecimiento

Una vez concluido el ensayo, y luego de realizadas las mediciones hidraulicas,
se determind el peso seco por compartimentos (tallo, hojas, raiz pivotante, raiz
fina lateral y raiz fina unida a la raiz pivotante) de todos los individuos y se
establecieron las relaciones de asignacién de materia seca. El material fue
secado en estufa a 65 + 5 °C y pesado con una precision de 0,01 g.

Para evaluar cambios en el area foliar especifica se utilizo como estimador a la
longitud foliar especifica, es decir los cm lineales por g de acicula. Se asumié
que el ancho de la acicula fue constante entre tratamientos, dado la
homogeneidad del material al momento de procesar las muestras. Por lo tanto,
se consideré que los cambios en la longitud foliar fueron equivalentes a los
cambios en area foliar proyectada. De cada tratamiento se cortaron al menos 50
porciones de acicula de 5 cm de longitud, se secaron en estufa a 65 £ 5 °C
hasta peso constante y luego fueron pesadas en grupos de 5 porciones con una
precision de 0,0001 g. Se calculé el area foliar especifica (AFE) (cm? g) y a

partir de ésta y el peso seco de las hojas (g), el area foliar (cm?) por individuo.

Analisis estadistico

Para evaluar si la distribucion espacial del fertilizante afecté el crecimiento y las
variables hidraulicas de las plantas, dependiendo del nutriente aplicado, se
realizd un analisis de las varianza (ANOVA factorial) (0=0,05) considerando la
forma de aplicacion (Disperso y Localizado) y el nutriente aplicado (N y P) como
factores principales. En el caso de las conductancias hidraulicas del vastago, la
raiz y la planta, estandarizadas y no estandarizadas, se utilizd un analisis de
covarianza (ANCOVA factorial).

Dado que para ninguna variable se encontro diferencias entre las formas de
aplicacion para cada nutriente, los datos de materia seca por compartimentos,
area foliar especifica, conductividad hidraulica del tallo (kh, ks y ki) vy
conductancias hidraulicas estandarizadas y no estandarizadas se analizaron con
el analisis de la varianza, utilizando como factor de clasificacion el nutriente
aplicado (T, N y P) (ANOVA simple). Este modo de analisis permitié incorporar al

testigo sin fertilizar en la comparacion.
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Las relaciones de materia seca y el consumo de agua por individuo se
analizaron con un analisis de covarianza (ANCOVA), utilizando el nutriente
aplicado como factor de clasificacion y la materia seca total del individuo como
covariable, dado que estas variables se modifican con el tamafo de la planta
(Maseda y Fernandez 2006). De la misma manera, los datos de conductancia
hidraulica del vastago, la raiz y la planta entera, estandarizadas y no
estandarizados, se analizaron con un analisis de covarianza, utilizando la
materia seca de cada compartimento como covariable para considerar el efecto
del tamafo del 6rgano en la conductancia hidraulica del mismo.

En todos los analisis realizados, cuando se encontraron diferencias significativas,
las medias se compararon con el test de comparacién de medias Fisher LSD
(p<0,05).

3b.4 - Resultados

Efecto de la disposicion espacial del fertilizante en el crecimiento y en las
variables hidraulicas

La forma de aplicacion del fertilizante no afecté ninguno de los compartimentos
de materia seca ni las variables hidraulica analizadas (Tablas 3b.1y 2).

La fertilizacién con P aumentd la materia seca de todos los compartimentos
(Tabla 3b.1), la conductividad hidraulica del tallo (kh), y las conductancias
hidraulicas del vastago (Kv) y la planta entera (Kp) estandarizadas y no
estandarizadas, comparado con la aplicacion de N (Tabla 3b.2). Este analisis no
permite incorporar al testigo sin fertilizar, porque no tiene dos disposiciones
espaciales. En los apartados siguientes se analiza el efecto del N y del P, sin
considerar el modo de aplicaciéon, ya que no fue una fuente de variacion

significativa, y se incluye en el analisis al testigo sin fertilizar.
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Tabla 3b.1: Medias y valores de p para todos los compartimentos de materia seca,
considerando el nutriente aplicado (N o P) y la forma de aplicacién (D o L) como
factores principales (ANOVA factorial). Las letras indican diferencias
significativas entre medias, para cada compartimento y factor (LSD p<0,05).

Factores principales Interaccion
Nutriente Aplicacion Nut. x Apl.
N P p D L p p
Hojas 29 38 <0001 34 33 0633 0,224
Tallo 12 17 <0001 15 15 0622 0,164
Vastago 42 55 <0001 49 48 0621 0,191
piviiézn te 05 06 0177 06 06 0654 0,083

RaizfinaCP 06 08 0,022 07 07 0624 0,163
RaizfinaCL 04 06 <0001 05 05 0,251 0,159
Raicesfinas 10 14 <0001 12 12 0901 0,605
Raiz total 1,5 2 <0001 18 17 0814 0,348
Total 57 75 <0,001 67 65 0,666 0,218
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Tabla 3b.2: Medias y valores de p para la conductividad hidraulica (kh) (g m MPa’
! 1), la conductividad hidraulica especifica (ks) (g MPa® s m?) y la
conductividad hidraulica foliar especifica del lefio (kl) (g MPa® s* m™). Estas
variables se compararon por ANOVA factorial, considerando nutriente (N o P) y
modo de aplicacion (D o L) como factores principales. Medias calculadas y
valores de p para la conductancia hidraulica del vastago (Kv) (g MPa™ s™), la raiz
(Kr) y la planta (Kp), y para las conductancias hidraulicas estandarizadas Kv:AF,
Kr:MS raiz fina y Kp:MS total. Estas variables se analizaron por ANCOVA factorial,
considerando nutriente (N o P) y modo de aplicacion (D o L) como factores y la
materia seca (MS) de cada compartimento como covariable.

Factores principales Interaccion
_ o Cov.
Nutriente Aplicacion Nut. x Apl.
(MS)
N P p D L 1% p 1%
kh 0,012 0,019 0,006 0,015 0,016 0,852 0,381
ks 1,48 163 0214 151 16 0464 0,418
kl 0,04 0,05 0,181 0,04 0,05 0,736 0,259
Kv 3,50E-04 7,20E-04 0,01 5090E-04 4,80E-04 0,256 0,63 0,135
Kr 0,0020 0,0022 0404 00020 00022 0,325 0,011 0,351
Kp 3,20E-04 5,80E-04 0,045 510E-04 390E-04 0,152 0,532 0,241
Kv:AF 110E-07 1,90E-07 0,003 180E-07 1,30E-07 0,346 0,067 0,126
KI: : MS 0,0025 00019 0073 0,0021 0,0024 0,233 0,57 0,442
raiz fina
Kp: MS
total 520E-05 9,60E-05 0,025 830E-05 6,60E-05 0,206 0,131 0,255

Efecto de [a fertilizacion en el crecimiento y distribucion de materia seca

A partir de los resultados anteriores, que indican que la forma de aplicacion del
fertilizante no afectd el crecimiento ni las conductancias y conductividades
hidraulicas analizadas, para profundizar el analisis del efecto de la fertilizacion e
incluir al testigo sin fertilizar, la forma de aplicacion no se consideré en el
siguiente analisis de las variables de crecimiento e hidraulicas.

La fertilizacion con P aumento significativamente todos los compartimentos de
materia seca con respecto a las plantas sin fertilizar, mientras que el N solo
incrementd significativamente la materia seca de hojas, vastago y total con
respecto al testigo (Tabla 3b.3). La modificacion diferencial de los

compartimentos aéreos y subterraneos en respuesta a la fertilizacion con N se
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evidencio ademas en el analisis de las relaciones de materia seca. Los cambios
en la relacion MS aérea:MS raiz, se deben sélo a cambios en el tamafo de los
individuos, pero no hay un efecto del fertilizante independiente del cambio de
tamafio (Tabla 3b.4). Sin embargo, la fertilizacién con N aumento la relacion
entre la materia seca de hojas y la de raices finas, independientemente del
tamano de las plantas. Es decir que la aplicacion de este nutriente redujo
significativamente la proporcion de tejido absorbente con respecto a la
cantidad de tejido transpirante, respecto a las plantas sin fertilizar (Tabla 3b.4).
Ademas, en este tratamiento se redujo significativamente la proporcion de
raices finas en relacion a la materia seca de raiz pivotante, independientemente

de la materia seca del individuo (Tabla 3b.4).

Tabla 3b.3: Medias y valores de p para todos los compartimentos de materia seca,
comparados por ANOVA simple, considerando el nutriente aplicado (C, N o P)
como factor. Las diferentes letras indican diferencias significativas entre medias
para cada compartimento (LSD p<0,05).

Nutriente

T N P p
Hojas 22a 29b 38¢C <0,001
Tallo principal 10a 12a 17b <0,001
Materia Vastago 32a 42b 55c <0,001
seca Raiz pivotante 04a 05a 06b <0,001
(@) Raices finas 08a  10a  14b  <0,001
Raiz total 12a 15a 20b <0,001

Total 45a 57b 75c <0,001
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Tabla 3b.4: Medias corregidas y valores de p para el tratamiento y la covariable,
para las relaciones entre compartimentos de materia seca (g g*), considerando al
nutriente aplicado como factor principal y la materia seca total del individuo
como covariable (ANCOVA simple). Las diferentes letras indican diferencias
significativas entre medias (LSD p<0,05).

Factor Nivel MS aérea}n : MS hpja_s : MSIra[z_ fina:
MS subterranea MSraizfina  MS raiz pivotante
T 2,64 2,65 a 226 b
Nutriente N 2,66 315 b 1,84 a
P 2,76 293 ab 227 b
p 0,652 0,030 0,012
CO‘E;r;"’;ble o <0,001 0,066 0,044

La fertilizacion disminuy¢ el area foliar especifica. Las plantas fertilizadas con P
tuvieron mayor area foliar total y aciculas con menor AFE que las plantas no
fertilizadas o fertilizadas con N. Las aciculas de las plantas fertilizadas con N
tuvieron menor AFE que las de las plantas testigo, pero no hubo diferencias
significativas entre estos tratamientos en el area foliar total por individuo (Tabla
3b.5).

Tabla 3b.5: Medias y valores de pfara el area foliar especifica (AFE) (cm®g™?) y el
area foliar por individuo (AF) (cm®), considerando el nutriente aplicado (C, N o P)
como factor (ANOVA simple). Las diferentes letras indican diferencias
significativas entre medias para cada variable (LSD p<0,05).

AFE AF
(cm?g™ (cm?)

T 13035 ¢ 29278 a
N 11342 b 33305 a
P 10922 a 41424 b
p <0,001 <0,001

Nutriente
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Efecto de la fertilizacion en el consumo de agua

El consumo de agua por individuo fue similar entre tratamientos (p=0,353)
(Figura 3b.5) y covarié fuertemente con la materia seca total de las plantas
(p=0,002). EL P y el N redujeron significativamente la cantidad de agua
consumida por g de hoja con respecto al testigo, pero no se diferenciaron entre
st (p=0,036) (Figura 3b.4). El consumo de agua normalizado por area foliar no se

modifico con la fertilizacion (p=0,693) (Figura 3b.4).
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Figura 3b.4: Consumo de agua por individuo (g), por materia seca de hojas (g g™)
y por area foliar (g cm™), para cada nutriente aplicado (n=70). Las diferentes
letras indican diferencias significativas entre medias para cada panel (LSD
p<0,05). Las lineas sobre las barras corresponden al error estandar de la media.
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Efecto de la fertilizacion en las conductancias y conductividades hidraulicas

La conductividad hidraulica del lefio fue significativamente mayor en las plantas
fertilizadas con P (p=0,001); sin embargo, al estandarizar ésta variable por el
area del xilema (ks) y el area foliar (kl), no se encontraron diferencias entre las
plantas fertilizadas y el tratamiento testigo (p=0,181 y 0,057, respectivamente)
(Figura 3b.5).

Las conductancias hidraulicas del vastago (Kv) y la planta entera (Kp) fueron
significativamente mayores en las plantas fertilizadas con P, y no se encontro
covarianza significativa de estas variables con la materia seca. La conductancia
hidraulica de la raiz, covario significativamente con la materia seca del sistema
radical, y no hubo efecto del nutriente aplicado sobre la variable (Figura 3b.6,
Tabla 3b.6). Sin embargo, la conductancia hidraulica de la raiz por g de raiz fina
no covarié con la materia seca del sistema radical y fue significativamente
mayor en las plantas fertilizadas con N en relacion a las testigo y las fertilizadas
con P. La Kv por unidad de AF y Kp por unidad de peso de planta aumentaron
significativamente con la fertilizaciéon con P en comparacién a las plantas
fertilizadas con N vy sin fertilizar. Estos cambios fueron independientes del
aumento de la materia seca del vastago y el individuo, respectivamente (Figura
3b.6, Tabla 3b.6).

Tabla 3b.6: Valores de p para la conductancia del vastago (Kv), la raiz (Kr) y la
planta (Kp) (g MPa™ s), estandarizadas y no estandarizadas, considerando el
nutriente aplicado como factor principal y la materia seca total del 6rgano (MS)
(g) como covariable (ANCOVA).

Valores de p

Parametro CO\E‘:/InSa)ble Nutriente
Kv 0,434 0,013
Kr 0,006 0,208
Kp 0,398 0,044
Kv : AF 0,080 0,003
Kr: MS raiz fina 0,242 0,020

Kp : MS total 0,133 0,021
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Figura 3b.5: Conductividad hidraulica (kh), conductividad hidraulica especifica
(ks) y conductividad hidraulica foliar especifica del leio (kl), por nutriente
aplicado (n=30). Las diferentes letras indican diferencias significativas entre
medias para cada panel (LSD p<0,05). Las lineas sobre las barras corresponden al
error estandar de la media.
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Figura 3b.6: Conductancia hidraulica del vastago (Kv), la raiz (Kr) y la planta
entera (Kp), y conductancia hidraulica del vastago (Kv), la raiz (Kr) y la planta
entera (Kp) estandarizadas, para cada nutriente aplicado (n=30). Las variables
fueron covariadas por la materia seca del vastago, la raiz o la planta entera,
seguin sea la porcion considerada. Las diferentes letras indican diferencias
significativas entre las medias calculadas para cada panel (LSD p<0,05).

3b.5 - Discusion

Efecto de la disposicion del fertilizante en el crecimiento

La relacion entre la forma de aplicacion del fertilizante y las ganancias
obtenidas en crecimiento o rendimiento de los cultivos se vinculan, en la
mayoria de los casos, con la disponibilidad para las plantas de los nutrientes

adicionados al sitio, sobre todo cuando se trata de especies anuales, con altos
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requerimientos nutritivos. En general, las aplicaciones superficiales y dispersas
(al voleo) son practicas menos costosas pero implican mas pérdidas por
lixiviacién, volatilizacion e inmovilizacién que las aplicaciones subsuperficiales,
ya sea en bandas o en un sector puntual, en las cuales es mas probable que el
fertilizante sea tomado por el cultivo (Kelley y Sweeney 2005, 2007; Stevens et
al. 2007). Por otro lado, son escasos los trabajos que reportan cémo es el
comportamiento radical frente a diferentes formas de aplicar fertilizantes, y si
estos cambios repercuten en el crecimiento y fisiologia de la planta.

En este estudio la distribucion espacial del fertilizante no tuvo influencia en el
efecto del mismo en el crecimiento y en la arquitectura hidraulica de las plantas
(Tablas 3b.1 y 2). Dado que las dos formas de aplicacion utilizadas fueron
subsuperficiales, la cantidad de fertilizante disponible para las plantas
seguramente fue similar en los dos tratamientos. La aplicacion de P estimulo el
crecimiento del vastago y del sistema radical, aun en el sector de raices que no
estuvo en contacto con el fertilizante, pero no modificé la
compartimentalizacion de la materia seca. El contacto cercano con altas
disponibilidades de P, producto de la fertilizaciéon subsuperficial, puede ser la
causa de un mayor desarrollo del sistema radical (Riedell et al. 2000). Estos
resultados son diferentes a lo observado con la aplicacion dispersa o localizada
de P en Eucalyptus grandis, que no provoco cambios en la acumulacién total de
materia seca de raices, pero promovié el crecimiento de raices en las zonas de
aplicacion del fertilizante. Sin embargo, en aquel trabajo la acumulacion de
materia seca del vastago y la relacion entre los compartimentos aéreos y
subterraneos se modificd con la manera de aplicacion del fertilizante (Graciano
et al. 2009). En plantaciones de 5 afios de edad de £ucalyptus nitens también se
observod que la fertilizacion localizada en surcos generd un mayor crecimiento
que la dispersa (Smethurst et al. 2004).

En el presente ensayo, la aplicacion de N no modificé la materia seca de las
raices, estuvieran o no en contacto con la urea (Tabla 3a.1l). Este resultado
sugiere que la alta disponibilidad de N “frena” el desarrollo radical, tal como se
observd en el capitulo 2b, aun en los sectores donde no hay mayor
disponibilidad de N, esto quiere decir que hay una sefial sistémica, no local. Esta

limitacién podria repercutir en la adquisicion de otros nutrientes, sobre todo en
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los poco moviles, como el P. En contraposicion a este resultado, en un estudio
con plantas jovenes de P. taeda en el que se evaluo la respuesta a la aplicacion
localizada de N, se observd un aumento en la densidad de raices en las zonas
con alta disponibilidad de agua y N, en un sustrato similar al de este ensayo
(Ludovici y Morris 1996). En plantas de 5 afios de 7huja la aplicacion localizada
de N aumento la materia seca de raices finas con respecto a las raices gruesas
en el sector de aplicaciéon de N, y esas raices absorbieron mayor cantidad de
agua por cada gramo de raiz (Gloser et al. 2009). Sin embargo, en el mismo
experimento, las plantas de Picea no respondieron al parche de N, ni en
proliferaciéon de raices finas ni en la tasa de absorcion de agua. En la
comparacion entre la respuesta de dos especies latifoliadas a parches ricos en
nitrato, se observd que la especie con menor proliferacion de raices en el
parche, tenia la capacidad de aumentar el consumo de agua de las raices
ubicadas en el parche rico en N y ademas se caracterizaba por tener elevada
actividad de la nitrato reductasa en raiz. Contrariamente, la especie en la que se
observaba mayor proliferacion de raices en el parche, no aumentaba la
conductividad hidraulica de las raices en respuesta al nitrato y la actividad de
dicha enzima se ubicaba principalmente en las hojas (Gloser et al. 2008). La
actividad de la nitrato reductasa en raiz permite metabolizar rapidamente el
nitrato disponible en el suelo, pero es una estrategia conveniente cuando la
disponibilidad general de N es baja y la durabilidad del parche es corta. En los
experimentos recién mencionados (Gloser et al. 2008; Gloser et al. 2009), las
raices por fuera del parche crecieron en ausencia de N. Estos resultados
sugieren que es altamente probable que los mecanismos de respuesta a los
parches ricos dependan de la capacidad de la especie para captar la existencia
de parches, de los nutrientes presentes en el parche, pero también del estado
nutricional general de la planta.

La respuesta observada en P. taeda estaria indicando que en este sistema
experimental el crecimiento y la distribucion de materia seca estan reguladas
por la disponibilidad de nutrientes a nivel de planta entera, y no hay respuestas
localizadas a sectores del suelo con mayor concentracion de nutrientes.
Posiblemente esto se deba a que la disponibilidad de nutrientes en el sustrato

esta por encima de un nivel critico requerido por la especie en este estado
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ontogenético, que desencadenaria la respuesta a parches ricos en nutrientes. La
respuesta diferencial a la fertilizacién con N y P encontrada en las variables

analizadas se discute en profundidad en los apartados siguientes.

Efecto de la fertilizacion en el crecimiento y distribucion de materia seca

La fertilizacion con N y P incrementd el crecimiento de las plantas. A diferencia
de lo que se observé en el Capitulo 3a, la fertilizacidon con P incrementd el
crecimiento y modificé las variables fisiolégicas consideradas. Estos cambios en
la respuesta pueden deberse a la diferencia en la riqueza de P que tuvieron los
sustratos de los dos ensayos. El sustrato del ensayo del Capitulo 3a se prepard
con tierra negra, con alto contenido de P, dando como resultado una mezcla
rica en este nutriente (Pe = 13,3 ppm). Aunque no se realizd un analisis fisico-
quimico del sustrato del ensayo de este capitulo, se estima que el contenido de
P del mismo fue bajo, dado que se preparé mezclando arena y suelo pedregoso
con bajo contenido de este nutriente (Pe = 4,1 ppm).

