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PAR: Radiacion Fotosintéticamente Activa

PRR: Test de Potencial de Regeneracién Radical

Ps: Peso seco

Psa: Peso seco aéreo

Psr: Peso seco raiz

gP: Quenching Fotoquimico

rePPFD: Exceso de densidad de flujo foténico fotosintético
RWC: Contenido Hidrico Relativo

T: Tempertura

WUE: Eficiencia en el uso del agua

W: Potencial Hidrico

PPSIl: Eficiencia cudntica del fotosistema |l
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1. INTRODUCCION
1.1. El Pino canario
1.1.1. Descripcion botanica

El Pino canario (Pinus canariensis C. Sm. ex DC. in Buch) es una especie
endémica del Archipiélago canario que quedd relegado en las islas tras las
glaciaciones del cuaternario. Sus ejemplares se identifican facilmente atendiendo a la
existencia de braquiblastos de tres aciculas, presencia de brotes juveniles en el tronco,
pinones con ala fija y pihas persistentes, caracteristicas éstas que lo diferencian del
resto de los pinos espanoles.

Pinus canariensis, junto con P. roxburghii forman la seccidén Sula del subgénero
Diploxilon, Pilguer (1926), o la seccién Pineaq, subseccion Canarienses, si seguimos a
Little y Chritchffield (1969), quedando asi este Ultimo como la especie mas proxima al
pino canario con un gran numero de similitudes morfolégicas y un alfo grado de
hibridacién entre ambos, aunque se encuentre en el Himalaya, a una distancia
aproximada de 8.000 Kms. Estudios mds recientes utilizando técnicas de ADN
cloropldstico determinan que P. pinea es la especie mediterrdnea mds préoxima al pino
canario (Strauss y Doerksen,1990; Linston ef a.l, 1999).

Los ejemplares adultos de Pinus canariensis se encuentran entre los 15-30 m de
altura, y 0,5-1 m de didmetro, alcanzando algunos ejemplares los 60 m de alturay 2,5
m de didmetro. Su tronco es llamativamente recto, y de corteza lisa en sus primeros
anos para después convertise en una capa muy gruesa, profundamente

resquebrajada, que es la que le confiere

su alta resistencia al fuego.

Foto I.1. Ejemplar adulto de Pinus canariensis
que muestra el tipico porte aparasolado.
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La edad varia entre 250 y 300 anos, aungue se han citado casos que han
llegado a alcanzar hasta los 600.

Sus copas, inicialmente cdénicas en pinos jévenes, adquieren forma
aparasolada en ejemplares viejos al cesar el crecimiento en altura y desprenderse las
ramas inferiores, mientras que las restantes siguen creciendo. La ramificacion es
abundante, con las ramas de longitud decreciente hacia la cima. La presencia de
brotes adventicios, con aciculas primarias, es uno de los mds fipicos caracteres del
pino canario. Estas aciculas primarias son de color gris-azulado, finisimamente
aserradas y con una longitud de alrededor de 5 cm que se mantienen en la planta
durante la fase juvenil, normalmente durante los dos primeros anos, aunque pueden
durar varios (Klaus, 1989; Climent et al., 2006a), persistiendo simultfdneamente con las

aciculas secundarias o verdaderas (Climent et al., 2006a).

Actculas
verdaderas

Foto 1.2. Plantula de pino canario de 4 anos de edad (izda) y esquema (Climent et al., 2006a)
(dcha).

Las aciculas secundarias de 20-30 cms de largo por 1T mm de grosor se
encuentran agrupadas de 3 en 3 y persisten de 2-3 anos en el darbol. Al ser una especie
monoica, podemos encontrar flores masculinas en las ramas mds bajas siendo éstas
ovado-oblongas, agrupadas en espigas conicas, de 5-10 cm de largo que aparecen

en los ramillos de un ano, amarillo-verdosas en floracién y rojizas al pasarse. Por el
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contrario, las flores femeninas tienden a situarse en las zonas mdas altas evitando asi los
procesos de autofecundacioén, éstas se agrupan en conos solitarios, que se vuelven
lenosos al fructificar formando pinas de diferentes morfologias dependiendo de la
procedencia (Gil et al., 2002) pero en general pardo-rojizas, lustrosas de 12-18 cm de
largo y 5 cm de didmetro. Lo normal es que las pinas lleguen a su completo desarrollo
en el otono del ano siguiente a la floracion; sus semillas son pifones negruzcos y con un
ala fija membranosa para favorecer la dispersion (Ceballos y Ortuno, 1976).