La fertilizacién con N y P redujo significativamente el area foliar especifica (AFE),
y aumentd la materia seca de hojas por individuo (Tablas 3b.4 y 5). Sin
embargo, solo la fertilizacion con P modifico el area foliar total por individuo. La
disminucion en el AFE en las plantas fertilizadas con N se compensé con el
aumento de la materia seca de hojas, lo cual concluyd en que en el area foliar
total por individuo no se modificara con respecto a las plantas sin fertilizar
(Tabla 3b.5). Por lo tanto, st bien la masa de tejido transpirante con respecto a la
masa de tejido absorbente aumentd con la adicién de N, no hubo cambios
significativos en la superficie foliar expuesta con respecto a las plantas sin
fertilizar. El aumento del area foliar de las plantas fertilizadas con P se produjo
porque el incremento de la masa foliar por individuo fue proporcionalmente
mayor que la disminucion en el AFE.

El area foliar especifica de las hojas es la resultante de la interaccion entre la
densidad y el grosor de las hojas. En las plantas con hojas aciculares, el area
foliar depende de la longitud y el grosor de las hojas, a diferencia de las
especies latifoliadas, en las que el area es independiente del grosor de la hoja
(Witkowski y Lamont 1991). En general, la mayoria de los trabajos que hacen

referencia a cambios, como resultado de la fertilizacion, en el area foliar
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especifica de las hojas de especies latifoliadas, reportan una disminucion en
esta variable con el aumento de nutrientes disponibles, de manera que la planta
aumenta el area foliar expuesta por unidad de masa de hoja maximizando la
intercepcion de luz (Knops y Reinhart 2000; Merilo et al. 2006; Meziane y Shipley
19993, b). Sin embargo, en experimentos de fertilizacion en P. taeda se observé
que esta variable no se modifica como consecuencia de la fertilizacion (Chmura
y Tjoelker 2008; Ewers et al. 2000; Tyree et al. 2009b). En las aciculas de Hakea
psolorrhyncha el area foliar especifica aumenta con la fertilizacion, como
resultante de un aumento en el grosor de las hojas y una disminucion de la
densidad de las mismas (Witkowski y Lamont 1991). A partir de los datos
obtenidos en este ensayo, no es posible saber qué cambios anatomicos en las
aciculas de las plantas fertilizadas determinaron la reduccion en el area foliar
especifica, si se debieron a un cambio del grosor o de la densidad de las
aciculas, o a una combinaciéon de ambos factores. La variacion en la densidad
del tejido foliar puede estar dado por cambios en el grosor y la densidad de la
cuticula y la pared celular, inclusiones en las células (i.e. granos de almidon,
cristales) y por el grado y abundancia de espacios de aire, criptas y haces

vasculares (Witkowski y Lamont 1991).

Efecto de la fertilizacion en la arquitectura hidraulica

El aumento del area foliar de las plantas fertilizadas con P se relaciond con el
aumento de la conductancia hidraulica del vastago y tuvo una fuerte
implicancia en la conductancia hidraulica de la planta entera. El incremento de
la conductancia hidraulica del vastago y de la planta (Figura 3b.6) se mantuvo
cuando estas conductancias fueron estandarizadas por el area foliar y la materia
seca de la planta entera (Tabla 3b.6, Figura 3b.6). El analisis de covariable indica
que los cambios producidos por el P fueron independientes del mayor
crecimiento de estas plantas. En las plantas fertilizadas con P se verifico un
aumento de la conductividad hidraulica del tallo (kh) en concordancia con el
aumento de su diametro (Figura 3b.5). Sin embargo, no hubo modificaciones en
la capacidad conductiva del lefio del tallo principal por cm? de xilema (ks) o en
su capacidad de abastecer al area foliar soportada por la planta (kl). La mayor

conductancia y conductividad hidraulica, sin embargo, no implicé mayor
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consumo de agua, ya sea por individuo o por cm? de acicula (Tabla 3b.6, Figura
3b.4), sino que posiblemente fue una consecuencia de un cambio en los tejidos
que permitid sostener el mayor crecimiento. Las variaciones en area foliar
tienen impacto en la conductancia hidraulica de la planta (Prior y Eamus 2000).
Dado que no se encontraron variaciones en la conductividad hidraulica del tallo,
la mayor conductancia hidraulica por cantidad de tejido (Kv y Kp
estandarizadas) posiblemente esté dada por modificaciones a nivel de hoja. St
bien el cambio en el area foliar especifica de las hojas no determina
necesariamente cambios en la conductancia hidraulica de la misma (Sack et al.
2003; Tyree et al. 1999), la disminucién del area foliar especifica pudo haber
contribuido a aumentar la conductividad de las mismas. La resistencia que las
hojas ofrecen al flujo de agua dentro de la planta contribuye en gran medida a
la resistencia general que ofrece la planta entera (30 % o mas). La conductancia
hidraulica de las hojas es altamente dinamica, responde a cambios en la
hidratacion de la hoja, la temperatura y la provision de nutrientes (Sack y
Holbrook 2006).

Las plantas fertilizadas con N tuvieron area foliar total similar a las plantas
testigo (Tabla 3b.5). En consecuencia, si bien en estas plantas aumento la
cantidad de materia seca de hojas en relacién a la de raices finas, con respecto a
las plantas sin fertilizar (Tabla 3b.4), el cambio en esta relacion no implicé
necesarilamente una mayor area transpirante en relacion a la cantidad de tejido
absorbente. El consumo de agua a nivel individuo, al igual que el consumo por
cm? de acicula, también mantuvo valores similares (Figura 3b.4). En este caso no
hubo modificaciones en la conductancia hidraulica del vastago, ni a nivel de
planta entera, ni en la conductividad hidraulica del tallo (kh), posiblemente
debido a que no hubo cambios en el area foliar como ocurrié en las plantas
fertilizadas con P (Figuras 3b.5 y 6). Sin embargo, las plantas fertilizadas con N
mantuvieron el consumo de agua a un nivel similar a los demas tratamientos, a
pesar de tener proporcionalmente menor materia seca de raiz fina (Figura 3b.4,
Tabla 3b.4). Esto se relaciondé con un aumento de la conductancia hidraulica de
la raiz por g de raiz fina, independiente del tamano del sistema radical (Figura
3b.6), lo cual posiblemente indique un cambio en la capacidad conductiva de

las raices que posibilitd el mantenimiento de Kr con menor cantidad
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proporcional de tejido absorbente. Estos cambios mejorarian el abastecimiento
de agua al vastago y permitirian mantener el consumo de agua.

En el caso de la fertilizacion con N, el aumento de la masa foliar no implica un
aumento significativo de area transpirante, quizd por esto no se haya
manifestado un aumento la conductancia hidraulica del vastago. En este ensayo
se encontro que el tamano de la raiz (materia seca) tuvo una fuerte influencia
en la conductancia hidraulica de este organo (covarianza significativa), a
diferencia de lo que ocurrié con el vastago, es decir que las raices con mayor
masa fueron mas conductivas. La relacion entre el peso seco del sistema radical
y su capacidad para absorber y conducir agua muchas veces no se verifica, y
esto es altamente dependiente de la estructura de los tejidos (Krasowski y
Caputa 2005). Sin embargo, como se menciond con anterioridad, la
conductancia del sistema radical en relacion a la materia seca de raices finas
aumento en las plantas fertilizadas con N. Este resultado podria indicar un
cambio en la estructura de la raiz que permitiria mejorar el abastecimiento de
agua al vastago. La produccién y recambio de raices finas de P. taeda es
altamente susceptibles a la fertilizacion (King et al 2002). La resistencia
hidraulica que ofrece el sistema radical, junto con la que ofrecen las hojas,
determinan alrededor del 70 % de la resistencia total de la planta en esta
especie (Domec et al. 2009). La morfologia de la raiz, factor determinante en la
capacidad conductiva del 6rgano, cambia sustancialmente con la fertilizacion
con N en algunas especies. Por ejemplo, en Picea glauca se encontré un
incremento en el diametro de las raices finas y del area ocupada por xilema con
el aumento en la disponibilidad de N, lo cual podria aumentar la capacidad
axial de transporte de agua (Krasowski y Owens 1999). En Populus, la
fertilizacion con nitrato aumentd la longitud especifica de las raices y la
cantidad de raices finas con respecto a las raices gruesas, lo cual determiné un
aumento en la velocidad del flujo del agua a través del sistema radical
(Domenicano et al. 2011).

El hecho de que ni las modificaciones del sistema radical de las plantas
fertilizadas (aumento del tamafio, en el caso del P y aumento de la
conductancia hidraulica, en el caso del N) nt la distribucion espacial de los

fertilizantes generaron un mayor consumo de agua en relacion al tamafio de los
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individuos, implica que no hubo modificaciones sustanciales en la corriente
transpiratoria que permitan mejorar el acceso a los nutrientes menos
disponibles (Cramer et al. 2009). La gran exploracion radical de las plantas
fertilizadas con P y el alto contenido de agua del sustrato aseguraron la
disponibilidad de N suficiente que permitié sostener el crecimiento, dado que
es un nutriente movil en la solucion del suelo. Por otro lado, el aumento de la
corriente transpiratoria de las plantas fertilizadas con N no es una modificacion
que hubiese permitido acceder al P dado que este nutriente tiene escasa

movilidad en el suelo.

3b.6 - Conclusiones

La fertilizacion con Py N con buen suministro de agua en un sustrato con baja
disponibilidad de estos nutrientes estimuld el crecimiento de las plantas de 2.
taeda. La distribucion espacial de los fertilizantes no tuvo influencia en el efecto
en el crecimiento ni en los parametros medidos de la arquitectura hidraulica.

La fertilizacion con P aumento el area foliar de los individuos. Este cambio se
relacion6 a un aumento en la conductancia hidraulica del vastago, que se reflejé
en un aumento de la conductancia a nivel individuo. La fertilizacién con N no
produjo cambios significativos en el area foliar por individuo, sin embargo
generé una reduccion proporcional de la masa de raices absorbentes en
relacton a la masa de hojas, que se relacion6 con un aumento de la
conductancia hidraulica de la raiz.

Las modificaciones de las caracteristicas hidraulicas de las plantas fertilizadas no
implicaron un aumento en el consumo de agua relativo al tamafio de los
individuos, es decir que las plantas consumieron proporcionalmente la misma

cantidad de agua.
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Distintas fuentes de nitrogeno y disponibilidad de agua en suelo
pedregoso

4.1 - Resumen

Las plantas pueden responder de distinta manera a diferentes fuentes de N. Un
motivo posible es que muchos mecanismos de respuesta son desencadenados
por un ion en particular, y no por el N en si. En este capitulo se evaluan las
caracteristicas hidraulicas y la respuesta frente al déficit hidrico de plantas de ~.
taeda fertilizadas con diferentes fuentes de N para establecer si el origen de las
mermas en el crecimiento vinculadas a la adicién de urea se relacionan con la
aplicacion de esta fuente de N en particular. Se evalué la materia seca por
compartimentos, la relacion entre compartimentos, la conductancia hidraulica
del vastago (Kv), de la raiz (Kr) y de la planta (Kp) y la capacidad conductiva del
tallo (kh, ks y kl) en plantas fertilizadas con urea, nitrato (NO3’), amonio (NHs") y
sin fertilizar, cultivadas con alta y baja disponibilidad de agua, en contenedores
con suelo pedregoso. Ademas se evalu6 el cambio en el tiempo en el pH y las
concentraciones de nitrato y amonio en la solucion del suelo.

Todas las fuentes de N produjeron una leve reduccion en el crecimiento de las
plantas con respecto al tratamiento testigo. La baja disponibilidad de agua
redujo significativamente la materia seca de todos los compartimentos de las
plantas. Ademas, las plantas sometidas a sequia tuvieron una disminucion
proporcional de raices finas con respecto a la materia seca de hojas,
acompanfada de una reduccion en la conductancia hidraulica del sistema radical,
independiente de la reduccion del tamafio del mismo.

Por otro lado, la fertilizacion con amonio en condiciones de alta disponibilidad
de agua gener6 cambios en la conductividad hidraulica del tallo y la
conductancia hidraulica del vastago, que no se relacionaron con diferencias en
el crecimiento. Ni la urea ni el nitrato generaron modificaciones hidraulicas
importantes. La sequia produjo cambios mayores que la fertilizacion con
cualquiera de las fuentes de N. En estas condiciones experimentales, la

fertilizacion con N no afecto la tolerancia de las plantas a la sequia.
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4.2 - Introduccion

Los arboles absorben la totalidad del N necesario para su crecimiento de la
soluciéon del suelo, esencialmente en las formas iénicas de nitrato (NO3’) o de
amonio (NH4"). La urea es actualmente el fertilizante mas elegido como fuente
de N en la fertilizacion forestal debido a su precio competitivo y su alto
contenido en N (46%) (Jokela y Long 2012). En general, en todos los fertilizantes
comerciales, el N se encuentra inmediatamente disponible cuando se pone en
contacto con la humedad del suelo. Una vez en contacto con el suelo, la urea es
rapidamente hidrolizada por acciéon de la enzima ureasa. En suelos con pH
acidos, como es el caso de los suelos rojos en general, la urea es convertida a
amonio, CO; y agua. El amonio permanece en esta forma retenido en el suelo o
es transformado a nitrato por los microorganismos.

Tanto la aplicacion de urea como la adicion de N en forma amoniacal o de
nitrato, acidifican levemente el suelo. Aunque la reaccion de la urea y el amonio
inmediatamente después de la aplicacion es alcalina, el pasaje de la forma
amoniacal a nitrica libera protones al medio, por lo cual el comportamiento
final de estos fertilizantes es de caracter acido. Sin embargo, dado que el P.
taeda es una especie adaptada a suelos de pH bajo, este efecto no suele ser
considerado a la hora de elegir una fuente nitrogenada para fertilizar (Jokela y
Long 2012).

St bien no se han encontrado diferencias en la productividad de las
forestaciones de pino fertilizadas con urea y nitrato de amonio en el sudeste de
Estados Unidos (Ballard 1981), se ha documentado que P. faeda tiene mayor
afinidad por las fuentes amoniacales que por las nitricas (Bassirirad et al. 1997,
Constable et al. 2001). Esto es esperable, ya que el amonio es la fuente de N
mas abundante en el suelo de los sitios donde la especie crece naturalmente
(Griffin et al. 1995; Robertson 1982).

En un estudio realizado con plantas de cuatro meses y medio de edad
creciendo en un sustrato inerte, los mayores crecimientos se alcanzaron con la
fertilizacion con urea en alta dosis, seguidas por las fertilizadas con nitrato,
mientras que las plantas fertilizadas con amonio fueron las que menos crecieron

con alta dosis y las que mas crecieron cuando se les aplicé una dosis baja. Las
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plantas fertilizadas con urea y amonio redujeron la proporcién de raices con
respecto al vastago con el aumento de la dosis, sin embargo, las plantas
fertilizadas con nitrato no experimentaron dicho cambio y fueron las que
tuvieron mayor exploracién radical. El tratamiento de fertilizacién con amonio
en alta dosis tuvo alta mortalidad, por lo cual, los autores adujeron a un efecto
de toxicidad (Pharis et al. 1964). Es posible que la urea aplicada haya
permanecido en forma de amonio porque en el estudio se utilizd un sustrato
inerte, con baja actividad de la microflora del suelo. En suelos con alta actividad
microbiana, generalmente la urea se oxida a nitrato rapidamente.

En cuanto a los resultados obtenidos en los experimentos de los capitulos
anteriores y a los antecedentes bibliograficos disponibles, existen algunos
aspectos del efecto depresivo de la urea que merecen ser analizados. Por un
lado, la respuesta negativa en crecimiento en diametro y altura a la fertilizacion
nitrogenada se ha observado en plantaciones de P. taeda con distintos sistemas
de cultivo y sobre diferentes suelos de la region Mesopotamica: plantaciones en
suelo rojo profundo de Corrientes con fertilizacion inicial con urea aplicada en
chorrillos a 15 cm del cuello de la planta (Fernandez et al. 2000b), fertilizacion
en el hoyo de plantacion con sulfato de amonio en suelos acidos del sur de
Brasil (Costa Muniz et al. 1975), fertilizacidn inicial con urea en hoyos de 10 cm
de profundidad a 20 cm del cuello de la planta en suelo pedregoso de Misiones
(Capitulo 2a), fertilizaciéon con urea en orificios a 5 cm del cuello de la planta en
macetas con suelo pedregoso de Misiones (Capitulo 2b). Sin embargo, la
fertilizacién con urea en macetas con un sustrato arenoso, tuvo un efecto
positivo en el crecimiento de las plantas (Capitulo 3), al igual que lo reportado
en una amplia variedad de suelos y con diferentes modos de aplicacion
(Albaugh et al. 1998; Albaugh et al. 2006, 2008; Albaugh et al. 2004; Dalla Tea y
Jokela 1991; Fox et al. 2007; Jokela et al. 2000; Rahman et al. 2006). Estos
antecedentes indican que la fertilizacidén nitrogenada tiene efecto depresivo en
algunos suelos, y no se relaciona necesariamente con las dosis aplicadas ni la
forma de aplicacion.

Los suelos pedregosos, al igual que los suelos rojos profundos, tienen alto
contenido de arcilla y baja conductividad hidraulica. Sin embargo, a diferencia

de los anteriores, tiene escasa profundidad y baja capacidad de acumular agua
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dado que se localizan en zonas de pendientes (Fernandez et al. 1999a). Por lo
tanto es esperable que en condiciones de baja disponibilidad de agua por falta
de precipitaciones y/o alta demanda evapotranspirativa, las plantas de P. taeda
sufran estrés por sequia durante el periodo de establecimiento de la plantacién.
La baja conductividad hidraulica del suelo pedregoso con bajo contenido de
agua sumada a la escasa exploracion radical de las plantas jovenes son los
factores que determinarian la condicion de estrés.

Por otro lado, en capitulos anteriores se encontré que la fertilizacion con urea
en suelos rojos genera respuestas en la arquitectura hidraulica similares a las
que ocurren en respuesta a la sequia (Maseda y Fernandez 2006). A partir de
este resultado es posible especular que las plantas fertilizadas con urea podrian
ser mas tolerantes al déficit hidrico, porque la fertilizacién funcionaria como un
disparador de mecanismos de aclimatacion cruzada al estrés por sequia (Nilsen
y Orcutt 1996), o por el contrario, mas susceptibles, ya que la respuesta a la
fertilizacion podria potenciar el efecto del estrés.

Entre las formas de N disponibles en el suelo, es posible que el nitrato sea el
que sefaliza los cambios hidraulicos, ya que en algunas especies regula el
consumo de agua (Cramer et al. 2009), y también tiene una funcién especifica
en el aumento de la conductividad hidraulica de las raices (Gorska et al. 2010;
Gorska et al. 2008a; Gorska et al. 2008b). Por ejemplo, en un estudio realizado
en Populus, que al igual que P. taeda presenta mayor afinidad por el amonio
que por el nitrato, se encontré que la fertilizacion con este ultimo ion aumento
la relacion entre la masa de raices finas y gruesas, y que ademas hubo un
aumento del flujo de agua por g de raiz, mientras que la fertilizaciéon con
amonio no generé cambios en la compartimentalizacion de la materia seca de
raiz ni en el flujo de agua con respecto a las plantas sin fertilizar (Domenicano
et al. 2011).

El objetivo de este capitulo fue establecer si diferentes fuentes nitrogenadas
producen efectos similares en las mermas en el crecimiento y las modificaciones
en la arquitectura hidraulica de P. taeda observadas con la adiciéon de urea, y
analizar si la fertilizacion con cada fuente de N modifica el efecto de la sequia,

impuesta en un sustrato con baja conductividad hidraulica.
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Hipotesis: Tanto la urea como el nitrato generan respuestas similares en
crecimiento y arquitectura hidraulica, que seran diferentes a las producidas por
la fertilizaciéon con amonio, y que mejoraran su tolerancia frente al estrés
hidrico. El amonio no afecta la arquitectura hidraulica de la planta,
consecuentemente, las plantas fertilizadas con esta fuente seran mas

susceptibles a la sequia.

4.3 - Metodologia

Condiciones experimentales

El ensayo se instalo a principios de septiembre de 2011 en el invernaculo del
INFIVE, La Plata, Buenos Aires. Se utilizaron 80 contenedores de 1 litro de
capacidad con suelo pedregoso de la provincia de Misiones y plantas de 4
meses de edad de la familia M20, obtenidas a partir de semilla. M20 es una
familia de rapido crecimiento, perteneciente al programa de mejoramiento
genético de INTA Montecarlo.