En los bosques naturales la regeneracion por semilla, no perturbada y en buen
suelo, es abundante y facil. Tras la germinacion, la raiz principal se desarrolla con
rapidez y los cotiledones le sirven de aparato fotosintético por ser una planta de
germinacion epigea. Mds tarde y dependiendo de las condiciones en las que se
desarrolla la pldantula, los cotiledones dan paso a un joven ftallito, que antes de
ramificarse presenta un color blanquecino y estd recubierto de aciculas primarias.
Estas van a dar paso a las aciculas secundarias aproximadamente después del primer
ano de vida de la planta, aunque este periodo de tiempo es bastante variable
dependiendo de las condiciones de crecimiento y procedencia de las plantas
(Climent et al., 20060). Entre el primer y segundo ano, dependiendo de las condiciones
climdaticas, la yema terminal entra en reposo (yema madura) y adquiere unad
morfologia aovado-cilindrica y apuntada, recubierta de escamas membranosas
pardo-rojizas franqueadas en blanco con puntas libres y revueltas para dar paso dl
crecimiento lateral (Ceballos y Ortuno, 1976).

Los ejemplares adultos desarrollan un amplio sistema radicular que puede
alcanzar en los 15 metros de largo, formado por una raiz principal penetrante y raices
secundarias, que aunque tienden también a ser penetrantes en terrenos pedregosos,
pueden quedar bastante superficiales. Esto condiciona las distancias que quedan
entre ejemplares, 4-5 m entre los distintos pies, dando lugar a una formacién abierta,

tipo sabana, en pinares naturales.

1.1.2. Ecologia y distribucion

En relaciéon con su ecologia el pino canario es una especie frugal, de montana,
sin marcadas exigencias respecto a la naturaleza del suelo (Ceballos y Ortuno, 1976),
aunque con marcadas preferencias por sustratos sdlicos (Del Arco et al., 1992) y con
notable amplitud de resistencia a las temperaturas (Peters et al., 1999). Actualmente su
distribucién natural estd relegada a las islas mds occidentales, Gran Canaria, Tenerife,
La Gomera, El Hierro y La Palma, y a una amplia variabilidad de ambientes. En las
vertientes sur de las islas podemos encontrarlo desde los 550-2500 m de altitud y en las
vertientes norte desde los 600 hasta los 2100 (Ferndndez-Palacios y de-Nicolds, 1995,

Del Arco et al., 2006) pudiendo llegar a cotas mds bajas, incluso hasta nivel del mar en
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determinadas zonas donde existen afloramientos sdlicos (Del-Arco et al., 1990, 2006).
Podemos encontrar los pinares dentro de los termotipos Termomediterrdneo y
Mesomediterrdneo, y dentro de distinfos ombrotipos segudn la zona, pasando por el
semidrido, seco, subhimedo y hiumedo (Del Arco ef al., 2006), aunque de manera
general se distribuyen dentro del piso bioclimdatico mesomediterrdneo pluviestacional
seco (Rivas-Martinez, 1987), caracterizado por los contralisios.

Las formaciones del pinar estdn caracterizadas por la presencia del pino
canario gque domina en todas ellas como Unico elemento arbéreo, exceptuando en
sus cotas mds altas donde existen pinares mixtos con cedros (Juniperus cedrus) en
Tenerife y La Palma.

Entre las especies que forman el sotobosque del pinar en Tenerife caben
destacar en los pinares mds himedos el brezo (Erica arboreq) y la faya (Myrica faya),
dejando paso a los codesos (Adenocarpus foliolosus) en las zonas mads altas y en las
zonas mMas xéricas puede darse la presencia de sabinas (Juniperus turbinata spp.
canariensis). EI matorral que acompana al pino estd dominado por el escobdn
(Chamaecitisus proliferus), el jaguarzo (Cystus symphytifolius), la jaguarzo (Cysfus
monspeliensis), poleo de monte (Bistropogon origanifolius), corazoncillos (Lotus spp.) y
tomillos (Micromeria spp.) entre otros. También caracteristicos de los pinares en zonas
de transicion en el norte, son la chahorra (Sideritis dentro-chahorra) y las serrgjas

(Sonchus spp.).

Foto 1.3. Aspecto general de un bosque genuino de pino canario (Del Arco ef al., 1992).
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1.2. Usos tradicionales del pino canario

Todo parece indicar que los guanches, antiguos pobladores de las islas, por su
reducido ndmero y su dependencia del medio natural casi no afectaron a las zonas
potenciales de pinar. No obstante estos pobladores obtenian del pinar diversos objetos
y materiales que eran fundamentales en su medio de vida, tales como armas y
bastones, objetos domésticos, herramientas y algunos productos con fines alimenticios
y medicinales (Del Arco et al., 1992). Sin embargo la accién del hombre sobre el pinar
ha sido intensa e importante tras la conquista de las islas influyendo decisivamente en
el aspecto que toma actualmente esta formacidon vegetal. Dicha accién se ha
basado en una serie de usos y aprovechamientos tanto directos como indirectos, entre
los que cabe citar principalmente la obtencidn de madera, que debido a la alta
concentracion de resina que tiene en su parte central es alfamente resistente al agua
e imputrescible haciéndola muy adecuada para la construccién. Ademds de para la
construccion, tfambién se utilizaba la madera para leia, resina y pez. También de gran
importancia en el pasado fue la utilizacién de la pinocha tanto para el embalaje de
pldtanos y fomates para la exportacion, como para cama de ganado. Aungue esta
retirada de la pinocha del suelo del pinar puede alterar el microclima en el que se van
a desarrollar las pldntulas en sus primeros estadios y el balance de nutrientes, su

recogida evita la propagaciéon del fuego durante los incendios forestales.