A principios de octubre de 2011 se realizo la fertilizacién de las plantas. Se
destinaron 20 plantas a cada tratamiento: urea, NOs, NH," y testigo (T). Los
fertilizantes fueron aplicados en soluciéon acuosa (50 ml por planta). Se aplicé
una cantidad correspondiente a 0,23 g de N en cada planta fertilizada. La
fertilizacion con urea se realizd a partir de una solucién acuosa de urea
comercial (46-0-0), la aplicacion de NOs, a partir de una soluciéon de Ca(NOs);
comercial, y la aplicacion de NH4", a partir de una solucidn de NH,OH.

Las plantas fueron regadas con agua de red periddicamente, dependiendo de la
humedad observada en la maceta. Durante octubre y noviembre se aplicaron
100 ml de agua por maceta cada dos dias, y a partir de diciembre se aument?¢ la
cantidad a 200 ml por dia. El 15 de diciembre (70 dias posteriores a la
fertilizacion), la mitad de las plantas de cada tratamiento se sometieron a una
disminucion en la disponibilidad de agua. Todos los contenedores se cubrieron
con una capa de 2 cm de espesor de esferas de poliestireno expandido, para
evitar la evaporacion de agua desde el suelo (Figura 4.1). A partir de ese

momento, las plantas con baja disponibilidad de agua se regaron cada 10 dias
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con 50 ml de agua, mientras que las plantas con buena disponibilidad
continuaron con 200 ml de agua cada dos dias hasta la culminacién del ensayo,
a principios de marzo de 2012. El ensayo tuvo una duracion aproximada de 5

meses, contabilizados desde la fertilizacion de las plantas.

Tabla 4.1: Caracteristicas quimicas y fisicas del suelo pedregoso utilizado en el
ensayo.

Propiedades quimicas

C organico (%) 3,76

Nt (%) 0,31

Pe (ppm) 4,13

pH 5.8
CIC (cmol kg™ 11,60
Propiedades fisicas

Arena (%) 294

Limo (%) 28,5

Arcilla (%) 42,2
Clase Arcilloso a Franco arcilloso

ksuelo (g s m-3) 0,076

Medliciones realizadas sobre el suelo

Para evaluar los cambios en la disponibilidad de N en la solucion del suelo a lo
largo del ensayo, se realizaron extracciones de cilindros de suelo de
aproximadamente 4 cm®. El muestreo se realizé en tres momentos posteriores a
la fertilizacion: 8, 50 y 200 dias (Figura 4.3). Para los dos primeros muestreos se
trabajo con 12 muestras por tratamiento, mientras que para el ultimo se conto
con 6, debido a que cada tratamiento inicial se subdividié en dos luego de la
imposicion de sequia. Para la obtencidon de la solucion del suelo se pusieron en
contacto 5 g de suelo completamente saturado con 10 ml de agua destilada y
se dejo reposar durante 16 horas. Posteriormente se retiré el sobrenadante y se

centrifugd durante 15 minutos a 5000 rpm. Sobre la solucién obtenida se
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determiné el contenido de NOs, de NH;" y el pH. El NO;™ se determiné por
espectrofotometria UV (Greenberg et al. 1985). El NH;" se determind por el
método de Nessler (Greenberg et al. 1985). A partir de la suma de las
concentraciones de NO;3;” y de NH;* en la soluciéon para cada momento en
particular, se calculd la concentracion de N inorganico. La concentracion de

nitritos se considerd despreciable.

Medlciones realizadas sobre el material vegetal

Al finalizar el ensayo se midio, en 5 plantas de cada tratamiento, la
conductancia hidraulica del vastago (Kv), la raiz (Kr) y la planta (Kp), y el
componente axial de la conductividad hidraulica del tallo (kh), a partir de la cual
se calcularon las conductividades hidraulicas especifica (ks) y foliar especifica
(kD). La metodologia utilizada para medir las variables hidraulicas fue igual a la
descripta en el capitulo 3b, pero en este caso, kl y Kv estandarizada se
obtuvieron a partir del cociente entre estas variables y la materia seca de hojas
del individuo.

Al finalizar el ensayo, todas las plantas se secaron a 65 + 5 °C hasta peso
constante, se separaron los diferentes compartimentos (tallo, hojas, raiz
pivotante y raices finas) y se pesaron con 0,01 g de precision. Para cada

individuo se determinaron las relaciones entre compartimentos de materia seca.

Analisis estadistico

Para analizar si hubo cambios en el tiempo en las concentraciones de NOs/,
NHs" y N (ppm) y el pH de la solucidén del suelo, se realizd un analisis de la
varianza, considerando el tratamiento y el momento de muestreo (8, 50 y 200
dias desde la fertilizacion) como factores principales (ANOVA factorial). En este
analisis, para los 200 dias posteriores a la fertilizacion se utilizaron solo los
datos de las macetas con alta disponibilidad de agua. Dado que las mediciones
realizadas en cada momento se llevaron a cabo en individuos elegidos al azar,
se descartdo el uso de un analisis de medidas repetidas en el tiempo para
analizar estas variables, por violarse la condicion de factor intra-sujeto que
contempla dicho analisis (Onofri et al. 2010; Piepho et al. 2004). Para analizar st

la disponibilidad de agua tuvo efecto sobre las concentraciones de NO3", NH,;" y
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N (ppm) y el pH de la solucion del suelo, al finalizar el ensayo se utilizaron los
datos correspondientes al muestreo realizado a los 200 dias de realizada la
fertilizacion. Se realizé un analisis de la varianza considerando el tratamiento y
la disponibilidad de agua como factores principales (ANOVA factorial).

Los datos de la materia seca por compartimentos, las relaciones de materia seca
y las variables hidraulicas, se analizaron por analisis de la varianza considerando
el fertilizante (T, urea, NO3 y NH,") y la disponibilidad de agua (Alta, Baja) como
factores principales (ANOVA factorial). En el caso de las relaciones de materia
seca y de las conductancias hidraulicas de vastago, la raiz y la planta (Kv, Kry
Kp), estandarizadas y no estandarizadas, se utilizo el peso de cada érgano como
covariable (ANCOVA) para considerar el efecto del mismo sobre la variable.

Para el analisis de los cambios en las concentraciones de NOs’, NHs" y N (ppm)
y el pH de la solucion del suelo se utilizdé el test de Duncan (p<0,05) para
comparar las medias, dado que estuvieron involucrados 12 tratamientos y el
test de Fisher LSD resulta poco estricto en estos casos. Para el resto de los

analisis, las medias se compararon con el test de Fisher LSD (p<0,05).

Figura 4.1: Vistas del ensayo al momento de la instalaciéon y del sometimiento a
estrés por sequia.
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Figura 4.2: Extraccion de muestras de suelo para determinar la disponibilidad de
N en la solucién del suelo.

4.3 - Resultados

Disponibilidad de nitrato y amonio en el suelo fertilizado con diferentes fuentes
de N

La fertilizacion afectd significativamente las concentraciones de nitrato, amonio
y N, y el pH en la solucion del suelo, dependiendo del momento de muestreo
(interaccion fertilizacion x momento de muestreo) (p<0,001 en todos los casos)
(Figura 4.3). A los 8 dias de realizada la fertilizacion, la disponibilidad total de
nitrato en la solucidon del suelo fue mayor en las macetas fertilizadas con nitrato
con respecto al resto de los tratamientos, los cuales no se diferenciaron entre si.

A los 50 dias, la disponibilidad en las macetas sin fertilizar no habia variado, sin
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embargo, en las macetas fertilizadas con urea y amonio aumento
significativamente, mientras que en las macetas fertilizadas con nitrato bajo
significativamente con respecto a la medicion anterior. En esta medicion, todos
los tratamientos fertilizados tuvieron similar concentracion de nitrato. A los 200
dias, la concentracion bajé sustancialmente en las macetas fertilizadas con
respecto a las mediciones anteriores. Todos los tratamientos tuvieron similar
concentracion de nitrato, la cual estuvo a un nivel similar del registrado en las
macetas sin fertilizar en todos los momentos de medicion.

La concentracion de amonio en la solucién del suelo a los 8 dias fue similar en
las macetas fertilizadas con urea y amonio. Estos dos tratamientos tuvieron
mayor concentracion que las macetas testigo y fertilizadas con nitrato, las
cuales no se diferenciaron entre si. A los 50 y a los 200 dias, la concentracion
fue similar en todos los tratamientos y significativamente mas baja que la
registrada en las macetas con urea y amonio a los 8 dias. Sin embargo, a los 50
dias, la concentracion en las macetas fertilizadas con amonio fue bastante mas
alta que el resto de los tratamientos. Si bien estas diferencias no son
significativas dada la gran diferencia que existe en las concentraciones entre
fechas, la variacion es altamente significativa si se analiza la variable Unicamente
a los 50 dias sin incorporar las demas fechas en el analisis (p<0,001) (datos no
mostrados).

En cuanto a la concentracion de N inorganico en la solucion del suelo, las
diferencias entre tratamientos para cada momento de medicién siguieron la
misma tendencia que la concentracion total de nitrato. La Unica diferencia
destacable es la mayor concentracién en las plantas fertilizadas con urea y
amonio a los 8 dias de realizada la fertilizacion en comparacién al testigo,
producto de la alta concentracién de amonio en estas macetas.

A los 8 dias, el pH de la solucion del suelo estuvo al rededor de los 6,5 puntos
en las macetas testigo, y aumenté en las siguientes mediciones. En el mismo
momento, las macetas fertilizadas con nitrato tuvieron igual pH que las macetas
testigo, mientras que las fertilizadas con urea y amonio tuvieron mayor pH que
las macetas testigo y no difirieron entre st. A los 50 dias, todas las macetas
fertilizadas tuvieron menor pH que las macetas testigo. En las macetas

fertilizadas con urea y amonio el pH bajé con respecto a la medicion anterior,
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en las macetas testigo aumento, y en las fertilizadas con nitrato se mantuvo. En
esta mediciéon, las macetas con urea y amonio tuvieron menor pH que las
fertilizadas con nitrato. A los 200 dias el pH aumenté en todos los tratamientos
con respecto a la medicion anterior, y sélo hubo diferencias significativas entre

las macetas fertilizadas con nitrato y con amonio (Figura 4.3).
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Figura 4.3: Nutrientes disponibles en la solucién del suelo en diferentes fechas de
muestreo a lo largo del ensayo, en las macetas que tuvieron alta disponibilidad
de agua (n=120). Las diferentes letras indican diferencias significativas entre
medias para cada panel (Duncan p<0,05). Las lineas sobre las barras
corresponden al error estandar de la media.
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Disponibilidad de amonio y nitrato en el suelo con diferente disponibilidad de
agua

No se encontré interaccion entre los factores analizados para ninguna de las
variables analizadas. La fertilizacion afectd significativamente el pH de la
solucion del suelo y no tuvo influencias sobre la concentracién de nitrato,
amonio o N, 200 dias después de la fertilizacion. Las macetas fertilizadas con
urea y amonio tuvieron el pH levemente mas acido que las macetas sin fertilizar,
mientras que la adicion de nitrato no modifico el pH, 200 dias luego de la
fertilizacion (Tabla 4.2).

Las macetas con alta frecuencia de riego tuvieron significativamente mas
disponibilidad de amonio, menos de nitrato y una menor disponibilidad de N
tnorganico, que en las macetas que tuvieron baja frecuencia de riego. El pH de
la solucion del suelo también estuvo afectado por el régimen de disponibilidad
de agua y a los 200 dias, fue significativamente mas alto en las macetas con

riego frecuente (Tabla 4.2).

Tabla 4.2: Medias y valores de p para las concentraciones amonio, nitrato y
nitrégeno (ppm), y el pH de la solucién del suelo, a los 200 dias de realizada la
fertilizacion considerando los tratamientos de fertilizacion y el régimen de riego
como factores principales (ANOVA factorial). Las diferentes letras indican
diferencias significativas entre medias (LSD p<0,05).

Factor Nivel [NO3] [NH;*] [N] pH
T 11,18 1,28 3,53 69 ¢
o UREA 30,68 0,79 7,49 6,7 ab
Fertilizacion
NO; 38,67 0,86 9,24 6,9 bc
NHs" 30,82 0,97 7,73 66 a
p 0,121 0,110 0,162 0,002
Alta 4,30 1,26 1,94 7,0
Agua _
Baja 45,23 0,68 10,74 6,5
p <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

Fertilizacion x Agua p 0,086 0,188 0,074 0,118
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Efecto de las diferentes fuentes de N y la sequia en el crecimiento y la particion
de materia seca

La disponibilidad de agua afectd el crecimiento significativamente. La materia
seca de todos los compartimentos fue menor en las plantas con baja
disponibilidad de agua respecto a las que tuvieron alta disponibilidad de agua
(Tabla 4.3, Figura 44). El tratamiento de fertilizacion no afectd
significativamente la materia seca de los compartimentos (Tabla 4.3), sin
embargo, la materia seca media acumulada en los tratamientos fertilizados con
N no superd al testigo sino que fue levemente menor a este tratamiento en

todos los casos (Figura 4.4).

Tabla 4.3: Valores de p para todos los compartimentos de materia seca (g),
considerando el fertilizante aplicado y la disponibilidad de agua como factores
principales (ANOVA factorial).

Materia seca (g)

Tallo Vastado Raiz Raices Raiz
principal 9 pivotante  finas total

Fertilizacion 0,421 0,073 0,347 0,293 0,173 0,182 0,283

Factor Hojas Total

Agua 0,021 0,005 0,011 0,009 <0,001 0,001 0,004

Fertilizacion

0,757 0,609 0,781 0,805 0,735 0,774 0,772
x Agua

141



Capitulo 4 - Distintas fuentes de nitrogeno y disponibilidad de agua en suelo pedregoso

5
Il Tallo
A [ Hojas
4 1 B Raiz pivotante
[ Raices finas
3 B
C
S 24
@
»
2
o 17
9
©
=
0 -
1 -
-2 T T T T T T T

T UREA NO, NH,/’ T UREA NO, NH,/
Alta disponibilidad de agua Baja disponibilidad de agua

Figura 4.4: Materia seca final por compartimentos (g) para cada tratamiento
(n=80). Las diferentes letras indican diferencias significativas entre medias para
el factor disponibilidad de agua (LSD p<0,05).

Todas las relaciones de materia seca analizadas covariaron significativamente
con la materia seca total de los individuos (Tabla 4.4). La alta disponibilidad de
agua redujo significativamente la relacion entre la materia seca de hojas y la
materia seca de raices finas, mientras que no tuvo efecto en el resto de las
relaciones (Tabla 4.4). La fertilizacién no afecté significativamente las relaciones

de materia seca (Tabla 4.4).

142



Capitulo 4 - Distintas fuentes de nitrogeno y disponibilidad de agua en suelo pedregoso

Tabla 4.4: Medias calculadas y valores de p para las relaciones entre
compartimentos de materia seca (g g™*), considerando el fertilizante aplicado y la
disponibilidad de agua como factores principales y la materia seca del individuo
(MS) (g) como covariable (ANCOVA factorial).

Relaciones de Materia seca (g g'l)

Factor  Nivel Vastago:  Vastago: Hojas : Raices finas :
Raiz total Raices finas Raices finas Raiz pivotante
T 2,42 3,72 2,84 2,21
. UREA 2,66 4,38 3,34 1,79
Fertilizante
NO;5 2,55 3,82 2,92 2,33
NH;" 2,57 4,01 3,04 2,02
p 0,752 0,465 0,450 0,256
Alta 241 3,71 2,80 2,20
Agua _
Baja 2,69 4,24 3,27 1,98
p 0,068 0,097 0,046 0,311
Fertilizante 0,713 0,849 0,937 0,742
x Agua
CO‘E;I”S"’;ble 0,011 0,003 <0,001 0,007

Efecto de las diferentes fuentes de N y la sequia en la arquitectura hidraulica

La conductancia hidraulica del vastago (Kv) fue independiente de la materia
seca del mismo (covarianza no significativa), y estuvo afectada por la
fertilizacion dependiendo de la disponibilidad de agua (interaccion fertilizante x
disponibilidad de agua) (Tabla 4.5). Kv, al igual que su componente ks, fue
significativamente mayor en las plantas fertilizadas con amonio y con alta
disponibilidad de agua en comparacién al resto de los tratamientos, los cuales
no se diferenciaron entre st (Figura 4.5). La conductancia de vastago por g de
hoja no dependi6 de la materia seca. Las plantas fertilizadas con amonio y con
buena disponibilidad de agua tuvieron mayor conductancia de vastago por g de
hojas que el resto de los tratamientos, pero ademas, entre las plantas con
buena disponibilidad de agua, las plantas fertilizadas con nitrato tuvieron mayor

conductancia por g de planta que las fertilizadas con urea (Tabla 4.5, Figura 4.5).
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La conductancia hidraulica de la raiz (Kr) covarié significativamente con la
materia seca del sistema radical, y disminuyd significativamente con la baja
disponibilidad de agua (Tabla 4.5, Figura 4.5). La conductancia hidraulica de la
raiz por g de raiz fina tuvo un comportamiento similar al de la variable sin
estandarizar, también fue dependiente de la materia seca del sistema radical y
significativamente mayor en las plantas con alta disponibilidad de agua (Tabla
4.5, Figura 4.5).

La conductancia hidraulica de la planta entera dependio significativamente de
la materia seca del individuo, y tuvo el mismo comportamiento que Kv. Las
plantas fertilizadas con amonio y con alta disponibilidad de agua tuvieron
mayor Kp que el resto de los tratamientos (Tabla 4.5, Figura 4.5). La
conductancia de la planta por g de planta no dependio de la materia seca del
individuo, sin embargo el comportamiento fue similar a la variable sin
estandarizar. Las plantas fertilizadas con amonio y con buena disponibilidad de
agua tuvieron mayor conductancia de la planta por g de planta que el resto de
los tratamientos, y por otra parte, entre las plantas con buena disponibilidad de
agua, las fertilizadas con nitrato tuvieron mayor conductancia por g de planta

que las de tratamiento testigo (Tabla 4.5, Figura 4.5).

Tabla 4.5: Valores de p para la conductancia del vastago (Kv), la raiz (Kr) y la
planta (Kp) (g MPa™ s), y para estas variables estandarizadas por la materia seca
cada organo (g), considerando el fertilizante aplicado y la disponibilidad de agua
como factores principales, y la materia seca total del o6rgano(MS) como
covariable (ANCOVA factorial).

Factores principales Interaccion
CO\EaMrga)ble Fertilizante Agua Fertilgzzgte X
Kv 0,643 <0,001 <0,001 <0,001
Kr <0,001 0,251 0,010 0,778
Kp 0,008 <0,001 0,002 <0,001
Kv : MS hojas 0,018 <0,001 0,001 <0,001
Kr : MS raiz fina 0,087 0,065 <0,001 0,899

Kp : MS total 0,179 0,001 0,002 <0,001
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Figura 4.5: Conductancia hidraulica del vastago (Kv), la raiz (Kr) y la planta entera
(Kp), y conductancia hidraulica del vastago (Kv), la raiz (Kr) y la planta entera
(Kp) estandarizadas, para cada nutriente aplicado y disponibilidad de agua
(n=40). Las variables fueron covariadas por la materia seca del vastago, la raiz o
la planta entera, segun sea la porcion considerada. Las diferentes letras indican
diferencias significativas entre las medias calculadas para cada panel (LSD
p<0,05).

La conductividad hidraulica (kh) y la conductividad foliar especifica (kl) del lefio
del tallo principal no fueron afectados por los fertilizantes ni la disponibilidad
de agua (Tabla 4.6, Figura 4.6). Sin embargo, la conductividad hidraulica
especifica (ks) varid con el tratamiento, dependiendo de la disponibilidad de
agua (interaccion fertilizante x disponibilidad de agua) (Tabla 4.6). Las plantas
que crecieron con baja disponibilidad de agua tuvieron igual ks,
independientemente del tratamiento. Las plantas testigo y las fertilizadas con

urea y nitrato que crecieron con alta disponibilidad de agua tuvieron igual ks
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que las plantas estresadas, mientras que las fertilizadas con amonio tuvieron

significativamente mayor ks (Figura 4.6).

Tabla 4.6: Valores de p para la conductividad hidraulica (kh) (g m MPa™* s™), la
conductividad hidraulica especifica (ks) (9 m MPa® s* m?) y la conductividad
hidraulica foliar especifica (kl) (g m MPa® s g?), considerando el fertilizante
aplicado y la disponibilidad de agua como factores principales (ANOVA
factorial).

Factores principales Interaccion
Fertilizante Agua Fertilizante x Agua
kh 0,398 0,101 0,562
ks 0,160 0,705 0,040
kl 0,207 0,294 0,139
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Figura 4.6: Conductividad hidraulica (kh) (g m MPa* s?), conductividad
hidraulica especifica (ks) (9 m MPa? s* m?) y conductividad hidraulica foliar
especifica (kl) (g m MPa’ s’ g?') del tallo, por fertilizante aplicado y
disponibilidad de agua (n=40). Las diferentes letras indican diferencias
significativas entre medias para cada panel (LSD p<0,05). Las lineas sobre las
barras corresponden al error estandar de la media.
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4.6 - Discusion

Patrones de variacion de la disponibilidad de nitrato y amonio y el pH en la
solucion del suelo

Los cambios en el tiempo observados en la disponibilidad de nitrato y amonio
en el suelo fueron acordes a la dinamica de estos tones cuando son aplicados
como fertilizantes. Tanto la aplicacién de urea como la de amonio, generaron
alta disponibilidad de este ion en la semana posterior a la aplicacion de los
fertilizantes. La oxidacion del amonio a nitrato produjo una alta disponibilidad
de esta forma en las macetas fertilizadas con urea y amonio a los 50 dias de
realizada la fertilizacion, con una consecuente baja de la disponibilidad de
amonio. Sin embargo, las macetas fertilizadas con amonio, tuvieron alrededor
de 4 veces mas disponibilidad de este cation a los 50 dias en comparacion al
resto de los tratamientos (Figura 4.3).

Las macetas fertilizadas con nitrato tuvieron alta disponibilidad de este anion
inmediatamente después de la fertilizacion y perdurable aun a los 50 dias,
aunque con una baja significativa en relaciéon a la semana posterior a la
aplicacion (Figura 4.3). A los 50 dias, todas las macetas fertilizadas tuvieron
similar concentracion de nitrato, siendo esta fuente la principal fuente de N en
ese momento. A los 200 dias, en todos los tratamientos se llegd a la misma
disponibilidad de nitrato y amonio, significativamente mas baja que en las
mediciones anteriores, y similar a la del suelo sin fertilizar (Figura 4.3). Este
resultado demuestra, que la gran mayoria del nitrato disponible a los 50 dias de
realizada la fertilizacion deja de estar en la solucion del suelo a los 200 dias.
Esta pérdida de disponibilidad puede deberse a fijacion microbiana o a la
absorcion realizada por las plantas. Las pérdidas por lixiviacion
presumiblemente fueron muy bajas ya que el riego se realizo en forma
controlada, con bajo volumen de agua y alta frecuencia. Es importante remarcar
que, si bien la fertilizacion indujo respuestas en las plantas que se detallan en
apartados siguientes, también se observa un efecto del sistema biotico (planta y
microorganismos de suelo) sobre el suelo fertilizado (Goldberg y Landa 1991;
Suding et al. 2008). A pesar del ingreso de fertilizante, el sistema generd un

efecto en el suelo que condujo a que los niveles de N sean similares a los del
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suelo no fertilizado, demostrando la capacidad de amortiguar cambios bruscos
en la disponibilidad de N.

El bajo régimen de riego determind una mayor cantidad de nitrato disponible
en la solucién del suelo de las macetas a los 200 dias posteriores a la
fertilizacion. Este comportamiento puede deberse, por un lado, al menor
consumo por parte de las plantas y los microorganismos debido a la falta de
agua, y por otro, a la menor pérdida por lixiviacion dada la menor frecuencia de
riego. En contraposicion, la alta frecuencia de riego determindé una mayor
disponibilidad de amonio en las macetas, independientemente de la fuente de
N aplicada. Esto puede deberse a que en caso de sequia en el suelo, se produce
la muerte o la inactividad de los microorganismos del suelo. Si bien la
sensibilidad de los microorganismos y procesos que intervienen en el ciclo del
N (amonificacion, nitrificacion, desnitrificacion, inmovilizaciéon) a la sequia es en
gran parte desconocida, se sabe que el secado de los suelos reduce la
disponibilidad de sustratos organicos e inorganicos solubles y la movilidad de
las enzimas extracelulares. El transporte difusivo de sustratos y enzimas
extracelulares, ast como la movilidad activa o pasiva de los microorganismos se
desacelera con la disminucion del contenido de agua y del espesor de la capa
de agua (Borken y Matzner 2009), por lo tanto, podria haber una detencion del
proceso de amonificacion en las macetas con baja disponibilidad de agua que
condicione la acumulacién de este ion.

El aumento del pH a lo largo del ensayo, en las macetas no fertilizadas, puede
deberse al pH levemente basico del agua de riego o que la adquisicion de
nutrientes aumenta el pH a partir del consumo de protones y/o la liberacion de
oxhidrilos. La mayor concentraciéon de nitratos tendi6 a acidificar el suelo,
mientras que la mayor concentracién de amonio tendié a alcalinizarlo (Figura
4.3). La menor disponibilidad de agua se asocid con valores mas bajos de pH,
posiblemente debido a que la concentracion remanente de nitrato fue mayor
que en las macetas con menor disponibilidad de agua.

Las distintas fuentes de N aplicadas tuvieron implicancias en el pH de la
solucion a los 200 dias (Tabla 4.2). Como se esperaba, la adicion de amonio y
urea alcalinizaron la solucion del suelo inmediatamente luego de la aplicacion

(Figura 4.3), pero finalmente tuvieron una reaccién acida. Este comportamiento
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se observa con claridad a los 50 dias de realizada la fertilizacion (Figura 4.3)
(Jokela y Long 2012). Sin embargo, dado que para cada momento de medicion
las diferencias de pH entre tratamientos rondaron los 0,5 puntos, cerca de la
neutralidad, posiblemente no fueron de relevancia para determinar
modificaciones las reacciones quimicas del suelo, por ejemplo en la solubilidad

de macronutrientes como el P (Marschner 1995).

Efectos de la fuente de N y la disponibilidad de agua en el crecimiento final

En este ensayo no se verifico el efecto depresivo de la fertilizacién con N en el
crecimiento de las plantas en comparacién a los ensayos del Capitulo 2,
posiblemente debido a que la duracién del experimento fue insuficiente para
que se observe respuesta a la fertilizacion. Contrariamente a lo reportado en
otros estudios en los que se encontré diferencia en el efecto de la urea, el
nitrato y el amonio (Pharis et al. 1964), en este ensayo todas las fuentes
nitrogenadas tuvieron efecto similar en crecimiento y en la
compartimentalizacion de la materia seca, tanto con buena disponibilidad de
agua como bajo sequia (Tabla 4.3, Figura 4.4).

En general, las plantas tuvieron cambios mas notorios en respuesta a la sequia
que a la fertilizacion con N (Tabla 4.3, Figura 4.4). Si bien no se encontraron
diferencias significativas, todas las plantas fertilizadas crecieron menos que las
testigo, independientemente de la cantidad de agua que recibieron (Figura 4.4).
La disminucién en la disponibilidad de agua redujo el crecimiento de las plantas
(Tabla 4.3, Figura 4.4), pero no produjo mortalidad, por lo tanto implicé un
estrés hidrico moderado. La particion de materia seca fue poco afectada por la
sequia. Solo se observé que la reduccion en la acumulacion de materia seca de
raices finas fue proporcionalmente mayor que en la materia seca de hojas
(Tabla 4.4). Esta respuesta pudo ser consecuencia del escaso desarrollo radical
que tiene la especie en suelos arcillosos y que las raices finas son los érganos
que primero se reducen frente a la baja disponibilidad de agua (Hacke et al
2000).
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Efecto del estrés hidrico en las caracteristicas hidraulicas

La conductancia hidraulica de las plantas sufri6 modificaciones que permitieron
una adecuacion a la baja disponibilidad de agua (Maseda y Fernandez 2006). La
conductancia de las raices fue la Unica variable hidraulica afectada por la
disponibilidad de agua (Tabla 4.5) e independientemente del tamano del
sistema radical. Esto indicaria que es el primer érgano afectado por la sequia.
Concordantemente, en rodales fertilizados de P. taeda, la fertilizacion redujo la
conductividad hidraulica especifica de las raices finas, pero la fertilizacion
combinada con riego no produjo diferencias en esta variable comparada con las
plantas sin fertilizar (Ewers et al. 2000). En ese estudio, el comportamiento fue
atribuible al hecho de que las plantas fertilizadas tuvieron mayor tamafo y
sufrieron la falta de agua en mayor medida que las plantas sin fertilizar. Este
resultado demuestra que el comportamiento de la especie implica una
reduccion de la conductividad hidraulica de las raices que permite adaptar su
sistema hidraulico frente a condiciones de baja disponibilidad de agua en el
suelo. En tal sentido, se ha postulado que la disminucién plastica de la
conductancia hidraulica de las raices frente a la sequia podria contribuir a
disminuir el flujo de agua de la raiz al suelo cuando el potencial hidrico del
mismo cae a valores mas negativos que el de la raiz (Trillo y Fernandez 2005).
Las plantas fertilizadas con amonio tuvieron un comportamiento contrastante
en funcién de la disponibilidad hidrica, a pesar de que en ambos casos la mayor
disponibilidad de amonio se mantuvo hasta los 50 dias, momento previo a la
aplicacién de riego diferencial. Al finalizar el ensayo, las plantas con buena
disponibilidad hidrica tuvieron un aumento en la conductividad hidraulica
especifica del lefio (ks), la conductancia hidraulica del vastago (Kv) y la
conductancia de planta entera (Kp) (Figura 4.5) mientras que este efecto se
revirtid frente a estrés por sequia, posiblemente a partir de los cambios

generados en la conductancia del sistema radical.

Efecto de la fuente de N en las caracteristicas hidraulicas
En nuestro experimento, solo la fertilizacién con amonio y alta disponibilidad de
agua genero una respuesta en la conductancia hidraulica de las plantas, las

cuales tuvieron valores significativamente mayores de Kv y ks en relacion al
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resto de los tratamientos (Figuras 4.5. y 4.6). La importancia relativa del vastago
en la materia seca total determind que las modificaciones hidraulicas en este
compartimento sean las mas influyentes en la conductancia hidraulica del
individuo (Figura 4.5).

El marcado incremento en Kv en las plantas fertilizadas con amonio se mantuvo
cuando se estandarizd por materia seca (Figura 4.5). Sin embargo, la diferencia
en esta variable entre las plantas fertilizadas con urea y con nitrato se explica
porque las plantas de ambos tratamientos fueron muy similares en materia seca
de vastago y de hojas (Figura 4.1) y en la conductancia hidraulica de vastago,
pero las plantas que recibieron nitrato fueron las que menos crecieron y a su
vez, tuvieron un leve incremento en Kv. Estas pequefas diferencias se hacen
evidentes y significativas en el cociente.

Las plantas fertilizadas con amonio tuvieron mayor disponibilidad de este anién
durante al menos 50 dias luego de realizada la fertilizacion, a diferencia del
resto de los tratamientos. St consideramos que P. taeda tiene mayor afinidad
por el amonio que por el nitrato (Bassirirad et al. 1997; Constable et al. 2001), es
posible suponer que la diferente disponibilidad de cada fuente de N a lo largo
del ensayo haya sido determinante en la respuesta que permitié adecuar el
sistema hidraulico a cada condicidon. Sin embargo, en el plazo del experimento,
estas modificaciones hidraulicas no tuvieron impacto en el crecimiento de las
plantas. De cualquier manera, estos resultados permiten afirmar que la
fertilizacion con amonio produce cambios en la arquitectura hidraulica que son
contrarios a los que genera el nitrato. Tal vez es por eso que, dentro de las
plantas fertilizadas, las que recibieron amonio fueron las que mas crecieron,
mientras que las que recibieron nitrato fueron las que menos crecieron.
Posiblemente, el nitrato sea el causante de las modificaciones hidraulicas
descriptas en capitulos anteriores para la urea, mientras que el amonio produce
un aumento en la conductividad del vastago que no determinaria efectos
depresivos. Sin embargo, a mediano o largo plazo tanto la fertilizacion con urea
como con amonio ocasionan un aumento en la concentracion de nitrato en la
solucion del suelo y es posible que el efecto depresivo se observe con la

aplicacion de cualquiera de las fuentes nitrogenadas.
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La diferente respuesta entre el nitrato y el amonio en la arquitectura hidraulica
puede explicarse por el aumento de la disponibilidad de nitrato en la rizosfera
que genera un aumento de la conductancia hidraulica de las raices en algunas
especies con alta demanda de N (Gorska et al. 2008a). Sin embargo, no se
observo incremento de la conductancia hidraulica de la raiz con el aumento de
la disponibilidad de amonio y urea en la rizosfera (Gorska et al. 2010). La
respuesta de las raices a la disponibilidad de nitrato y no de amonio, puede
deberse a que el amonio interactia con los sitios de intercambio catiénico del
suelo, y es menos probable que se movilice por flujo masal en comparacion con
el nitrato, que posee carga negativa. Las plantas que utilizan fuentes
amoniacales suelen tener una falta de respuesta a la disponibilidad de nitrato

en la regulacion de la conductancia hidraulica de la raiz (Cramer et al. 2009).

4.6 - Conclusiones

A partir de los resultados obtenidos en este capitulo no se puede descartar que
el efecto depresivo sobre el crecimiento de P. taeda ocasionado por la
fertilizacion con urea en suelos rojos se deba a efectos especificos de este
fertilizante, dado que todas las fuentes nitrogenadas tuvieron tendencia a la
disminucion del crecimiento aunque no se observé efecto significativo de
ninguna de ellas. Por otra parte, en estas condiciones experimentales, la
fertilizacion nitrogenada no modificé la susceptibilidad de las plantas al estrés
por sequia. La fertilizaciton con amonio produjo fuertes cambios en la
arquitectura hidraulica del vastago pero, dado el corto plazo del experimento
no se puedo determinar la influencia de estos cambios hidraulicos en el

crecimiento.
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Crecimiento de familias selectas fertilizadas con nitrogeno y fésforo

5a.1 - Resumen

Los individuos de P. taeda utilizados en plantaciones comerciales sobre suelos
lateriticos de Argentina presentan heterogeneidad en la respuesta a la
fertilizacion con N y P durante el establecimiento. En general, las respuestas en
crecimiento a la aplicacion de P son positivas, mientras que la aplicacion de N
en forma de urea tiene un efecto perjudicial. El objetivo de este capitulo fue
evaluar la respuesta a la fertilizacion con N y P de cuatro familias de P. taeda
seleccionadas de un plan de mejoramiento genético, y determinar si la mejora
genética permite obtener materiales con diferente respuesta a la adicion de
estos nutrientes. Los resultados demuestran que existe variabilidad entre las
familias en el crecimiento en altura y diametro al cuello, 8 y 16 meses luego de
realizada la fertilizacion. Las familias de mayor tasa de crecimiento,
respondieron positivamente a la fertilizacion con P y no fueron afectadas por la
fertilizacion con N. La familia que tuvo crecimiento intermedio, al igual que la
de menor crecimiento, respondieron positivamente frente a la fertilizacion con
P pero fueron afectadas de manera negativa por el N. El efecto depresivo de la
fertilizacion con N fue mayor en la familia de crecimiento intermedio. La mejora
genética permite obtener genotipos con altas tasas de crecimiento que
respondan a la fertilizacion con P y que no sean negativamente afectados por la
adicion de N. Mediante el mejoramiento genético se puede evitar la penalidad
en crecimiento que implica fertilizar con urea en el establecimiento, factor que
facilitaria la utilizacién de esta practica silvicola para recuperar o mantener la
dotacién de N de los sitios que estan sujetos a repetidos ciclos de plantacion y

cosecha.

5a.2 - Introduccion

La heterogeneidad espacial de los sitios forestales de la provincia de Misiones,

caracterizada por pendientes moderadas, sumada a la heterogeneidad
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fenotipica observada en los materiales comerciales de P. faeda disponibles en el
mercado, dan como resultado diferentes respuestas a la fertilizacion con Ny P
entre individuos y segun la ubicacion topografica del lote fertilizado, aunque las
tendencias generales a la respuesta positiva al P y negativa al N se mantienen
(Capitulo 2a). Sin embargo, como existe variabilidad genotipica en esta especie
en cuanto a mecanismos de captura y compartimentalizacion del carbono en
respuesta a la fertilizacion (Tyree et al. 2009a; Tyree et al. 2009b), es posible
encontrar genotipos que no sigan las tendencias generales en respuesta al
aumento en la disponibilidad de N y P en el suelo. Las respuestas reportadas en
la bibliografia en la actualidad derivan de experimentos realizados con
genotipos no mejorados.

El plan de mejoramiento genético de INTA para la especie P. taeda comenzo en
la década de 1990. El objetivo principal de dicho programa es el abastecimiento
de semillas de calidad genética superior. El mismo fue estructurado con
distintas poblaciones o grupos de individuos que se fueron conformando a
partir del trabajo en conjunto entre INTA y empresas forestales, principalmente
de Misiones y Corrientes. Como poblacion base se utilizaron plantaciones
comerciales de diversos origenes, procedencias y edades dentro de la region
Mesopotamica. De esta manera se logré una poblacion de seleccion compuesta
por 130 individuos selectos iniciales de origenes conocidos. Adicionalmente, se
cuenta con una poblacion de mejora donde son evaluadas las progenies de las
selecciones antes mencionadas. Los materiales que conforman la poblacién de
mejora responden a criterios de seleccion basados principalmente en mayor
crecimiento en volumen y mejor forma, con especial énfasis en rectitud de fuste.
A partir de la poblacion de seleccion, se han originado las poblaciones de
produccidn en San Antonio (Misiones) donde se instalaron mas de 12 ha de
huertos semilleros clonales (HSC) con diferentes constituciones (Rodriguez y
Gauchat 2005). De estos HSC proceden las semillas de las cuatro familias
elegidas para ser evaluadas en el presente capitulo. La seleccion de las familias
se basé en un ranking de las mismas, realizado en funcién del crecimiento en
volumen y la rectitud del fuste evaluados en la progenie de cada una de las

familias que componen los HSC, al quinto aho de edad.
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El objetivo de este capitulo fue determinar si existe variabilidad genética en la
respuesta en crecimiento a la suplementacion con N y P mediante el analisis de
cuatro familias de P. taeda.

Hipotesis: Diferentes familias responderan a la fertilizacion en diferente
magnitud porque existe variabilidad genética en la capacidad de respuesta a la

elevada disponibilidad de nutrientes.

5a.3 - Metodologia

El ensayo se instalo en el establecimiento experimental Campo Anexo
Laharrague, perteneciente a la EEA INTA Montecarlo, ubicado en el
departamento de Montecarlo, Misiones, Argentina (26° 30°S, 54° 40°0). El clima
de la region es subtropical sin estacidon seca marcada, las precipitaciones
anuales son del orden de los 2000 mm y la temperatura media anual ronda los
20° C (Servicio Meteorologico Nacional 2000). El suelo del sitio es arcilloso, rojo
y profundo. Las principales caracteristicas fisico-quimicas de los suelos se
presentan en la Tabla 5b.1. Se tomaron tres muestras de suelo compuestas por
4 submuestras de igual volumen a las que se les extrajeron los fragmentos
gruesos no meteorizados. Se determinaron las caracteristicas fisico-quimicas del
suelo como se detallo en el capitulo 2a (Tabla5a.1).

La temperatura y la humedad relativa del ambiente durante el periodo del
ensayo fueron registradas en una estacion meteorolégica (DAVIS-GroWeather)
ubicada a 200 m del lote en el que se instald el ensayo. La precipitacion
acumulada mensual (mm), la temperatura (°C) y el déficit de saturacion del aire
(D) (kPa) medios mensuales correspondientes al periodo del ensayo se
muestran en la Figura 5a.1.

El ensayo tuvo una duracion de 16 meses. Se utilizaron 4 familias de P. ftaeda
pertenecientes al plan de mejoramiento genético de INTA EEA Montecarlo,
selectas por presentar diferentes tasas de crecimiento en volumen y rectitud de
fuste, dentro de un ranking de familias. El ranking se elaboré mediante la
combinacion de ambas variables, representando cada una de ellas un 70% y

30% respectivamente. Las familias, todas de origen Marion, se denominan: M8,
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M20, T25 y T29. Las dos primeras poseen altas ganancias en crecimiento y
rectitud de fuste, mientras que las dos segundas poseen bajas ganancias en
crecimiento y rectitud de fuste, dentro del conjunto de familias selectas por su
rapido crecimiento.