1.3. Reforestaciones con pino canario

La superficie que ocupaba esta formacion en Tenerife en el pasado era
aproximadamente un 25 % del tferritorio insular, formando un cinturén continuo
alrededor de las cumbres de las islas mds occidentales. El uso intensivo de los
productos del pinar fue el causante de que esta masa forestal desapareciera de
muchas zonas de la isla reduciéndose hasta un 12 % de su extension original (Parsons,
1981; Peters, 2001).

Por ello a partir de los anos 40 empieza una infensa campana de reforestacion
por parte de las autoridades locales con el fin de recuperar el antiguo cinturén de
pinar que existia en el pasado. Actualmente se han reforestado 17.500 ha con
especies de pino, de las cuales un 86% corresponden a masas de pinar canario, un
11% a zonas donde se ha introducido Pinus radiata y un 3% a ofras coniferas
infroducidas.

Estas dreas reforestadas tienen una densidad mayor que los pinares naturales lo
que deriva en un exceso de competencia (Arévalo et al., 2005a), de manera que en
los Ultimos anos se ha empezado a readlizar el manejo de las masas de pino canario
para aclarar el bosque y favorecer su desarrollo, asi como la eliminacién de zonas de

pino radiata.
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Ademads de las plantaciones realizadas en las islas, el pino canario, dadas sus
caracteristicas de resistencia al fuego y su capacidad de rebrote, ha sido objeto de
repoblaciones fuera de ellas, incluso fuera de Espana, y aunque a pequena escala,
ejemplo de éstas son las realizadas en dreas mediterrdneas, Africa, India, Australia,
Nueva Zelanda, California y Sur América (Chapman, 1948; FAO, 1952; Din, 1958; Caistilla,
1999; Gravano, 2002; Nyoka, 2002).

1.4. Cultivo de Pino canario para reforestacién y calidad de planta

Son muchos los estudios realizados con esta especie, sin embargo hasta el
momento no se le ha dedicado la atencién suficiente al proceso de producciéon de
planta para reforestacion y su posterior desarrollo en el campo.

Aunque las repoblaciones llevadas a cabo en la Isla de Tenerife han tenido, en
general, bastante éxito tal y como se observa en la recuperacién de esta masa (Figura
[.1), existen sin embargo, determinadas zonas donde se han dado algunos problemas
en las repoblaciones debido a que las condiciones de aridez son mds pronunciadas
(alrededor de 300 mm anuales), impidiendo asi el cierre del cinturdn de pinar en la
zona sur. Es por ello que surge la necesidad de evaluar los factores que estdn
afectando a la reforestacion con pino canario en el sur de Tenerife, y entre estos
factores la calidad de la planta como punto de partida para mejorar los porcentajes

de supervivencia.

Figura I.1. Progresién de la superficie de pinar en Tenerife desde 1950. El mapa superior izquierdo
corresponde a 1950, y el derecho a 1960. Los inferiores corresponden, de izquierda a derecha a
1970 y 1987. (Fuente: Del Arco et al., 1992).
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Aungue son muchos los factores que afectan al éxito de una plantacion, la
calidad de planta forestal es uno de los mds importantes que la condicionan, sin
embargo no ha sido siempre aceptado como tal. Aunque ya desde 1949 se habia
empezado el estudio de la misma, no fue hasta 1974 en una reunién del IUFRO (Unién
Internacional de Organizaciones de Investigacién Forestal) donde se reconoce la
importancia de la calidad de planta.

La definicidn de calidad de planta mds utilizada es la empleada por Duryea
(1985) definiéndose como la capacidad que fiene una planta para alcanzar el éxito
en una estacion particular, refiiéndose al éxito como la supervivencia de la planta tras
haber superado la fase de arraigo. Para alcanzar el éxito en términos de supervivencia,
crecimiento y desarrollo de la planta intervienen multiples factores como la morfologia
de la planta en el momento de la plantacién, su estado fisioldégico, las condiciones
climaticas de la zona de repoblacién, todas las variables relacionadas con la
preparacion del terreno, el tfransporte, manipulacion de la planta, etc.