En septiembre de 2009 las plantas de 3 meses de edad fueron llevadas a campo.
Los plantines cultivados en tubetes, se plantaron a campo con un
espaciamiento de 0,8 m entre filas y entre lineas, para minimizar la
heterogeneidad espacial de condiciones topograficas, edaficas y luminicas, y
considerando que no habria efectos de competencia dado que se planed un
ensayo de corta duracion. No se realizé riego de asiento ya que el suelo estaba
suficientemente humedo. En cada parcela se plantaron 16 individuos: 4 de cada
familia (4 subparcelas por parcela). Se utilizé un disefio factorial 2x2x4. Los
tratamientos surgieron de la combinacion de dos disponibilidades de N (sin o
con urea, -N o +N respectivamente), dos disponibilidades P (sin o con
superfosfato triple de calcio, -P o +P respectivamente) y las cuatro familias (M8,
M20, T25, T29). Por lo tanto, cada familia fue fertilizada con N, con P, con Ny P
o no fertilizada. Se instalaron tres bloques completos, dando un total de 12
parcelas determinadas por los tratamientos de fertilizacion y 48 subparcelas
determinadas por la combinacién de los tratamientos de fertilizacion y las
familias. La fertilizacidon de los individuos se realizdé inmediatamente después de
la plantacion. El fertilizante se coloco en dos hoyos a 10 cm del cuello de la
planta, los cuales se taparon posteriormente con tierra. La distancia se
considerd suficiente, dado el reducido tamafo de los plantines, la elevada
humedad del suelo y la profundidad de aplicacién, para permitir que el
fertilizante se disolviera antes de que las raices entren en contacto con el
mismo. A posteriori, se comprobé que no hubo toxicidad de la fertilizacion ya
que no se registro mortandad de plantas. EL N se aplicé como 100g de urea (46-
0-0) equivalentes a 46 g de N, y el P como 200 g de super fosfato triple de
calcio (SFT) (0-48-0), equivalentes a 96 g de POs.

A los 8 y los 16 meses de iniciado el ensayo, se midio la altura total y el
diametro a la altura del cuello (DAC) de las plantas, con metro (precision: 0,1 m)

y calibre digital (precision: 0,1 mm), respectivamente.
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Los datos se analizaron mediante analisis de vartanza (ANOVA) factorial
(p<0,05). Cuando algun factor o interaccidon fue significativo, las medias se
compararon con el test de comparacion de medias Fisher LSD (p<0,05). Para los
analisis de DAC y altura en cada momento de medicion se utilizaron los
siguientes factores con sus correspondientes niveles: Bloque (1; 2 o 3), N (-N,
+N), P (-P, +P) y familia (M8, M20, T29, T25). Dado que el efecto del bloque no
fue significativo para ninguna de los analisis realizados, no se reportan los
valores de significancia dentro de las tablas de resultados para simplificar la

lectura de las mismas.

Tabla 5a.1: Caracteristicas quimicas y fisicas del suelo del predio donde se instalé
el ensayo.

Propiedades quimicas

C organico (%) 2,29

Nt (%) 0,21

Pe (ppm) 2,20

pH 5,05

CIC (cmol kg™) 11,60

Propiedades fisicas

Arena (%) 9,00

Limo (%) 1,45

Arcilla (%) 32,20
Clase Arcilloso

ksuelo (g s m™) 0,012
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Figura 5b.1: Vista del ensayo a los 9 meses de la instalacion, en julio de 2010.
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Figura 5a.2: Temperatura media mensual (°C), déficit de saturacion del aire
medio mensual (D) y precipitacién acumulada mensual (mm) para el sitio del
ensayo, durante el periodo experimental.
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5a. 4 - Resultados

Las diferentes familias puestas a prueba en el ensayo se diferenciaron en
tamafio y en respuesta a la fertilizacion. Las familias M8 y M20 tuvieron mayor
tamafio que las otras dos, fueron poco afectadas por la aplicacion de N y
respondieron satisfactoriamente a la aplicacion de P. A los 8 meses, la altura de
las plantas dependio significativamente de la familia y de la aplicacion de P. La
aplicacion de N no influencio a esta variable. Sin embargo, el DAC dependio de
la aplicacion de ambos fertilizantes y de la familia. No hubo interaccion
significativa entre factores. Las plantas fertilizadas con P tuvieron mayor DAC y
altura respecto a las que no recibieron este nutriente, mientras que la aplicacion
de N afectd negativamente el DAC. Se observaron diferencias entre familias en
ambas variables: en las familias M el DAC y la altura fueron mayores que en las
T (Tabla 5a.2).

162



Capitulo 5 - Variabilidad genética entre familias de Pinus taeda en la respuesta a a fertilizacion

Tabla 5a.2: Medias y valores de p para la altura (cm) y el DAC (mm) a los 8 meses
de iniciados los tratamientos, considerando el nutriente aplicado y la familia
como factores principales (ANOVA factorial). Las diferentes letras indican
diferencias significativas entre medias para cada variable (LSD p<0,05).

8 meses
Factor Nivel
Altura DAC
Nitrogeno -N 55,7 84
(N) +N 53,4 7,4
p 0,386 0,014
) -P 48,4 6,9
Fosforo (P)
+P 60,6 8,7
o <0,001 <0,001

M8 636 ¢ 9,6 C
Familia (F)  m20 577 bc 79 b
T25 531 ab 74 ab
T29 452 a 6,6 a

p <0,001 <0,001
N x P P 0,658 0,999
N x F P 0,210 0,179
PxF P 0,673 0,513
NxPxF P 0,642 0,474

Dieciséis meses después del inicio de los tratamientos, las plantas fertilizadas
con P tuvieron un aumento significativo de la altura y el DAC,
independientemente de la familia. El N influencié significativamente las
dimensiones de las plantas dependiendo de la familia (interaccion N x familia).
Para las familias M, el DAC y la altura no variaron significativamente con la
aplicacion de N con respecto a las plantas sin fertilizar. Sin embargo, las plantas
de la familia T25 fertilizadas con N tuvieron significativamente menor DAC y
altura respecto a las plantas que no recibieron N. Las plantas de T29 tuvieron un
comportamiento similar a las de T25, es decir, sufrieron una fuerte depresién en
DAC y altura en respuesta al N, sin embargo el analisis no muestra diferencias

significativas entre la altura de las plantas +N y -N, posiblemente debido a que
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el tamano de éstas es muy pequeio en relacion al tamafho medio general de las

plantas del ensayo (Tabla 5a.3).

Tabla 5a.3: Medias y valores de p para la altura (cm) y el DAC (mm) a los 16
meses de iniciados los tratamientos, considerando el nutriente aplicado y la
familia como factores principales (ANOVA factorial). Las diferentes letras indican
diferencias significativas entre medias para cada variable (LSD p<0,05).

) 16 meses
Factor Nivel
Altura DAC
Nitrogeno P 0,271 0,042
(N)
) -P 1194 24,9
Fosforo (P)
+P 148,1 31,9
Jo, <0,001 <0,001
Familia (F) Jo, <0,001 <0,001
Nx P Jo, 0,926 0,877

M8 -N  165,7 C 36,2 C
M8 +N 1687 C 36,7 C
M20 -N 1513 bc 32,5 bc
M20 +N 1488 bc 291 b

N xF
T25 -N 1439 b 30,8 bc
T25 +N 1069 a 20,3 a
T29 -N 1121 a 22,3 a
T29 +N 1075 a 20,5 a
p 0,002 0,004
PxF p 0,323 0,226
NxPxF p 0,312 0,378
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5a.5 - Discusion

Los resultados obtenidos en este capitulo demuestran que existe variabilidad
genética entre familias en respuesta a la fertilizacion; puede observarse
aumento en el crecimiento, depresion o no modificacion del mismo. La mejora
genética permite obtener genotipos con altas tasas de crecimiento que
responden de manera satisfactoria a la fertilizacion, o al menos, que no son
negativamente afectados por la adicion de urea.

El DAC y la altura registrados en los dos momentos de medicion tienen alta
similitud a los obtenidos en otro estudio de fertilizacion realizado con plantas
jovenes provenientes de semillas no seleccionadas genéticamente, en suelos
similares a los de este ensayo (Fernandez et al. 2000b; Fernandez et al. 1999b).
Estos autores encuentran que el efecto negativo del N sobre el DAC y la altura
de las plantas se manifiesta a partir de los seis meses posteriores a la
fertilizacion y se mantiene al menos hasta los 34 meses, asi como el efecto
positivo de la fertilizacién con P. En el presente ensayo, el efecto positivo del P
se evidencio a los 8 meses en DAC y altura, y el efecto negativo de la urea se
observo solo en el DAC. La reduccion del crecimiento en DAC suele observarse
antes que la disminucion del crecimiento en altura por la prioridad de destinos
de fotoasimilados en los arboles. Frente a una limitacion de la capacidad
fotosintética, el primer destino que se reduce es el crecimiento secundario. Sélo
si la disponibilidad de fotoasimilados es menor aun, se reduce el crecimiento
primario (Oliver y Larson 1996). Es importante observar que st bien a los 8
meses se observa efecto del N, del P y de la familia en el DAC, no se observa
interaccion entre el fertilizante aplicado y la familia. Dicha interaccion, que es
valiosa en el momento de evaluar las familias en el marco de un plan de
mejoramiento genético, se manifiesta en la medicion de los 16 meses. Por
ejemplo, los efectos negativos del N en la altura de las plantas se observa solo
en las familias T, mientras que en las otras dos no se manifiesta al menos a los
16 meses. En el mismo sentido, la falta de respuesta a la fertilizacién con P en
T25 solo se evidencia a los 16 meses. La informacién del tiempo minimo para
que se expresen las diferencias entre genotipos es relevante para elegir los

plazos de evaluacion para caracterizar familias en un plan de mejoramiento
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genético. Si bien se busca que los plazos sean lo mas breves posible, deben ser
adecuados para permitir la expresion de las diferencias genotipicas.

En resumen, las plantas de las familias M8 y M20 fueron las de mayor tamafio,
pero ademas fueron las que tuvieron mejor respuesta a la fertilizacion con P y
N. La fertilizacion inicial con P y N combinados podria ser una practica
recomendable para estas dos familias, que permitiria aumentar el crecimiento
inicial y reponer estos nutrientes al sistema. Aunque las ganancias obtenidas en
crecimiento serian similares con la adicion de P Unicamente, estas familias
permiten la incorporacion de N sin que las afecte negativamente.

La familia T25 fue extremadamente sensible a la aplicacion de N. La familia T29
fue la que menos crecid, sin embargo su respuesta a la fertilizacion con N no
fue tan negativa como la de T25. La respuesta positiva de estas familias a la
fertilizacion inicial con P permitiria la implementacion de esta practica en
plantaciones comerciales para mantener la fertilidad y mejorar el crecimiento de
las plantas. La reposicién de N al sitio como fertilizante inorganico al inicio de la
plantacion podria tornarse inviable desde el punto de vista econdmico ya que
podria contrarrestar el efecto del P. Estas familias son poco recomendables para
instalar plantaciones comerciales dado que, ademas de tener bajo crecimiento,
responden de manera negativa a la fertilizacion inicial con N, resultado que
hace que esta practica sea poco conveniente desde el punto de vista economico
y, por lo tanto, dificil de ser adoptada por los productores para mantener la
fertilidad de los sitios. Sin embargo, podria evaluarse la fertilizacion en etapas
mas avanzadas de la rotacion como posible alternativa para evitar el efecto
negativo de la aplicacion de urea. Esta seria una practica menos costosa en
términos financieros, ya que el costo de la aplicacion del fertilizante es igual al
iniclo de la plantacion o a mediados del turno, pero la recuperacion del capital
invertido es en menor plazo en el segundo caso (Albaugh et al. 2003).

Cuando se fertiliza una plantacién realizada con plantas provenientes de
semillas no seleccionadas genéticamente, la respuesta a la fertilizacion con urea
va a depender de la prevalencia de materiales genéticos que tengan respuesta
depresiva o nula a la aplicacion de este fertilizante. En el caso de considerar las
cuatro familias juntas, la urea hubiera producido una reduccién del crecimiento

en altura y en DAC un 7,8% y un 12,5% respectivamente. Sin embargo, al
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analizar las familias por separado, la urea disminuyo el crecimiento en altura un
0,5% y aumento el crecimiento en DAC un 0,8% para la familia M8, mientras que
redujo el crecimiento en alturay DAC 1,6 y 10,5% en M20, 25,7y 34,1% en T25 y
4,1y 81% en T29, respectivamente. En contraposicion, la fertilizacion con P
tiene efecto positivo en tres de las cuatro familias. Consecuentemente, es
altamente probable que las plantas provenientes de semillas no seleccionadas
respondan positivamente, tal como se observo en ensayos previos (Capitulo 2a).
St se consideran las cuatro familias juntas, el incremento en altura seria del 24%.
Sin embargo, los incrementos para las familias M8, M20, T25 y T29 son de 36;
28; 10 y 23 % respectivamente. Esto indica que el efecto positivo de la
fertilizacion con P puede ser maximizado si la misma se realiza sobre material

genético seleccionado.

5a.6 - Conclusiones

La seleccion genética de materiales de rapido crecimiento da como resultado
genotipos que presentan distintas respuestas frente a cambios en el ambiente.
Las familias puestas a prueba en este ensayo, que pertenecen al grupo de
familias selectas por buenos crecimientos, tuvieron diferencias en su respuesta a
la fertilizacion con N y P, mas alla de que dicha respuesta no fue un criterio de
seleccion. Dos familias tuvieron mayor crecimiento, buena respuesta a la
fertilizacion con P y no fueron afectadas por la adicion de N. Otra familia tuvo
un crecimiento intermedio, respondié positivamente a la adiciéon de P y fue
negativamente afectada por el N. La cuarta familia, aunque fue la que alcanzé
menor crecimiento sin fertilizacion, tuvo un buen desempefio frente a la adicion
de P, y al igual que la anterior, fue negativamente afectada por la fertilizacion
con N.

Estos resultados permiten visualizar que los planes de mejoramiento genético
pueden contribuir a seleccionar familias que optimicen la fertilizacion inicial con
P convirtiéndola en mayor crecimiento. Ademas, el efecto depresivo de la
fertilizacion inicial con urea puede ser evitado mediante la seleccion de familias

que no reduzcan su crecimiento en presencia de dicho fertilizante. Sin embargo,
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seria interesante evaluar la fertilizacion con N en etapas mas avanzadas de la
rotacion, como practica silvicola para recuperar o mantener la fertilidad de los

sitlos que estan sujetos a repetidos ciclos de plantacion y cosecha.
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El efecto depresivo del nitrogeno en diferentes familias

5b.1 - Resumen

En el ensayo analizado en la seccion anterior, se observo variacion entre familias
de P. taeda en la respuesta en crecimiento en altura y diametro a la fertilizacion
con N y P. El objetivo de este capitulo fue examinar la relacion entre los
cambios en la particion aérea de materia seca producto de la fertilizacion, y los
cambios en diferentes rasgos de la arquitectura hidraulica en plantas de las
cuatro familias de P. taeda que puedan explicar la diferente magnitud del
efecto negativo de la fertilizacion con N en el crecimiento.

Plantas jovenes de las cuatro familias seleccionadas fueron fertilizadas con N,
con P o con Ny P al momento de la plantacién. La familia M8 tuvo mayor
crecimiento en materia seca que la familia T29. La fertilizacién con P incrementd
la acumulaciéon de materia seca de todos los compartimentos aéreos en todas
las familias, mientras que la fertilizacion con N tuvo un efecto negativo en el
crecimiento. Dicho efecto negativo no se relaciond con limitaciones en la
absorcion de N o P, ya que no se encontraron diferencias entre familias o
tratamientos para las concentraciones foliares de estos nutrientes. La
fertilizacion con P modificé algunas caracteristicas hidraulicas en las plantas,
pero estos cambios no comprometieron el crecimiento. Sin embargo, la mayor
o menor susceptibilidad de las familias al efecto negativo del N se relacion6 con
cambios en la arquitectura hidraulica. Las plantas de T29, la familia mas
susceptible, tienen gran cantidad de hojas por rama, y esta cantidad aumento
con la aplicacion de N. Este cambio estuvo acompafiado de una caida en la
conductancia hidraulica de la rama, la conductancia estomatica y el potencial
hidrico de las hojas al mediodia. Consecuentemente, el cierre estomatico y el
pobre estado hidrico de las hojas redundaron en el menor crecimiento en esta
familia. En la familia M8, la menos susceptible al efecto del N, el aumento de la
cantidad de hojas por rama producto de la fertilizacidon con este nutriente fue
contrarrestado por una reduccion de la conductancia estomatica y de las
dimensiones de las traqueidas del lefio (largo y diametro de lumen). Estas

modificaciones evitaron caidas abruptas del potencial hidrico de las hojas al
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mediodia, y en consecuencia, la disponibilidad de agua en los tejidos fue
adecuada y permitio sostener el crecimiento. Se concluye que la fertilizacion
afecta la arquitectura hidraulica de las plantas y que existe variabilidad en las
estrategias hidraulicas entre familias. Algunas de las modificaciones en la
arquitectura hidraulica pueden explicar el efecto negativo de la fertilizacion con

N en el crecimiento.

5b.2 - Introduccion

Los cambios en la particion de materia seca producto de modificaciones en la
disponibilidad de nutrientes, especialmente N y P, pueden dar lugar a cambios
en el uso del agua (Albaugh et al. 1998; Ewers et al. 1999; Ewers et al. 2000;
Haynes y Gower 1995) y en la arquitectura hidraulica de los arboles (Bucct et al.
2006). En apartados anteriores de esta tesis se han dado ejemplos de cambios
en la arquitectura hidraulica producto de la fertilizacion (Capitulos 1, 2b). Estos
cambios hidraulicos son dependientes del suelo (Capitulo 3a), los nutrientes y la
especie, pero ademas pueden variar dentro de la misma especie. Distintos
genotipos de P taeda pueden tener diferentes caracteristicas como
conductancia hidraulica, intercambio gaseoso, sensibilidad estomatica vy
resistencia a la cavitacion (Aspinwall et al. 2011), y desarrollar diferentes
mecanismos de captura y distribucion de carbono cuando son fertilizados
(Samuelson 2000; Stovall et al. 2012; Tyree et al. 2009a; Tyree et al. 2009b). Se
han observado diferencias en la respuesta a la fertilizaciéon en relacién a la
particion de materia seca entre dos clones hermanos de la especie (Stovall et al.
2012). El clon de mayor tasa de crecimiento aumento la relacidn vastago:raiz en
respuesta a la fertilizacion, a partir de la cual sustento el crecimiento, a pesar de
ser el menos eficiente en generar materia seca de tallo a partir de la materia
seca de hojas que posee. En el otro clon la tasa de crecimiento aumento con la
fertilizacion, pero no se modifico la particion de materia seca. En otro estudio,
se encontro variabilidad en la reducciéon de la proporcion de la materia seca de
raices finas entre cuatro familias de polinizacién abierta de P. taeda, frente a la

mayor disponibilidad de N. La familia con mayor proporcién de raices finas en

171



Capitulo 5 - Variabilidad genética entre familias de Pinus taeda en la respuesta a a fertilizacion

condiciones de baja disponibilidad de N fue la de menor crecimiento y la que
sufrid la mayor reduccion en este compartimento frente al aumento de la
disponibilidad de N (Samuelson 2000). Estos autores no encontraron diferencias
entre familias para la fotosintesis neta ni la conductancia estomatica. Tyree y
colaboradores (2009a) encontraron diferentes estrategias en respuesta a la
disponibilidad de N en dos clones de la especie. Un clon invierte mayor
cantidad de materia seca en raices finas y ramas a expensas de la materia seca
destinada a tallo, ademas presenta mayor area foliar especifica y aumenta la
eficiencia fotosintética con el aumento de la disponibilidad de N. El otro
genotipo analizado aumenta el area foliar frente al aumento en la
disponibilidad de N. Ninguno de los clones cambioé la proporcion vastago:raiz
con la fertilizaciéon, pero ambos tuvieron un aumento de la materia seca de
hojas con respecto a la de ramas y tallo. En un estudio similar, dos clones de 2.
taeda con distinta arquitectura de copa tuvieron diferentes respuestas, tanto
fisioldégicas como en particion de materia seca, frente a la fertilizacion con Ny P
(Tyree et al. 2009b). El clon con mayor asignacion de materia seca a tallo tuvo
un aumento mayor en area foliar que el clon caracterizado por tener mayor
asignacion area foliar, lo cual redund6 en un menor crecimiento en volumen de
tallo de éste ultimo. Si bien las respuestas dependieron del genotipo analizado,
cabe aclarar que en todos los trabajos citados anteriormente la fertilizacion
estimulo el crecimiento de las plantas. Sin embargo demuestran que diferentes
genotipos pueden tener distintos cambios en la arquitectura hidraulica en
respuesta a la disponibilidad de nutrientes en el suelo.

El objetivo de este capitulo fue examinar en plantas jovenes de cuatro familias
de P. taeda la variacion en los cambios en la particion de materia seca y en
diferentes rasgos de la arquitectura hidraulica, producto de la fertilizacion, que
puedan explicar la magnitud del efecto negativo de la fertilizacién con N en el
crecimiento.

Hipotesis: La diferente arquitectura hidraulica de cada familia condicionara su

respuesta en crecimiento a la fertilizacién en condiciones de campo.
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5b.3 - Metodologia

Medlciones de crecimiento y concentracion de nutrientes

Se trabajo sobre el ensayo descripto en el Capitulo 5a. Al finalizar el ensayo, a
los 16 meses, se cortd la parte aérea de cada individuo y se separ6 en tallo
principal, ramas y hojas para medir el peso fresco de cada compartimento. Se
pesaron sub-muestras de cada compartimento y cada tratamiento (familia y
fertilizacion), que fueron secadas en estufa a 65 + 5 °C y pesadas con una
precision de 0,1 g. Se calculd la relacién peso seco: peso fresco, y con este
cociente se estimo la materia seca de cada compartimento para cada individuo.
Para profundizar en las causas fisiologicas de la diferencia entre familias, se
compararon dos familias de tasa de crecimiento y respuesta a la fertilizacion
contrastantes, M8 y T29.

La concentracion foliar de N y P se determiné en 3 muestras compuestas de
aciculas para todos los tratamientos de las dos familias. Las muestras
compuestas se prepararon colocando igual peso de aciculas de cada individuo.
La concentracién de N se determind por el método semi-micro Kjeldahl, y la de
P mediante una digestion acida de la muestra y posterior lectura por
espectrometria de emisién por plasma inducido (Determinaciones efectuadas
por el laboratorio LANAIS N-15, CONICET-UNS).

Medlciones fisiologicas durante el periodo de crecimiento

El potencial hidrico de la hoja al amanecer (Wamanecer) (MPa) y al mediodia
(Wmediodia) (MPa), y la conductancia estomatica (gs; mmol H;O m? s?) se
midieron en marzo, junio y agosto de 2010 (dos dias soleados en cada mes), en
plantas de las familias contrastantes M8 y T29, fertilizadas con N (+N-P), con P
(-N+P) y sin fertilizar (-N-P). El déficit de saturacion del aire (D) estuvo entre
0,03 y 2,02 kPa durante las mediciones. Con el fin de tener en cuenta los
posibles efectos de D en gs, Wamanecer y Wmediodia, los datos se analizaron
utilizando a D como covariable.

El potencial hidrico de las hojas se midié en fasciculos totalmente expandidos y
expuestos al sol, con una camara de presion tipo Scholander. Al menos 5

plantas por familia y tratamiento fueron elegidas al azar, en cada momento de

173



Capitulo 5 - Variabilidad genética entre familias de Pinus taeda en la respuesta a a fertilizacion

medicion. Cada muestra se cortd, se introdujo inmediatamente en una bolsa
plastica y se midié aproximadamente un minuto después de ser cortada.

La conductancia estomatica se midid6 en cuatro momentos de cada dia de
medicion, en al menos ocho plantas de cada familia y tratamiento, con un
porémetro (SC-1, Decagon Devices Inc.). Cada medicién se realizé en un grupo
de fasciculos totalmente expandidos y expuestos al sol, suficientes para llenar la

camara del equipo.

Medliciones hidraulicas

En noviembre de 2010, previo a la corta del ensayo, se midié la conductancia
hidraulica de ramas (Krama) (g MPa?l s} y el componente axial de la
conductividad hidraulica (kh) (g m MPat s?) de la porcion basal de las mismas.
Las mediciones se realizaron segun la metodologia indicada en el Capitulo 3b
para el vastago de las plantas, sobre ramas de las familias M8 y T29, fertilizadas
con N (+N-P), con P (-N+P) y sin fertilizar (-N-P). De cada familia y tratamiento
se seleccionaron 5 individuos al azar, a los que se les extrajo una rama de la
parte media a alta de la copa, con similar longitud, diametro y orientacion
cardinal. Las muestras fueron colectadas a la mafiana temprano, se las introdujo
en un recipiente con agua y se las tapo con una bolsa plastica para ser
trasladadas al laboratorio. Antes de ser conectadas al equipo de medicion, la
porcion basal de la rama se recortd bajo el agua. Los datos obtenidos
consideran la resistencia basal de las plantas a la mafana, con una probabilidad
baja de ocurrencia de embolismos. Con el fin de tener en cuenta los posibles
efectos del tamafo de las ramas sobre la conductancia de las mismas, los datos
se analizaron utilizando materia seca foliar soportada por cada rama como

covariable.

Medliciones de anatomia del lefio

Se analizo el lefio de todas las ramas utilizadas para las mediciones hidraulicas.
De cada muestra (porcion basal de cada rama) se obtuvieron cortes
transversales de 25 pm de espesor de dos radios completos (desde la médula
hasta el cambium). Los cortes se tiferon con safranina al 5% y se montaron en

Entellan® (Merck, Alemania) para ser observados al microscopio. Cada
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preparado se fotografié con una camara digital (Olympus DP71) montada al
microscopio (Olympus BX50), utilizando un objetivo de 40x. Las imagenes
capturadas se analizaron utilizando el software ImagePro Plus, v 6.3, Media
Cybernetics. Se midieron los siguientes parametros: diametro de lumen de las
traqueidas (n = 130 por muestra, n= 780 - 1300 por tratamiento) y densidad de
traqueidas (n° m?) (n= 5 a 10 imagenes por muestra, area de la imagen=31202
um?). Para medir la longitud de traqueidas se realiz6 un macerado del xilema
sin corteza de todas las muestras. La maceracién se realizé en una solucion 1:1
de acido acético y peroxido de hidrogeno al 20% (Franklin 1945). Al menos 150
traqueidas por muestra fueron medidas en fotograflas tomadas en el

microscopio descripto anteriormente.

Analisis de datos

Los datos se analizaron utilizando el analisis de la varianza. Para los
compartimentos y relaciones de materia seca aérea, la familia (M8, M20, T25 y
T29), el N (-Ny +N) y el P (-P y +P) fueron utilizados como factores principales
de variacion (ANOVA factorial). Para la concentracion y el contenido foliar de N
y P, el factor familia s6lo considero6 a las familias M8 y T29. Para gs, Wamanecer,
Wmediodia, Krama, ks, kl y las caracteristicas xilematicas, los factores principales
fueron familia (M8 y T29) y fertilizacion (-N-P, -N+P y +N-P). Para evaluar gs,
Wamanecer y Wmediodia, el analisis se realizé considerando a D como
covariable (ANCOVA). Para el andlisis de Krama, se utilizd como covariable
materia seca foliar de las ramas. En todos los casos, cuando el analisis resulto

significativo, las medias se compararon utilizando el test de Fisher LSD (p=0,05).

5b.4 - Resultados

Particion de materia seca y nutricion foliar

Todos los compartimentos de materia seca aérea estuvieron afectados
significativamente por el N, el P y la familia, pero no hubo interaccién entre
factores (Tabla 5b.1). La materia seca aérea acumulada en los distintos

tratamientos fue diferente en cada familia (Figura 5b.1). En la figura no se
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indican los resultados de las comparaciones de medias, dado que no hubo
interaccion, pero permite visualizar la heterogeneidad de tamafos entre
familias y la disparidad en las respuestas a la fertilizacion. Considerando a todas
las familias, el N provocé una disminucion en la acumulacién de materia seca
de todos los compartimentos, mientras que el P promovio esta acumulacion.
Por otro lado, hubo diferencias en la acumulacion de materia seca entre
familias. Las plantas de la familia T29 fueron menores que las del resto de las
familias, ademas T25 fue menor que las familias M (Tabla 5b.1). Aunque no
hubo interaccion significativa entre los fertilizantes y la familia, las plantas de la
familia T29 fueron mas afectadas por el N y menos favorecidas por el P que las
de la familia M8. Mas aun, las plantas M8 fueron las menos afectadas por el N
(Figura 5b.2).

Tabla 5b.1: Materia seca para los diferentes compartimentos (g) y las relaciones
(9 g) de materia seca (MS) (g), considerando al N, al P y a la familia como
factores principales (ANOVA factorial). Las diferentes letras indican diferencias
significativas entre medias para cada variable (LSD p<0,05).

Materia seca (g) Relaciones de MS (g g'l)

Factor Nivel Hojas Ramas Tallo Total H%,?asl: E?g:j E:ﬂg :S
Nitrégeno - N 1455 69,7 1012 3163 0,48 0,20 2,67
(N) +N 1149 47,5 79,2 241,5 0,50 0,18 3,17
p 0033 0043 0037 0,024 0,050 0,026 0,027
Fosforo -P 929 44,4 58,0 1953 0,51 0,19 3,24
(P) +P 1635 70,8 1190 3532 0,48 0,18 2,64
p <0001 0010 <0001 <0,001 0,008 0498 0,004
M8 171,3c 765bc 1247c 3724c 047b  019b  275b
M20 1596c 818c 1l44c 3558¢ 048b  021b  249b
Familia (F)
T25 1142b 528b 806b 2476b 048b  020b  256b
T29 740a 215a 40la 1355a 054a 015a 389a
p <0001 <0001 <0001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
NxP p 0488 0523 0770 0677 0732 0183 0211
N x F p 0220 0477 0318 0312 0292 0625 0456
PxF p 008 0690 0060 0,076 0785 0416 0,356
NxPxF p 0910 0608 0925 0944 0758 0591 0,981
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Figura 5b.1: Materia seca aérea media (g) para cada familia en respuesta a los
diferentes tratamientos de fertilizacién (n=144). Las lineas sobres las barras
indican el error estandar de la media.
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Figura 5b.2: Particion de materia seca aérea y materia seca aérea total (g) para las
familias M8 y T29, sin N (-N), con N (+N), sin P (-P) y con P (+P) (n=72). Los
nimeros encima de las barras indican el porcentaje de cambio relativo a las
plantas que no recibieron fertilizacion (-N-P) para cada familia.
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La particion de materia seca aérea también fue significativamente afectada por
el N, el Py la familia (Tabla 5b.1). La particion de T29 fue diferente a la del resto
de las familias. Esta familia tuvo mayor relacion MS hojas:MS total y menor MS
ramas:MS total, lo cual significo una mayor relacion MS hojas:MS ramas (Tabla
5b.1). Para todas las familias, el N incrementé la relacion MS hojas:MS total,
disminuyd la relacion MS ramas:MS total y consecuentemente aumenté MS
hojas:MS ramas. Por el contrario, el P redujo significativamente las relaciones
MS hojas:MS total y MS hojas:MS ramas en todas las familias (Tabla 5b.1).

La concentracion foliar de N y P no se modifico con la aplicacion de N o P ni
entre familias (Tabla 5b.2). Consecuentemente, las diferencias encontradas en el
contenidos de N y P foliar estuvieron directamente relacionadas con las
diferencias en la materia seca de hojas para cada familia y tratamiento. Por lo
tanto, la cantidad de N y P acumulado en la copa disminuy6 en las plantas
fertilizadas con N producto del efecto depresivo de este nutriente en la
acumulacion de materia seca de hojas. Por el contrario, el N retenido en las
aciculas de las plantas fertilizadas con P fue mayor. El contenido de N foliar por
g de materia seca aérea estuvo significativamente afectado por el N y la familia
(Tabla 5b.2), fue mayor en las plantas +N que en las -N y en las T29 que en las
M8.
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Tabla 5b.2: Concentracién foliar de N y P ([N] y [P]) (mg g*) y contenido de N
foliar por g de materia seca aérea total (Ny,j.:MS;oea) (Mg g™?), considerando al N,
al P y a la familia como factores principales (ANOVA factorial). Las diferentes
letras indican diferencias significativas entre medias para cada variable (LSD
p<0,05).

Factor Nivel [N] [P] Nhoja:MStotal
. -N 17,15 1,45 8,45 a
Nitrégeno (N)
+N 18,07 1,25 931b
p 0,170 0,119 0,003
) -P 17,47 1,29 9,11
Fosforo (P)
+P 17,80 1,38 8,75
p 0,492 0,424 0,436
N M8 17,89 1,29 8,51 a
Familia (F)
T29 17,41 1,39 931b
p 0,587 0,502 0,002
N x P p 0,320 0,138 0,631
N x F p 0,285 0,552 0,811
PxF p 0,249 0,175 0,213
NxPxF p 0,267 0,230 0,052

Potencial hidrico de la hoja y conductancia estomatica

El potencial hidrico de la hoja al amanecer (Yamanecer) fue similar para todos
los tratamientos y familias, y no fue afectado significativamente por D (Tabla
5b.3, Figura 5b.3). El Wmediodia covarié fuertemente con D y hubo interaccion
significativa entre la familia y la fertilizacion para esta variable (Tabla 5b.3). Para
la familia T29, el Wmediodia del tratamiento +N-P fue significativamente menor
que el de los demas tratamientos. Para la familia M8 el Wmediodia fue similar
en todos los tratamientos (Figura 5b.3).

La conductancia estomatica media diaria también covario fuertemente con D. La
familia y la fertilizacion afectaron esta variable, pero no hubo interacciéon entre

factores (Tabla 5b.3). La gs media diaria fue significativamente menor en T29
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con respecto a M8 (Figura 5b.4 A), y en las plantas fertilizadas con N con

respecto a las fertilizadas con P y no fertilizadas (Figura 5b.4 B).

Tabla 5b.3: Valores de p para la conductancia estomatica (gs) (mmol m?s?) y el
potencial hidrico de la hoja al amanecer (Wamanecer) (MPa) y al mediodia
(Wmediodia) (MPa), considerando el tratamiento de fertilizaciéon y la familia
como factores principales y el déficit de saturacion del aire (D) (kPa) como
covariable (ANCOVA factorial).

Efectos principales Interaccion
Covariable e - Fertilizacion x
Fertilizacion Familia o
(D) Familia
gs <0,001 0,003 0,026 0,296
Wamanecer 0,649 0,085 0,088 0,771
WYmediodia <0,001 0,007 0,203 0,002
Amanecer Mediodia
T
E a a a a a a
2
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2
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3
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g O +N-P 5
N - N +P
4 T T T T
M8 T29 M8 T29

Figura 5b.3: Potencial hidrico de la hoja al amanecer y al mediodia (MPa) (n=60).
Las diferentes letras indican diferencias significativas entre medias para cada
panel (LSD p<0,05). Las lineas sobre las barras corresponden al error estandar de
la media.
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Figura 5b.4: Conductancia estomatica media diaria (gs) (mmol m*? s™) por familia
(A) y por tratamiento (B) (n=384). Las diferentes letras indican diferencias
significativas entre medias para cada panel (LSD p<0,05). Las lineas sobre las
barras corresponden al error estandar de la media.

Conductancia y conductividad hidraulica de la rama y caracteristicas anatomicas
del xilema

Se encontrd interaccion significativa entre la familia y la fertilizacion para la
conductancia hidraulica de la rama (p= 0,022). Los tratamientos -N-P y -N+P no
se diferenciaron entre st en ninguna de las familias. Para la familia T29, Krama
de las plantas +N-P fue menor que en el resto de los tratamientos, mientras
que en la familia M8 Krama no tuvo diferencias entre tratamientos (Figura 5b.4).
La materia seca de hojas soportada por cada rama no covarié significativamente
con la conductancia hidraulica de la rama (p= 0,260). No se encontraron
diferencias en ks ni kl entre familias ni tratamientos (Tabla 5b.4 y Figura 5b.5).
Las caracteristicas anatémicas del xilema variaron con la fertilizacion,
dependiendo de la familia (interaccién entre factores) (Tabla 5b.4). Para M8, el
lumen de las traqueidas de las ramas fue menor en las plantas fertilizadas con
respecto a las no fertilizadas, y consistentemente, la densidad de traqueidas fue
menor en las plantas sin fertilizar. La longitud de las traqueidas en esta familia

fue menor en las plantas +N-P que en las -N+P, y estos dos tratamientos
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tuvieron traqueidas mas cortas que las plantas sin fertilizar. No se encontraron
diferencias significativas en el lumen de las traqueidas de la familia T29, sin
embargo, las plantas del tratamiento -N+P tuvieron menor densidad y longitud

de traqueidas que las plantas sin fertilizar (Figura 5b.6).

Tabla 5b.4: Valores de p para las conductividades hidraulicas especifica (ks) (g m
MPa? s m?) y foliar especifica (kl) (g m MPa™ s* g) de la rama, el didmetro del
lumen de la traqueida (Diametro lumen) (pm), la longitud de la traqueida
(Longitud) (um) y la densidad de traqueidas por campo (Densidad) (n° m?) del
xilema de la rama, considerando el tratamiento de fertilizacién y la familia como
factores principales (ANOVA simple).

) Efectos principales Interaccion
Parametro
Fertilizacion Familia Fertilizacion x Familia
ks 0,557 0,224 0,443
kl 0,394 0,361 0,978
Diametro lumen 0,026 0,001 0,001
Longitud <0,001 <0,011 <0,001

Densidad 0,038 0,070 <0,001

182



Capitulo 5 - Variabilidad genética entre familias de Pinus taeda en la respuesta a a fertilizacion

0,0030
C—J1-N-P
O +N-P
0,0025 - N - N +P
b
~» 0,0020 -
o b
=
0,0015 b
o v — b b
o o
5
S 0,0010 -
0,0005 -
a
0,0000 ﬂ
1250 + ns
e 1000
F'm :L I
8 750
=
£
>
—~ 500
-
250 -
0
& ns
o 31
=
“.m I
o 2 4
'
[=%
=
£
>
= 11
0 T T

M8 T29

Figura 5b.5: Conductancia hidraulica de la rama (Krama) (g MPa® s?) y
conductividades hidraulicas especifica (ks) (g m MPa® s* m™) y foliar especifica
(k) (g m MPa' s' g?') (n=30). Las diferentes letras indican diferencias
significativas entre medias calculadas (Krama) y medias (ks y kl) en cada panel

(LSD p<0,05). Las lineas sobre las barras corresponden al error estandar de la
media.
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Figura 5b.6: Caracteristicas anatomicas del xilema: diametro del lumen de
traqueidas (um), densidad de traqueidas por campo (n° m?) y longitud de
traqueidas (pm) El n para cada variable y tratamiento se detalla en la
metodologia. Las diferentes letras indican diferencias significativas entre medias
para cada panel (LSD p<0,05). Las lineas sobre las barras corresponden al error
estandar de la media.
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5b.5 - Discusion

Crecimiento, particion de materia seca, concentracion y contenido de nutrientes
La fertilizacién con P incremento el crecimiento en todas las familias, mientras
que el N tuvo un efecto negativo (Tabla 5b.1), como se ha observado en
estudios previos en plantaciones de P. taeda y en los capitulos anteriores de
esta tesis (Costa Muniz et al. 1975; Fernandez et al. 2000b; Fernandez et al
1999b). Aunque no se encontré interaccion entre las familias y los fertilizantes,
las familias de menor tasa de crecimiento tuvieron una respuesta menor al P
que las familias de mayor tasa de crecimiento, pero ademas estuvieron muy
afectadas por la adicion de N. Para investigar las posibles causas de estas
diferencias, se compararon dos familias de tasa de crecimiento contrastante, M8
y T29.