Existen muchos trabajos basados en cdmo mejorar la calidad de planta en
especies de coniferas europeas y americanas, pero hasta hace sélo algunos anos no
se habian empezado a llevar a cabo con el pino canario, precisamente cuando
comenzaron las reforestaciones que se estdn realizando en las islas para recuperar el
antfiguo cinturén de bosque mencionado en el apartado anterior, que ademds es
susceptible de ser ampliado debido a la nueva legislaciéon de reforestacion de tierras
agrarias abandonadas y también como consecuencia de los problemas que se han
dado en determinadas repoblaciones.

Haciendo un poco de historia, el comienzo del “cultivo moderno” de pino
canario con fines de reforestacion empezd en la década de los cuarenta utilizando
canutos de cana a modo de contenedores (Ceballos y Ortuno, 1976). Posteriormente,
a mitad de los anos setenta cuando el uso de este contenedor se habia extendido por
todo el mundo fue reemplazado por las econdmicas bolsas de polietileno
microperforadas, actualmente también en desuso como se explica en el capitulo
siguiente. Los sustratos empleados tradicionalmente en las islas han sido tierras
naturales de monte sin emplear fertilizacién, por entender que la tierra de monte le
conferia a la planta todos los nutrientes necesarios hasta llegar el momento de la
plantacién en campo. EL cultivo del pino canario en Tenerife se ha venido realizando
de esta manera (en bolsa y con sustratos naturales sin fertilizar) desde los ultimos 30
anos. Actualmente, y como consecuencia de los resultados parciales obtenidos en un
proyecto previo y en esta Tesis se ha modificado el método de cultivo pasando a
emplear sustratos artificiales fertilizados y contenedores comerciales.

En los dltimos anos se ha establecido un marco juridico legal en torno a la

produccién de especies forestales para repoblacidn, que hace muy necesaria la



Capitulo-I

estandarizacion de los métodos de cultivo. Segun la normativa del Sistema OCDE, de
comercializacion del material forestal de reproduccién, al que actualmente Espana se
encuentra adherida (Ministerio de Asuntos Exteriores, BOE n® 285, 29-XI-1994); la
Directiva 1999/105/CE del Consejo de 22 de Diciembre de 1999 sobre Ila
comercializacién de materiales forestales de reproduccion (Diario Oficial de las
Comunidades Europeas de 15.1.2000); Resolucion de 11 de Enero de 2001, de la
Direccidn General de Agricultura, por la que se publica el primer catdlogo nacional de
base de diversas especies forestales para la produccién de materiales forestales de
reproduccioén identificados en la que se incluye a Pinus canariensis (BOE n123, 26-1-
2001), los valores permitidos actualmente para el cultivo de plantas de pino canario
de una savia son una altura minima y maxima de 10 y 25 cm respectivamente, y un
didmetro minimo de 2 mm en el cuello de la raiz, mientras que para los de dos savias
son ligeramente superiores entre 15-35 cm de altura y hasta 3 mm de didmetro en el
cuello de la raiz. En estas bases se establecen las directrices para la normalizaciéon de
los contenedores, los sustratos utilizados y de la calidad de planta, tanto cuantitativa
como cudlitativamente. Aungque en paises mds avanzados en la investigacioén forestal
(EEUU, Canda, Nueva Zelanda, etc.) se lleve mucho tiempo trabajando en calidad de
planta, en nuestro pais el establecimiento de programas integrados de mejora de
calidad de planta forestal ha sido mds lento, destacando sobre todo los avances en
especies de pinos y en menor medida en frondosas (Del Campo, 2002), adn asi, en las

islas no se habia empezado a estudiar la calidad de planta hasta hace pocos anos.

En esta normativa no se establecen rangos para ningdn pardmetro de
respuesta fisioldgico, aunque el estado fisiolégico de las plantas en el momento de
llevarlas a campo es de vital importancia para obtener un buen arraigo. Ya en 2003
entra en vigor un real decreto (RD 289/2003) donde se hace referencia a la necesidad
de tener en cuenta la calidad fisioldgica de las pldntulas. En los Ultimos anos las
técnicas ecofisioldgicas han ido fomando importancia en los estudios de calidad de
planta. Entre las variables ecofisioldgicas mads frecuentemente utilizadas se encuentra
el infercambio gaseoso, potencial hidrico de suelo y planta, evaluacién fotoquimica
de la planta, arquitectura hidraulica, flujo de savia y recientemente se estan
incorporando técnicas de discriminacion isotépica (Hawking y Binder, 1990; Vallejo et
al., 2003; Villar-Salvador, 2003; Vilagrosa et al., 2005, Querejeta et al., 2006).

1.5. Estudios realizados

Debido al interés que ha despertado esta especie, son muchos y muy diversos
los estudios redlizados en pino canario tanto dentro como fuera de las islas,
empezando por el estudio de los fosiles (Saporta, 1865, 1868, 1873; Depape, 1922;
Schmincke, 1967, 1968; Kasapligil, 1977, 1978; Gregor, 1980; Klaus, 1982, 1984; Alonso,
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1989; Morla et al., 2003), pasando por estudios taxondmicos y filogenéticos (Page,
1974; Klaus, 1989, Strauss y Doerksen, 1990; Krupkin ef al., 1996; Frankis, 1999; Liston et al.,
1999; Wang et al., 1999; Gonzdlez —~Andrés et al., 1999; Geada et al., 2002, Gernandt et
al., 2005), de genética de poblaciones (Schiller et al., 1999; Korol et al., 1999; Gédmez et
al., 2003; Navascués, 2005; Vaxevanidou et al., 2006), estudios de procedencias
(Bellefontaine y Ragabbi, 1979; Climent ef al., 1996, 2001b, 2002b) y de cultivo in-vitro
(Martinez et al., 1990, 1992, 1994). Hay que destacar también varios trabajos donde se
estudia esta especie desde un punto de vista general (Nogales, 1917; Del Arco ef al.,
1990; Pérez de Paz et al., 1994a, 1994b) y ecoldgicos (Blanco et al., 1989; Nogales et al.,
1990; Arévalo et al., 2001; Sruteck et al., 2002; Jonsson et al., 2002; Grotkopp et al., 2002;
Tapias ef al., 2004).

Aunque peculiar para esta especie es su alta resistencia al fuego, pocos
autores se han dedicado a su estudio, adn asi hay algunos trabajos sobre las
modificaciones que ha desarrollado para adaptarse a él (Escudero et al, 2000;
Climent et al, 2004) y la morfologia de sus pifas (Franco, 1943; Climent et al., 2001a; Gil
et al., 2002). Asimismo se han realizado estudios desde el punto de vista hidroldgico
(Aboal et al., 2000a, 2002b; Tejedor et al., 2004) y en su relacion con el medio ambiente,
es decir desde el punto de vista ecofisioldgico, que quizds sea donde mayor interés ha
despertado y donde mds estudios se han realizado. Desde estudios a nivel de
estructura y ultraestructura de las aciculas (Jiménez et al., 2000; Zelling ef al., 2002;
Stabentheiner ef al., 2004; Grill et al., 2004,) a variacién fenotipica (Gasulla et al., 2001),
generales a nivel de bosque (Jiménez et al., 1997, 2005; Jiménez y Morales 2001; Luis et
al., 2002, 2005a; Wieser et al., 2002; Peters ef al., 2003; Gieger y Leuschner, 2004;
Morales et al., 2005; Wieser et al., 2006a, 2006b), calidad ambiental (Barreno, 1996;
Arhoun et al., 2000), intercambio gaseoso (Morales et al., 1999; Peters, 2001; Peters et
al., 2003; Ferndndez y Tapias, 2005), resistencia a altas temperaturas extremas (Peters et
al., 1999; Luis et al., 2006b), antioxidantes y fotoproteccion (Tausz et al., 1997, 1998a,
1998b, 1999a, 1999b, 2000, 2001, 2003) y concentracién de nutrientes y contaminantes
(Tausz et al., 2004, 2005).

También ha despertado interés dentro de la fitosociologia (Esteve, 1969;
Cebdllos y Ortuno, 1976; Ferndndez-Pello, 1987; Del Arco, 1987; Rivas-Martinez, 1987;
Rivas-Martinez et al., 1993a, 1993b), desde la conservaciéon (Farjon, 2003; Arévalo vy
Ferndndez-Palacios, 2005a, 2005b; Arévalo et al., 2005) y de la regeneracion natural
(Luis, 2000; Luis ef al., 2001; Peters et al., 2001).

Sus aceites esenciales también han sido objeto de estudio (Roussis et al., 1995;
Pfeifhofer, 2000), asi como las caracteristicas de su madera (Peraza y Loépez de Roma,
1967; Coetzee, 1978; Climent et al., 1993, 1998, 2002a, 2003b).

10
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Existen pocos trabajos en relacidon con las repoblaciones forestales y la
silvicultura (Delgado, 1986; Khatabi, 1991; Pita et al., 1998; Spencer, 2000; Gravano,
2002) y desde hace muy poco se han empezado a desarrollar estudios sobre calidad
de planta de pino canario para reforestacion (Climent ef al., 2003a; Luis et al., 2004q,
2004b) y la influencia sobre su respuesta en campo (Luis et al., 2005b, 2005¢; Luis et al.,
enviado), asi como el empleo de técnicas viveristicas para mejorar la calidad de
planta (Luis ef al., 2006a).

2. HIPOTESIS EXPERIMENTAL, OBJETIVOS Y ESTRUCTURA DE LA TESIS

Este trabajo parte de la hipdtesis de que las plantas de alta calidad en vivero
tendrdn mayor supervivencia y desarrollo en el campo y mejor estado fisioldgico, lo
que les permitird adaptarse mejor a las condiciones estresantes caracteristicas de la
sequia estival, principal causa de la muerte de las plantas en el campo. Por este
motivo, el objetivo principal del presente estudio es obtener planta de calidad que
aumente la supervivencia en campo de las plantaciones en zonas con problemas de
reforestacion, analizar las técnicas viveristicas que pueden producirla y estudiar su

comportamiento fisioldgico frente a condiciones de estrés.