A partir de los datos obtenidos se pudo comprobar que no existe un problema
en la adquisicion de nutrientes por las plantas. La concentracion de Ny P no
difirié entre tratamientos. Los valores de concentracion encontrados en las
plantas son similares a los 6ptimos propuestos para la especie en la bibliografia,
ast como también la relaciéon N:P que debe ser mayor a 10 para considerarse
equilibrada (Allen 1987; Jones Benton 1993; Needham et al. 1990). Ademas,
estos valores concuerdan con los reportados en otros estudios para
plantaciones jovenes de P. taeda en la zona (Fernandez et al. 2000b; Fernandez
et al. 2000c¢; Goya et al. 2010). Consecuentemente, las diferencias en crecimiento
no pueden ser explicadas por problemas en la adquisicion de nutrientes. Dado
que la concentracion foliar de P fue igual en todos los tratamientos y que el P
estimul6 el crecimiento, la adquisicion de P fue la necesaria para sostener el
crecimiento sin que se observe consumo de lujo o dilucion de este nutriente en
la materia seca (Birchler et al. 1997). Por lo tanto, las plantas fertilizadas con P
tuvieron mayor disponibilidad de P en el suelo, tomaron mayor cantidad de Py,
en consecuencia, crecieron mas. De manera similar, la concentracién foliar de N
no varid entre tratamientos. Las plantas de la familia T29 crecieron menos que
las plantas no fertilizadas, entonces, a pesar de que la disponibilidad de N en el
suelo fue mayor, la adquisicion de N no se modifico. Esto quiere decir que la

absorcion de N que realizaron estas plantas fue proporcional a su tamafo, por
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lo tanto, en este caso tampoco se observd consumo de lujo o dilucion de este
nutriente en la materia seca. Estos resultados sugieren que el problema
generado por el N no es de indole nutricional (e.g., toxicidad). Como se
demostréo en el Capitulo 4, la fertilizacion con urea no genera cambios
importantes en el pH de este tipo de suelo.

El incremento en area foliar como resultado de la fertilizacion es una respuesta
tipica en esta especie (Albaugh et al. 1998; Albaugh et al. 2004; Coyle et al.
2008; Green y Mitchell 1992; Green et al. 1994; Tyree et al. 2009b), ast como
también el aumento de la cantidad de follaje soportado por cada rama como
respuesta a la fertilizacion con N (Gillespie et al. 1994) (Tabla 5b.1). A pesar de
que no hay cambios en la concentracion de nutrientes en las hojas producto de
la fertilizacion, el contenido de nutrientes cambié (Tabla 5b.2). El incremento en
la materia seca de hojas y de la porcidén aérea en general significo un aumento
en el contenido total de nutrientes contenidos en las hojas de M8. Las plantas
de esta familia usaron mas eficientemente el N y el P ya que, con la misma
concentracion foliar, crecieron mas que las plantas de T29. Esto resulta en una
menor cantidad de N retenido en hojas por cada gramo de materia seca
producida en M8 con respecto a T29 (Tabla 5b.2). En ambas familias la
fertilizacion con P incrementd la acumulacion de materia seca aunque la
concentracion de este nutriente no se modificé entre tratamientos. Si bien hubo
un aumento en el contenido foliar de P en las plantas fertilizadas con P, no se
encontraron diferencias en la cantidad de P retenido en hojas por g de materia
seca producida, un estimador de la eficiencia del uso del P. Por otro lado, la
concentracion de N fue similar entre plantas fertilizadas o no con N, pero las
plantas fertilizadas con N tuvieron menos materia seca que las no fertilizadas y
acumularon proporcionalmente mas materia seca de hojas (Tablas 5b.1 y 2).
Entonces, la cantidad de N retenido en hojas por g de materia seca producida
fue mayor en las plantas fertilizadas con N (Tabla 5b.2), es decir, que estas
plantas son menos eficientes en convertir el N en crecimiento de la parte aérea.
Aunque las raices no fueron consideradas en este capitulo, en general la
acumulacion de materia seca de raices disminuye con la aplicacion de N, como
se demostro en otros estudios (Bakker et al. 2009; Ewers et al. 1999; Samuelson

et al. 2008b) y en los capitulos anteriores de esta tesis. St ese resultado se
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mantuviera en este ensayo, el efecto de la fertilizacion con N seria incluso mas
severo en la eficiencia del uso del mismo.

Segun los resultados obtenidos, se puede concluir que la capacidad de utilizar
el N y el P es diferente entre familias, y que un aumento importante en la
disponibilidad de uno de estos nutrientes desencadena diferentes cambios
morfologicos en cada familia. En el apartado siguiente se discute sobre los

cambios fisiologicos que ocurren en las mismas.

Cambios hidraulicos provocados por la fertilizacion

Estudios previos en plantaciones de 8 afos de la especie muestran valores de
Wmediodia entre -1y -1,6 MPa (Ewers et al. 2000; Samuelson et al. 2008b). En
este ensayo se encontraron valores mucho mas negativos, lo cual sugiere que
las aciculas de las plantas tuvieron menor disponibilidad de agua, posiblemente
como resultado de la baja conductividad hidraulica del suelo (Tabla 5a.1) y el
bajo desarrollo radical que hayan alcanzado las plantas a su corta edad. La
escasa cantidad de agua disponible es tipica en suelos arcillosos, en periodos
de bajo contenido de agua en suelo (Fernandez y Trillo 2005; McDowell et al.
2008). Aunque las precipitaciones fueron suficientes para sostener el
crecimiento de esta especie durante el periodo experimental (Figura 5a.1), la
disponibilidad de agua en el suelo pudo ser baja en momentos con ausencia de
lluvias y alta demanda evapotranspirativa.

Aunque las raices no se consideraron en este estudio, se encontraron
diferencias en algunos aspectos de la arquitectura hidraulica de la parte aérea
de las plantas fertilizadas y no fertilizadas. El P modifica la arquitectura
hidraulica en aspectos relacionados con cambios en el tamafio, como la mayor
acumulacion de materia seca aérea (Figura 5b.1), mayor altura y mayor diametro
al cuello (Capitulo 5a). El mayor tamafio implica mayor camino hidraulico
(Midgley 2003), mayor area foliar y probablemente mayor cantidad de agua
liberada a la atmosfera por planta. Por otro lado, el N generd cambios en la
arquitectura hidraulica independientes del tamafo de la planta. Las plantas de
la familia T29 fueron muy afectadas por la fertilizacion con N en relacion al
crecimiento (Figura 5b.2) y al Wmediodia (Figura 5b.3). Otros trabajos han

reportado modificaciones en el potencial hidrico de las hojas producto de la

187



Capitulo 5 - Variabilidad genética entre familias de Pinus taeda en la respuesta a a fertilizacion

fertilizacion (Bucci et al. 2006; Lovelock et al. 2006; Stoneman et al. 1996). En ~.
taeda, Samuelson et al. (2008a) encontraron que la fertilizacion aumento el
Wmediodia, mientras que Ewers et al. (2000) no encontraron diferencias en
Wmediodia entre plantas fertilizadas y no fertilizadas.

Ademas de una fuerte caida en el Wmediodia, las plantas fertilizadas con N de
la familia T29 son las que tienen menor gs a lo largo del dia (Figura 5b.4).
Similar patrén en gs se encontré en plantines de P. taeda como consecuencia
de la fertilizacion nitrogenada (Munger et al. 2003; Samuelson 2000; Tyree et al.
2009a). Sin embargo, otros estudios muestran patrones poco claros de gs en
respuesta a la fertilizacion (Murthy et al. 1996).

Dado que el Wamanecer fue cercano a cero y similar en todos los tratamientos,
es razonable pensar que la causa de la baja gs y el bajo Wmediodia en las
plantas fertilizadas con N de la familia T29 estuvo asociada a un bajo
abastecimiento de agua a las hojas. Entonces, el cierre estomatico parcial seria
consecuencia de la caida en el potencial de las hojas producto de que el
abastecimiento de agua a las hojas no es suficiente y no permite contrarrestar la
pérdida de agua por transpiracion. Esta hipotesis es posible dado que existen
diferencias en la particion de materia seca entre familias. Cada rama de las
plantas de T29 soporta mas cantidad de hojas comparada con las plantas de
M8, pero ademas la fertilizacién con N también aumenta la carga de hojas por
rama (Tabla 5b.1). Es asi que el xilema de cada rama de las plantas de la familia
T29 fertilizadas con N estuvo sujeto a una alta demanda de agua en
comparacion al resto de los tratamientos. Esto se confirma por la baja
conductancia hidraulica registrada en las ramas de las plantas de T29
fertilizadas con N en relacién a las ramas de plantas no fertilizadas o fertilizadas
con P (Figura 5b.5). Por otro lado, la fertilizacion con P disminuye la cantidad de
hojas soportadas por cada rama (Tabla 5b.1), no genera cambios en Krama, y en
consecuencia no hay disminucion en la gs ni en el Wmediodia (Figuras 5b.3, 4 y
5).

La disminucién en la conductancia hidraulica puede originarse en diferencias en
la anatomia del xilema (e.g., traqueidas con menor lumen o mas cortas). Sin
embargo, las plantas de la familia T29 fertilizadas con N no tuvieron

modificaciones en la morfologia de sus traqueidas (Figura 5b.6) ni en la
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capacidad de conducir agua de las ramas (ks y kl) (Figura 5b.5). Es ast que la
disminucion en la Krama puede originarse por cambios a nivel anatémico de la
acicula o la union del fasciculo a la rama, por el mayor niumero de fasciculos
presentes en cada rama, o por un aumento en el numero de embolismos
permanentes en el xilema. Para realizar las mediciones de Krama, el lefio y las
aciculas fueron hidratados, pero los embolismos permanentes del xilema no
fueron removidos. Por lo tanto, la Krama obtenida fue representativa de la
conductancia real de la planta en condiciones de campo.

Los cambios producidos en la particion de materia seca, junto con la
modificacién en Krama pueden explicar las disminuciones en gs y Wmediodia
en las plantas de T29 fertilizadas con N. En un estudio realizado en la misma
especie, se encontrd que en las aciculas se constituia el 75% de la resistencia al
flujo hidraulico de la parte aérea de la planta (Domec et al. 2009). Entonces, una
posible causa del bajo crecimiento de las plantas T29 podria ser la baja
conductancia estomatica, que junto con la misma capacidad fotosintética,
resultarlan en menor fijacion de carbono y consecuentemente, en menor
crecimiento. Presumiblemente, la capacidad fotosintética fue similar en todos
los tratamientos ya que la concentracién de N foliar no varié y hay una alta
correlacion entre estos dos parametros (Gough et al. 2004), lo cual se comprobd
también en el capitulo 2b. Los estomas controlan el estado hidrico de la planta
y regulan la cantidad de agua extraida del suelo a partir del control de la tasa
de pérdida de agua a la atmdsfera, de tal manera que la capacidad hidraulica
del sistema suelo-planta que permite abastecer de agua a las hojas se equilibre
(Domec et al. 2009; Franks et al. 2007; Oren et al. 1999). Si los estomas no
detectan y no responden a una menor capacidad de abastecimiento de agua
del sistema suelo-planta, el xilema se emboliza rapidamente, lo que aumenta el
riesgo de disfuncidon hidraulica y la deshidratacion de las hojas (Maseda vy
Fernandez 2006). Las disfunciones del sistema como resultado de los
embolismos en los conductos es el factor primario que determina la pérdida de
conductancia hidraulica en la planta (Aspinwall et al. 2011; Domec et al. 2009).
En el caso de la familia M8, la fertilizacion con N también disminuye la gs a
valores similares a los registrados en la familia T29. Sin embargo, el cierre

estomatico fue mas eficiente dado que el Wmediodia no cayé como en el caso
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de T29 (Figuras 5b.3 y 4). Esto ultimo probablemente esta relacionado con la
menor materia seca de hojas por rama observada en esta familia (Tabla 5b.1), y
también porque la Krama tendié a ser mayor que en los otros tratamientos
(Figura 5b.5). A su vez, ks y kl fueron mas homogéneas entre plantas fertilizadas
y no fertilizadas, lo cual esta probablemente relacionado con la propiedad de
esta familia de disminuir la longitud y el diametro del lumen de las traqueidas y
aumentar la densidad de las mismas con la fertilizacion (Figura 5b.6).
Traqueidas cortas con pequeifos diametros pueden generar grandes
resistencias al movimiento de agua (Ewers et al. 1999). Sin embargo, las plantas
fertilizadas de esta familia tuvieron una reduccion en el tamafio de traqueidas
probablemente contrarrestado por un aumento en la densidad de las mismas,
lo que hizo que la conductividad no varie. La reduccién en el diametro de los
limenes aumenta la resistencia al flujo de agua, pero ademas disminuye el
riesgo de formacion de embolismos (Bucci et al. 2006; Tyree y Ewers 1991).
Probablemente hubo una disminucion en la formacion de embolismos en las
plantas fertilizadas con N, producto de la reduccion en el diametro de los
limenes de las traqueidas. Entonces, en la familia M8 el N aumenta la cantidad
de hojas soportadas por cada rama, pero no modifica significativamente la
conductividad del xilema. Los embolismos son probablemente menos
frecuentes por lo cual el abastecimiento de agua a las hojas no se ve
comprometido; la Krama no varia, ast como tampoco el potencial hidrico de las
hojas con respecto a las plantas sin fertilizar. La suma de todos estos factores
redunda en que el crecimiento no se vea afectado con la fertilizacién con N
como sucede en T29.

Otros estudios han documentado el efecto de la fertilizacion sobre la
conductividad hidraulica del xilema. La conductividad del xilema de ramas y
tallos puede ser afectado por la disponibilidad de nutrientes. Por ejemplo, en
especies latifoliadas del Cerrado Brasilefio, hubo un aumento en ks y kl luego
de ser fertilizadas con N, sin embargo, los cambios producidos en kl fueron
menores que los registrados en ks (Bucci et al. 2006). En contraposicion a lo
anterior, en Fucalyptus grandis |a fertilizacion con N no generd cambios en kl ni
ks (Clearwater y Meinzer 2001). Como se menciono anteriormente, los cambios

en la conductividad del xilema en respuesta a la fertilizacion pueden tener su
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origen en cambios en la morfologia de las células del xilema, producto de
cambios en la disponibilidad de nutrientes. Por ejemplo, el diametros de las
traqueidas de la raiz de Picea glauca disminuyé en plantas fertilizadas
(Krasowski y Owens 1999). Por el contrario, el diametro de las traqueidas tendié
a aumentar con la disponibilidad de N en Larix sibirica (Yazaki et al. 2001) y
Picea abies (Kostiainen et al. 2004), aunque la longitud de las mismas tendio a
disminuir en ambas especies. En todos los casos mencionados anteriormente,
las plantas respondieron positivamente en crecimiento a la adicion de N, en
contraposicion a los resultados obtenidos en este capitulo. En general, un
aumento en la tasa de crecimiento, por ejemplo, como respuesta a la
fertilizacion, esta asociada con una disminucién en el largo de las traqueidas
producto de una division mas rapida de las células del cambium (Ward et al.
2008). Los cambios en la morfometria de las células del xilema pueden o no
traducirse en cambios en capacidad conductiva, dado que muchas veces los
efectos en las dimensiones de las células son contrarrestados y la conductividad
no se modifica. Por ejemplo, en Fucalyptus pauciflora \a fertilizaciéon con N
incrementd el diametro de los conductos xilematicos del tallo, pero ese cambio
no produjo modificaciones en la conductividad hidraulica (Atwell et al. 2009). En
el mismo sentido, la fertilizacion con N aumento el didmetro de lumen de los
vasos en Populus spp., sin embargo kl disminuyd en estas plantas, producto del
aumento en el area foliar que generd el tratamiento (Harvey y van den
Driessche 1997).

Los genotipos con altas tasas de crecimiento pueden tener caracteristicas
morfoldgicas y fisiolégicas que podrian resultar en menor productividad bajo
condiciones de estrés por sequia (Fernandez y Reynolds 2000). Este
compromiso entre potencial de crecimiento y tolerancia al estrés surge a partir
del desarrollo de mecanismos que permiten tolerar o evitar el estrés hidrico, los
cuales desvian carbono hacia moléculas y estructuras no fotosintéticas,
limitando la productividad potencial (Pita y Prados 2001). En este ensayo todos
los genotipos estuvieron expuestos a periodos con baja disponibilidad de agua
y alta demanda evapotranspirativa, por ejemplo durante los meses de enero,
agosto y septiembre de 2010 (Figura 5a.2). Los resultados obtenidos

demuestran que no existi6 un compromiso entre tasa de crecimiento vy
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tolerancia al estrés, dado que el genotipo con mayor tasa de crecimiento fue
menos susceptible a las condiciones hidricas desfavorables impuestas por la

fertilizacion con N.

5b.6 - Conclusiones

Los resultados obtenidos en este capitulo sugieren que existe variacion entre
familias con respecto al efecto negativo de la fertilizacion con N sobre el
crecimiento de plantas jovenes de P. faeda. Se descartd que las causas del
efecto negativo estén relacionadas con problemas en la adquisicion de N o P.
La fertilizacion nitrogenada altera la particidon de materia seca y estos cambios
afectan la arquitectura hidraulica de la planta. Se observé variabilidad en la
magnitud de la afeccion entre las familias con las que se trabajo. La familia T29
estuvo muy afectada por la fertilizacion con N, tuvo cambios importantes en su
particion de materia seca que se relacionaron con una disminucion en el
abastecimiento de agua a las hojas. Asi, el potencial hidrico de las hojas
disminuyd, hubo un cierre estomatico parcial y el crecimiento se redujo. La
familia menos afectada por el N, M8, tuvo un cierre estomatico acompafiado
por cambios en la morfologia del xilema que probablemente permitieron
mantener el abastecimiento de agua a las hojas y sostener el crecimiento. La
fertilizacion con P tuvo un efecto positivo en el crecimiento de todas las familias
analizadas y los cambios que produjo en la arquitectura hidraulica de las

mismas no repercutieron en el estado hidrico de las hojas.
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6.1 - Contraste de hipotesis

1 - La fertilizacion con P estimulara el crecimiento inicial de una
plantacién de P. taeda instalada sobre un suelo pedregoso, de la provincia
de Misiones, mientras que la fertilizacion con N tendra un efecto
depresivo, que sera mayor a mayor dosis aplicada. El crecimiento de las
plantas con la aplicacién combinada de ambos nutrientes dependera del

balance entre la magnitud de respuesta a cada nutriente.

La alta heterogeneidad del terreno en cuanto a disponibilidad de agua vy
nutrientes en los sitios con suelos someros y pedregoso, ubicados en pendiente
de la provincia de Misiones, determiné que la respuesta a la fertilizacidn sea
altamente dependiente del lugar donde estaba ubicada cada parcela. La
fertilizacion con P estimuld el crecimiento inicial en diametro y altura de las
plantas a los seis meses de edad. Sin embargo, el mantenimiento de esta
tendencia en el tiempo fue dependiente del sitio. El efecto negativo del N se
verifico sélo en una parte del terreno, en combinacion con la aplicacion de P,
sin embargo, la aplicacion de urea, sola o combinada, no estimuld el
crecimiento de las plantas por encima del tratamiento testigo a los 18 meses de
realizada la fertilizacion. Dado que se encontro interaccion entre el efecto del P
y el N en el crecimiento a los 18 meses, es posible afirmar que la respuesta a la
aplicacion de estos nutrientes combinados es producto del balance entre las
respuestas a cada nutriente en particular, pero ademas es altamente

dependiente de las condiciones ambientales.

2 - La fertilizacion con N, a diferencia de la fertilizacion con P, modifica la
fisiologia de la planta de manera que impide que las plantas mantengan
un buen estado de hidratacién, de modo que la adicién de N en el suelo
con baja conductividad hidraulica generara un menor crecimiento,
mientras que la fertilizacion con P tendra efecto positivo en el

crecimiento.
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Los resultados obtenidos en el ensayo con condiciones controladas en suelo
pedregoso (Capitulo 2b) permiten aceptar parcialmente esta hipotesis. Las
plantas fertilizadas con P tuvieron una mayor conductancia estomatica diaria
que generd un mayor consumo de agua a nivel de individuo. Sin embargo,
estas modificaciones no redundaron en mayor crecimiento. La falta de
respuesta al P en crecimiento difiere de lo encontrado en suelos rojos
profundos (Fernandez et al. 1999b; Fernandez et al. 2003) e incluso del
comportamiento observado a campo del Capitulo 2a, en los primeros meses
posteriores a la fertilizacion. En cuanto a la diferencia en relacién con los suelos
rojos profundos, la mayor concentracion de P disponible en los suelos
pedregosos puede ser una explicacion a la falta de respuesta a la adicion de
este nutriente. El suelo pedregoso utilizado en el capitulo 2b tiene alrededor de
4 ppm de Pe, mientras que los suelos rojos profundos donde estuvieron
ubicados los ensayos antes mencionados tenian alrededor de 2 ppm.

Por otro lado, se encontré que la fertilizacidn con N, al igual que lo encontrado
en suelos rojos profundos, tuvo un efecto depresivo en el crecimiento. Esta
respuesta se relaciond a una menor compartimentalizacion de materia seca de
raices finas y una reduccion de la conductancia estomatica diaria y la capacidad
conductiva del lefo.

La discrepancia observada en relaciéon al comportamiento en el crecimiento
inicial en suelo pedregoso a campo posiblemente se deba a las diferencias en
las condiciones experimentales, la duracion de cada experimento y a la alta
dependencia de las condiciones del terreno que tiene la respuesta a campo en

este tipo de sitios.

3 - Las plantas fertilizadas responden de manera diferente segin la
disponibilidad de agua, y las respuestas observadas en las plantas con
estrés por sequia se asemejaran a las observadas en las plantas fertilizadas

con N que crecen en el suelo pedregoso.

A partir de los resultados obtenidos en el Capitulo 3a se puede aceptar

parcialmente esta hipotesis. Por un lado, al utilizar un sustrato de textura gruesa
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y bajo contenido de N, no se observo efecto depresivo de la fertilizacion con
este nutriente. Sin embargo, algunas respuestas fisiologicas encontradas en las
plantas fertilizadas con N y baja disponibilidad de agua fueron similares a las
halladas en las plantas fertilizadas con N creciendo sobre suelo pedregoso. Se
puede deducir que las plantas fertilizadas con N que crecen en ese tipo de
suelos desarrollan cambios fisiologicos y en particion de materia seca que
permiten adecuar el sistema hidraulico a la disponibilidad de agua en el suelo,
analogos a los producidos bajo estrés por sequia. Es ast que el suelo pedregoso,
impone un estrés por sequia, seguramente debido a su baja conductividad
hidraulica.

Por otro lado, la adicion de P no afectd el crecimiento ni la arquitectura
hidraulica de las plantas en las dos condiciones hidricas analizadas, dado que

seguramente no fue limitante para las plantas en este sistema experimental.

4 - Las plantas responden a la mayor disponibilidad de nutrientes
aumentando su crecimiento, pero la distribucion espacial del fertilizante
desencadenara cambios en la conductividad hidraulica de los tejidos, y
consecuentemente la arquitectura hidraulica de las plantas sera diferente

segun el modo de aplicacion del fertilizante.

Los resultados obtenidos en el Capitulo 3b permiten rechazar parcialmente esta
hipotesis. Si bien el crecimiento de las plantas aumenté como respuesta a la
fertilizacion con N y P, dado que el sustrato utilizado tenia bajo contenido de
estos dos nutrientes, la distribucion espacial de los fertilizantes no tuvo
influencia en el crecimiento ni la arquitectura hidraulica de las plantas. La
respuesta observada en este sistema experimental indica que el crecimiento y la
distribucion de materia seca estan regulados por la disponibilidad de nutrientes
a nivel de planta entera, y no hay respuestas localizadas a sectores del suelo

con mayor concentracién de nutrientes.

5 - Tanto la urea como el nitrato generan respuestas similares en

crecimiento y arquitectura hidraulica, que seran diferentes a las
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producidas por la fertilizacién con amonio, y que mejoraran su tolerancia
frente al estrés hidrico. El amonio no afecta la arquitectura hidraulica de la
planta, consecuentemente, las plantas fertilizadas con esta fuente seran

mas susceptibles a la sequia.

Los resultados obtenidos en el Capitulo 4 no permitieron diferenciar con
claridad el efecto de la fuente de N en el crecimiento de las plantas porque
ninguna de las fuentes nitrogenadas produjo cambios en el crecimiento. Sin
embargo, todas las fuentes produjeron en el corto plazo un fuerte aumento de
la concentracion de nitrato en el suelo, por lo cual st el efecto depresivo se
debiera a este ion en si, todas las fuentes producirian igual efecto depresivo.
Por otro lado, se observaron cambios en la arquitectura hidraulica de las plantas
fertilizadas con amonio, a nivel de vastago que no fueron observadas en las
plantas fertilizadas con nitrato. Por la duracion del ensayo no es posible
conocer las implicancias que podrian tener estos cambios en el crecimiento de
las plantas a mediano o largo plazo.

Todas las plantas, independientemente de la fuente con la que fueron

fertilizadas, fueron afectadas en igual magnitud por la sequia.

6 - Diferentes familias responderan a la fertilizacion en diferente
magnitud porque existe variabilidad genética en la capacidad de respuesta

a la elevada disponibilidad de nutrientes.

A partir de los resultados obtenidos en el Capitulo 5a se puede aceptar esta
hipotesis. Los distintos genotipos puestos a prueba respondieron de manera
diferente a la fertilizacion con N y P, lo cual redundé en diferentes porcentajes
de ganancia o pérdida en crecimiento, dependiendo de la familia y el

fertilizante aplicado.

7 - La diferente arquitectura hidraulica de cada familia condicionara su

respuesta en crecimiento a la fertilizacion en condiciones de campo.
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Los resultados obtenidos en el Capitulo 5b permiten aceptar esta hipotesis. Las
diferencias en particion de materia seca, sumadas a la capacidad de los
genotipos de modificar sus caracteristicas hidraulicas, determinan su respuesta
en crecimiento frente a la fertilizacion en condiciones de campo.

La familia de alta tasa de crecimiento, fue la menos afectada por la fertilizacion
con N ya que tiene una arquitectura de copa que determina una baja exigencia
conductiva al xilema, pero ademas tiene capacidad de modificar la morfologia
celular y la conductividad hidraulica del lefio, de forma de adecuar su sistema
hidraulico a la disponibilidad de agua del suelo.

En cambio, la familia mas afectada por la fertilizaciéon con N tiene una gran
cantidad de hojas en cada rama, lo cual determina una gran demanda hidrica
para el sistema conductivo. Ademas, esta familia no tuvo modificaciones en la
anatomia del leno. Bajo condiciones de baja disponibilidad de agua para la
planta, el sistema conductivo pierde eficiencia y esto repercute finalmente en el

crecimiento.

6.2 - Conclusiones generales

Relacion entre la textura del suelo y la arquitectura hidraulica de las plantas

A lo largo de los capitulos experimentales de esta tesis se ha demostrado que la
fertilizacion inicial con N afecta la arquitectura hidraulica de las plantas de P.
taeda, y que dicho efecto puede condicionar el crecimiento de los individuos de
determinados genotipos, dependiendo de las caracteristicas texturales del
suelo.

Comparando plantas jovenes de la misma edad (aproximadamente 10 meses) y
genotipo, creciendo en suelos de diferente textura (Capitulo 3b y 4)
encontramos que hay un cambio en la particion de materia seca de las plantas
sin fertilizar, que esta relacionado a la textura del suelo y a la disponibilidad
natural de nutrientes del sustrato. Para hacer esta comparacion se utilizaron los
valores medios correspondientes a cada tratamiento. Las plantas sin fertilizar
del ensayo en sustrato arenoso tuvieron una relacion vastago: raiz de 1,8,

mientras que en las del ensayo de suelo pedregoso (arcillosos) fue de 2,1 (este
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valor corresponde a las plantas testigo con alta disponibilidad de agua). Si
observamos la relacion MS hojas:MS raices finas, la diferencia se exacerban,
dando un valor de 1,9 para el sustrato arenoso y 2,9 para el suelo arcilloso. La
mayor materia seca de raices finas por g de materia seca de hojas observada en
el sustrato arenoso es esperable debido a la dinamica que tiene el agua en
estos suelos, caracterizados por tener agua disponible en un rango acotado de
potenciales hidricos y wuna alta conductividad hidraulica cuando la
disponibilidad de agua es alta. Los suelos de textura fina, por el contrario, se
relacionan con sistemas radicales menos desarrollados y de exploracion mas
superficial (Hacke et al. 2000). La adicion de nitrégeno en los dos tipos de
sustrato aumenta la relacion MS hojas:MS raices finas, pasando de 2,8 a 3,2 en
sustrato arenoso y de 2,1 a 2,7 en suelo arcilloso con buena disponibilidad de
agua (en este caso se utilizo el promedio de todas las fuentes de N en el ensayo
en suelo pedregoso). Como se observa, estos cambios son proporcionalmente
mayores en el suelo arcilloso, posiblemente debido a su mayor disponibilidad
de N. Por otro lado, el sistema radical de esta especie es altamente susceptible
a la baja disponibilidad de agua, generando cambios en la distribucion de
materia seca en el mismo sentido que los observados con la adicion de N, pero
mas pronunciados. La relacion MS hojas:MS raices finas pasé de 2,1 a 3,2 con la
disminucion en la disponibilidad de agua en las plantas sin fertilizar y de 2,7 a
3,4 en las plantas fertilizadas con nitrégeno.

Los importantes cambios que se generan en la compartimentalizacion de la
materia seca de las plantas jovenes producto de la fertilizacion con N y la baja
disponibilidad de agua, comprometen el abastecimiento de agua a las hojas vy,
por lo tanto, la fijacion de carbono que se refleja en un menor crecimiento.
Todos estos cambios tienen especial relevancia en los primeros meses del
establecimiento de la planta a campo, cuando la exploracion del perfil de suelo
es escasa Y las condiciones de alta evapotranspiracion durante los meses mas
calidos tienen un gran impacto sobre el ambiente de los individuos.

Las caracteristicas texturales de los suelos arcillosos misioneros los transforma
en sustratos muy aptos para el crecimiento inicial de la especie, incluso en
condiciones naturales de baja disponibilidad de agua ya que las plantas

desarrollan un sistema radical adecuado al sitio. St bien la especie se distribuye

199



Capitulo 6 - Contraste de hipotesis, conclusiones generales y perspectivas futuras

naturalmente en ambientes con suelos de textura superficial franca o arenosa, y
baja fertilidad, posee una gran capacidad de crecimiento en los ambientes de la
Mesopotamia Argentina. Sin embargo, con la adicién de N, las reducciones
proporcionalmente mayores de las raices, determinan un nuevo equilibrio entre
la cantidad de tejido absorbente y transpirarte, limitando el abastecimiento de
agua y el crecimiento de manera general en los genotipos comerciales. Sin
embargo, existe variabilidad entre genotipos en la respuesta a la fertilizacion
con N. Los genotipos con alta capacidad de adecuar su sistema hidraulico a la
disponibilidad de agua, logran mantener las tasas de crecimiento cuando son

fertilizados con N.

Aspectos relacionados a la aplicacion tecnologica

Los resultados de esta tesis permiten generar informacion tecnologica valiosa
para el sistema productivo de P. taeda en los ambientes con suelos rojos de la
region Mesopotamica.

- La fertilizacion inicial con N y P de las plantaciones ubicadas en sitios con
suelos someros, pedregosos y de escasa profundidad probablemente no
produzca incrementos en el crecimiento que justifique la inversion de la
practica.

Los resultados obtenidos a campo indican que hay una escasa respuesta de las
plantas a la aplicacion de P, y un efecto nulo o negativo de la fertilizacion con N
en el crecimiento inicial de genotipos comerciales, que hace que su
implementacién posiblemente sea inviable economicamente. Este es el primer
antecedente que se ha generado de la respuesta a la fertilizacion en este tipo
de suelo, por lo tanto, es necesario profundizar la investigacién en pos de
generar practicas de manejo que permitan la incorporacion de los nutrientes
extraidos del sistema pero que sean redituables econdmicamente. En este
sentido, son necesarios nuevos ensayos que pongan a prueba el efecto de la
fertilizacion en etapas mas avanzadas del turno de la plantacion.

- Los buenos resultados, ya conocidos, de la fertilizacion inicial con P en
plantaciones ubicadas en suelos rojos profundos, puede maximizarse si se

utilizan genotipos seleccionados. Las familias M8 y M20 del Plan de
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Mejoramiento Genético de INTA, caracterizadas por tener altas tasas de
crecimiento, han demostrado ademas tener una mejor respuesta a la
fertilizacion con P que las otras familias puestas a prueba.

- Los efectos negativos, ya conocidos, de la fertilizacion inicial con N en
plantaciones ubicadas en suelos rojos profundos puede evitarse si se utilizan
genotipos seleccionados. La familia M8 del Plan de Mejoramiento Genético de
INTA, tiene caracteristicas morfolégicas y fisiolégicas que le permiten mantener
el crecimiento a niveles similares a las plantas sin fertilizar. Dada la falta de
respuesta, la recomendacion de la fertilizacidn inicial con urea sigue siendo
inviable. Sin embargo, que la fertilizacion con N no reduzca el crecimiento de
esta familia es producto de un conjunto de atributos importantes y deseables
desde el punto de vista productivo. El mantenimiento del crecimiento frente a la
fertilizacion es consecuencia de la eficiente adecuacion de la arquitectura
hidraulica de estas plantas a la disponibilidad de agua del suelo, que les
permite un mejor desempefo frente a condiciones de sequia en relacion al
resto de los genotipos analizados.

- La disposicion espacial del fertilizante, ya sea colocado en hoyos en
profundidad o distribuido sobre la superficie del suelo, genera igual efecto en el
crecimiento y en la arquitectura hidraulica, por lo que ambos tipos de

aplicaciones son factibles de ser utilizados en esta especie.

Aspectos relevantes respecto a la los sistemas experimentales utilizados en esta
tesis

Esta tesis contd con ensayos realizados a campo y bajo condiciones
controladas. En los ensayos en contenedores se realizaron mediciones
detalladas del comportamiento fisiolégico de las plantas para poder describir la
respuesta a la fertilizacién con N y P, a las distintas disponibilidades de agua y a
los diferentes sustratos. Por otro lado, los ensayos a campo permitieron
describir el comportamiento de las plantas bajo la heterogeneidad de
condiciones ambientales impuestas en los escenarios reales de cultivo. St bien
los resultados obtenidos en los ensayos a campo y en contenedores no son

comparables, en estos ultimos se encontraron respuestas a la fertilizacion
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similares a las halladas en el campo. Por lo tanto, mas alla de las limitaciones
que implica trabajar con plantas en macetas, ese sistema experimental permite
perfectamente avanzar en el estudio de ciertas respuestas fisiologicas de las
plantas.

La diferencia encontrada en el comportamiento de las plantas frente a la
fertilizacion con N y con P en los diferentes experimentos permitio independizar
las respuestas a los diferentes nutrientes. Si bien no se evalu¢ la interaccion del
efecto del N y el P en la mayoria de las variables analizadas, la respuesta
diferencial a cada uno de estos permite asegurar que frente a la fertilizacién, la
fisiologia de P taeda y, por lo tanto, el crecimiento dependeran de los
nutrientes aplicados, la cantidad que se aplique y el sitio donde se realice la

practica.

6.3 - Aportes de la tesis

En este trabajo se realizan aportes al conocimiento general sobre el efecto de la
fertilizacion en situaciones de diferente disponibilidad hidrica. Los cambios
generados a nivel individuo por la fertilizacion con nitrégeno y fosforo, y las
modificaciones en la arquitectura hidraulica de las plantas, determinan las
respuestas en el crecimiento. La fertilizacion con N exacerba el estrés por sequia
en suelos rojos, mientras que no tiene efecto negativo en sustratos con alta
conductividad hidraulica. Se genera nueva informacion de los efectos de la
fertilizacion en suelos pedregosos marginales que estan siendo incorporados a
la produccion forestal con plantaciones de P. taeda. Asimismo, el conocimiento
del efecto de la fertilizacion en diferentes situaciones de disponibilidad hidrica,
es un aspecto muy relevante en el marco del cambio climatico global, que
predice un aumento de déficit hidrico en esta region (Facultad de Ingenieria y
Ciencias Hidricas - UNL 2006). La productividad de plantaciones con ciclos de
mas de 20 afos puede ser afectada por la disponibilidad de nutrientes y por la
alternancia de estos ciclos hidrologicos. Por otro lado, la produccion de
informacion inherente al mantenimiento de la productividad de las areas de
bosque nativo ya reemplazadas por plantaciones, tiende a aumentar la

sustentabilidad del sistema y a reducir la presion sobre areas aun no
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reemplazadas. El conocimiento de las respuestas fisioldgicas de esta especie,
que actualmente ocupa tanta superficle en nuestro pais, brinda nuevas
herramientas para la toma de decisiones futuras en cuanto al uso de la tierra y
el manejo sustentable de la produccion. Es fundamental la investigacién en
nuestros sistemas productivos que permitan generar propuestas concretas y
solidas para compatibilizar la produccion, la conservacion del ambiente y el
bienestar humano. Este trabajo de tesis constituye un humilde aporte en este
sentido.

En cuanto a la informacion basica, tal como se explico en el apartado 1la de la
introduccion, al momento de comenzar con este estudio existian antecedentes
que indicaban que la fertilizacion puede afectar la arquitectura hidraulica de las
plantas, o modificar la tolerancia a periodos con baja disponibilidad de agua.
Sin embargo, en muchos de estos trabajos se utilizaron mezclas de fertilizantes,
lo cual no permitia discriminar el efecto de cada macronutriente en particular
(especialmente N y P). En algunos de estos trabajos se evalud el uso del agua a
nivel de rodal, y se estimaron indirectamente las modificaciones producidas a
nivel de individuo (i.e. aumento o disminucion de la conductancia estomatica).
En otros trabajos se evaluaron los efectos de la fertilizacion a nivel de individuo,
pero se midieron solo uno o dos parametros hidraulicos. Por otro lado, varios
trabajos indicaban que en esta especie existia variabilidad genética en cuanto a
la compartimentalizacion de la materia seca como respuesta a la fertilizacion,
sin embargo, en la mayoria de ellos no se hacia referencia a los cambios en la
arquitectura hidraulica en relacién a las modificaciones de los genotipos que
configuran las distintas respuestas en crecimiento.

Esta tesis brinda informacién a nivel individuo de los cambios generados por la
fertilizacion con N y P, y del modo en que las modificaciones en la arquitectura
hidraulica de las plantas determinan diferencias en el crecimiento. En los
capitulos experimentales de esta tesis se describieron una suma de posibles
causas fisiologicas del efecto depresivo de la urea en el crecimiento de plantas
jovenes de P. taeda. Adicionalmente, se generd informacion valiosa para el
sistema productivo nacional, dado que se determind que existe variabilidad en
la respuesta a la fertilizacion en el crecimiento de genotipos seleccionados,

producidos en el pais. Las diferencias en crecimiento fueron resultantes de
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formas contrastantes en la compartimentalizacion de materia seca de los
diferentes genotipos, que sumadas a diferentes modificaciones en la
arquitectura hidraulica, determinaron que el genotipo con mayor tasa de
crecimiento fuera ademas el menos afectado por la fertilizacion inicial con Ny

el mas beneficiado por la adicion de P.

6.4 - Perspectivas futuras

Considero que existe un arduo camino por recorrer en cuanto a solucionar el
problema de la incorporacion del N extraido de los sitios como consecuencia de
la produccion de madera de P. taeda. En este sentido creo que es necesario
profundizar las investigaciones sobre la respuesta de los sistemas a la
fertilizacion en etapas avanzadas del turno de la plantacidon. Este tipo de
practicas tienen ventajas financieras, dado que el retorno de la inversion se
realiza en menor cantidad de tiempo. Ademas, el impacto de la fertilizacion
podria ser menor en los sistemas radicales con mayor desarrollo y no
desencadenaria modificaciones en la arquitectura hidraulica de los arboles que
repercutan en el crecimiento. Como aspecto negativo puede remarcarse que el
crecimiento del sotobosque debajo de las plantaciones de pinos en Misiones es
abundante y genera importantes beneficios ecolégicos, y la aplicacion de
fertilizante a mitad del turno afectaria la flora espontdanea en direccion
desconocida, la que a su vez competiria con la plantacion por los nutrientes
aplicados. Estos aspectos deberian ser tenidos en cuenta en ensayos futuros.

La incorporacién de fuentes alternativas de N, como abonos organicos o el uso
de especies leguminosas fijadoras de N, podrian ser fuentes de ingreso de N
organico al sistema, que por su lenta disponibilidad para las plantas, podrian
tener un efecto diferente a la incorporacion de fertilizantes, ain en etapas
tempranas de la plantacion.

La utilizacion de fuentes inorganicas alternativas a la urea, como N nitrico o
amoniacal, deberian ser reevaluadas porque no se obtuvieron resultados claros
que permitan afirmar que tienen el mismo impacto negativo cuando se aplican
durante el establecimiento de la plantacion. Por otro lado, seria interesante

indagar en la repercusion que las modificaciones hidraulicas generadas por el
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amonio podrian tener sobre el crecimiento de la planta en condiciones de
campo.

Por ultimo, seria un gran desafio poder medir la hidraulica de un individuo
completo a campo, incluyendo el sistema radical, especialmente para comparar
los diferentes genotipos y poder comprender de manera mas integral las
estrategias adoptadas por cada uno de éstos en respuesta a la fertilizacion con

urea.
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