Este objetivo general se ha desglosado en 7 objetivos parciales:

1. Comparar el cultivo del pino canario a base de sustratos naturales sin fertilizar
(Cultivo Tradicional) con los cultivos a base de turbas fertilizadas (Cultivo Alternativo) y
determinar qué tipo de contenedor, sustrato y dosis de fertilizacion aporta a la planta

mayor calidad.

2. Establecer cudles son los pardmetros tanto morfoldgicos como fisioldgicos y
de respuesta mads idéneos para evaluar la calidad de planta de Pinus canariensis de

una savia.

3. Evaluar la supervivencia en campo de los dos tipos de cultivos, para
comprobar si la cantidad de nutrientes minerales presentes en la tierra de monte
(Cultivo Tradicional) confieren a la planta una calidad similar a la aportada con los

nutrientes en la fertilizacién (Cultivo Alternativo).
4. Relacionar la supervivencia con la morfologia y fisiologia de las plantas en el

campo y determinar qué pardmetros de vivero son mds efectivos a la hora de

predecirla.

11
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5. Evaluar la respuesta fisioldgica de los dos tipos de cultivo durante un periodo
de sequia estival en el campo y de un tratamiento de sequia impuesto artificialmente
en plantas crecidas en maceta, determinando en estas Ultimas, si dicho tratamiento es
capaz de conferir a las plantas de los diferentes tipos de cultivo, distinta resistencia a

las altas temperaturas.

6. Comparar el desarrollo tanto morfolégico como fenoldgico de plantas

crecidas en el campo con el de las plantas crecidas en maceta de los dos cultivos.

7. Evaluar cémo la fertilizacién y el sombreo modifican la morfologia de la
planta y cémo estos cambios morfoldgicos afectan a la fisiologia de la planta en
términos de conductancia hidraulica y su influencia en la fotosintesis y eficiencia en el

uso del agua.

Para su consecuciéon se han disehado 4 experimentos:

Los objetivos 1y 2 se desarrollan en el Capitulo Il. Cultivo en vivero. Donde se
andliza la influencia de las distintas técnicas de cultivo (fipo de envases, sustratos,
fertilizacion, etc) en la calidad final de las plantulas de pino canario, compardndose el
método tradicional de cultivo, usado hasta el momento en la produccidn de pino en
Tenerife (con materiales naturales sin fertilizar), con cultivos alternativos compuestos de

turbas fertilizadaos.

Los objetivos 3, 4 y 5 se estudian en el Capitulo Ill. Seguimiento en campo. En él
se anadliza la respuesta en campo de las plantas de cada fratamiento, tanto en
términos de supervivencia, como de crecimiento y desarrollo fenoldgico, incorporando
ademds un seguimiento de la fisiologia de los dos tipos principales de cultivo

(fradicional y alternativo) durante el periodo estival del tercer ano de plantacion.

Los objetivos 5y 6 son fratados en el Capitulo IV. Seguimiento en maceta. En él
se estudian las respuestas morfolégicas vy fisioldgicas de las plantas en maceta y se
comparan con las encontradas en el campo. Para ello después de analizar los
pardmetros morfoldgicos durante un ano, se establece un experimento de sequia en el
que se anadliza la respuesta fisioldgica tanto a nivel de hoja (estado hidrico,
intercambio gaseoso y fluorescencia de la clorofila) como a nivel de planta entera
(flujo de savia) para las plantas de los dos tipos de cultivos, evaluando si aumenta la

termotolerancia con la sequia.
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El objetivo 7 se estudia en el Capitulo V. Modificacion de la arquitectura
hidradulica mediante fertilizaciéon y sombreo. Donde, ademds de los pardmetros
tfratados en los capitulos anteriores, se estudia la conductancia hidrdulica y su
implicacién en la fotosintesis y eficiencia en el uso del agua debido a las

modificaciones originadas con los tfratamientos viveristicos de fertilizacion y sombreo.

Finalmente, las conclusiones generales se expondrdn en el Capitulo VI.
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Capitulo-IT

1. INTRODUCCION
1.1. Cadlidad de planta

La calidad de planta forestal es un concepto muy amplio y depende de

muchos y mdltiples factores. Hoy en dia se entiende que la calidad de planta es un
concepto que debe aludir al conjunto de caracteristicas morfolégicas vy fisioldgicas
que estén cuanfitativamente relacionadas con una respuesta satisfactoria en el
campo (Rose et al., 1990), por lo que la definicibn mds aceptada para la mayoria de
los autores es “la capacidad para alcanzar unas expectativas de supervivencia y
crecimiento en una estacion particular” (Duryea, 1985; Thompson, 1985; Mexal y Landis,
1990; Grossnickle ef al., 1991; Oliet, 1995; Mattsson, 1997). Asi, la calidad de planta es un
aspecto de particular importancia que debe definirse de acuerdo a una morfologia y
fisiologia que permitan a la planta una mejor respuesta frente a las condiciones de
estrés del lugar de establecimiento (Oliet, 1995). Sin embargo la calidad de la planta al
salir del vivero sdlo estd parcialmente relacionada con su respuesta en campo, ya que
esta respuesta va a estar condicionada por muchos otfros aspectos tales como el
tfransporte, la manipulacién, las técnicas de plantaciéon y por supuesto las condiciones
del lugar como el clima, el suelo o la competencia con otfras especies (Duryea y
McLain, 1984; Mckay, 1997; South, 2000), pudiendo incluso eliminar todos los atributos
de calidad mejorados en vivero y conducir a la muerte de la planta en el campo.

En los dltimos anos se ha reconocido que la calidad de planta es uno de los
factores fundamentales para aumentar el éxito, en términos de supervivencia, en una
plantacién (South, 2000; Puértolas ef al., 2003, Villar-Salvador, 2003; Vilagrosa et al.,
2005). Por ello, para asegurar un buen arraigo de las plantas en el campo, es necesario
entender céomo las prdacticas en vivero pueden afectar a la calidad de planta,
estando ésta determinada por un complejo sistema de condiciones tanto
morfolégicas como fisioldgicas, siendo la calidad de planta la combinacién de la
calidad genética, sanitaria, morfolégica vy fisioldgica (Villar-Salvador, 2003).

Durante los Ultimos 50 anos, y principalmente durante las décadas de los 80 y
90, tanto investigadores como selvicultores y viveristas han estudiado la manera de
mejorar la calidad de planta mediante las técnicas de cultivo en vivero (contenedores,
sustratos, fertilizacion, etc) desarrollando diferentes métodos para evaluarla basados
en pardmetros morfoldgicos, andlisis de nutrientes y carbohidratos, test de respuesta
(Duryea, 1985; South, 2000; Mason, 2001) y aplicando distintas técnicas de
endurecimiento, ya sea por frio, fertlizacién, riego, almacenamiento, etc. (Villar-
Salvador et al., 1999; Puértolas, 2003; Menao-Petite ef al, 2003, 2004, 2005, 2006;
Puértolas et al., 2005).

Los conocimientos adquiridos en los Ultimos afos en la mejora de la calidad de

planta, asi como la mejora en la supervivencia obtenida, justifican la necesidad de
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continuar investigando y no abandonar este ftipo de estudios por considerarlos
herramientas del pasado. Dados los altos presupuestos destinados a reforestaciéon en
nuestro pais y 1os problemas existentes en algunas repoblaciones, es necesario que se
sigan realizando estudios en calidad de planta y en la busqueda de técnicas mds
adecuadas para ser aplicadas en el vivero y en el momento de la plantacién.

Las plantas que salen de vivero deben cumplir una serie de requisitos, segin RD
1356/1998 que se recogen en Penuelas y Ocana (2000). Las normas cualitativas
actualmente en vigor para el cultivo del género Pinus en vivero exigen que:

1. Las partidas estén formadas por, al menos, un 95 % de plantas de calidad
cabal y comercial.

2. La calidad cabal y comercial se determine de acuerdo con unos criterios
relativos a la conformacién y estado sanitario, en su caso, a criterios de edad y
dimensiones.

3. Se excluyan de la denominacién de la calidad cabal y comercial a:

Aquellas plantas con heridas no cicatrizadas, plantas total o parcialmente
desecadas, tallo con una fuerte curvatura, tallo mdltiple, tallo con muchas guias, tallo
y ramas con parada invernal incompleta, tallo desprovisto de una yema terminal sana,
ramificaciéon insuficiente, aciculas mds recientes gravemente danadas hasta el punto
de comprometer la supervivencia de la planta, cuello danado, raices principales con
problemas de reviramientos y remontes, raices secundarias inexistentes o seriamente
amputadas, plantas que presentan graves danos causados por organismos NOcCivos,
plantas que presentan indicios de recalentamiento, fermentacién o humedad debidos
al almacenamiento en vivero.

Siguiendo a los mismos autores las principales premisas para la elaboraciéon de
técnicas de cultivo de plantas forestales, especialmente cuando éstas se destinan a
repoblar regiones con déficit hidrico limitante del arraigo de las plantas, son las
siguientes:

- El cultivo se debe redlizar en contenedores adecuados, es decir, que no

permitan el enrollamiento de las raices y que tfengan las dimensiones suficientes

para permitir el desarrollo del sistema radical.

- Se deben usar sustratos apropiados, capaces de permitir una adecuada

nutricidén y un correcto empleo del aguad, y con una estructura que permita la

extension del sistema radical.

- Se deben controlar los factores ambientales, el riego, la fertilizacion y la

aplicacién de fitosanitarios, de manera que se obtenga una buena

germinacion de las plantas, un crecimiento equilibrado de las mismas y se
puedan llevar al campo suficientemente endurecidas y con niveles de

nutrientes y capacidad fotosintética adecuados.
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1.1.1. Contenedores

La ufilizacién de contenedores para el cultivo de brinzales presenta grandes
beneficios (Brissette et al, 1991), respecto a la plantacidon a raiz desnuda,
principalmente en las repoblaciones forestales donde Ias condiciones de aridez, como
sucede en determinadas zonas de las Islas Canarias, son grandes. Su utilizacién
proporciona una gran cantidad de ventajas, las dos principales son el aumento de la
supervivencia y el alargamiento de la época de plantacion (Alegria et al., 1975).
Como ya se menciond anteriormente el cultivo del pino canario comenzé realizdndose
en canutos de cana, para luego dar paso a la bolsa de pldstico. Entre las cualidades
atribuidas al cultivo en bolsa cabe destacar: una buena proteccién frente a la
desecacion del sistema radical, la variabilidad existente de tamanos y volimenes, su
facilidad de almacenamiento y bajo coste. Sin embargo actualmente el cultivo de la
bolsa ha caido en desuso. Al estar cerrada en la base no permite el autorrepicado de
las raices, produciéndose una elevada concentraciéon de raices en el fondo (Salem,
1971), asi como un reducido desarrollo aéreo y de las raices secundarias (Piotto, 1990).
La supervivencia en campo de las plantas suele ser buena, siempre que el resto de
factores asociados al proceso de plantaciéon (fransporte, preparacion del terreno, etfc.)
se hayan efectuado correctamente, pero con el paso del tiempo las marras pueden
aumentar, llegdndose a perder plantaciones por problemas de reviramientos radicales
(Tinus y Ownston, 1984). Se han dado casos en el que las malformaciones del sistema
radical, han sido causa de una inestabilidad elevada de la planta frente al viento,
llegando a ser abatidas (Marcelli, 1984). En ocasiones la baja calidad observada en
pinos producidos en la bolsa, puede que no se debiese tanto al empleo de este
envase en si, sino a la combinacién de su uso con una prolongacién excesiva del
tfiempo de la planta en vivero (mds de una savia) y a una baja eficacia del sustrato
utilizado.

La aparicién de contenedores cada vez mds modernos y adaptados a las
exigencias de las plantas durante su etapa de vivero, y el hecho de que en los Ultimos
anos se ha recomendado no utilizar el cultivo en bolsa (Montoya y Campos, 1996) ha
llevado al abandono progresivo de este tipo de contenedor.

El empleo de planta en contenedor estd actualmente generalizado para las
plantaciones en clima seco que se realizan en nuestro pais. Existen numerosisimos
contenedores dentro del mercado y muchos trabadjos que testan las diferentes
caracteristicas de ellos y como influyen en la calidad de planta de diferentes especies
(Brisette et al., 1991 Dominguez-Lerena et al., 2000; Villar-Salvador et al., 2001b; Aphalo
y Rikala, 2003; Chirino ef al., 2005; South et al., 2005; Trubat et al, 2005; Iglesias y
Serrada, 2005; Dominguez-Lerena et al., 2006).
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A la hora de seleccionar los contenedores hay que tener en cuenta,
principalmente, cémo sus caracteristicas de disefio inciden en el tamano de las
plantas, en la relacidn entre sus diferentes partes y en la forma de sus sistemas aéreos y
radicales. Numerosos trabajos han reafirmado que para especies con una raiz principal
fuertemente pivotante, como es el caso del pino canario, la dimensién mds importante
de los contenedores es la profundidad (Vilagrosa ef al., 1997; Chirino et al., 2005). Es
mejor un contenedor profundo aungue sea estrecho que permita a la raiz pivotante
profundizar al mdximo y concentrar sus puntos de crecimiento una vez puesta en
campo, que un contenedor espacioso. Cuanto mds hondo se sitde el sistema radical,
mads posibilidades tendrd la planta de escapar de las frecuentes sequias a las que se
verd sometida, ya que son las capas superficiales del suelo las que se secan antes
(Lopez ef al., 1998). Aun asi, el volumen es también otro factor importante a tener en
cuenta, ya que, en general, cuanto mds grande es el envase mayor es la planta que

se puede producir (Penuelas y Ocana, 2000).

1.1.2. Sustratos

Hasta hace no mucho en nuestro pais se consideraba que el sustrato no ejercia
efecto sobre la calidad de planta. Sin embargo, diversos proyectos de investigacion
llevados de forma conjunta por el INRA vy el CEMAGREF de Francia, han puesto de
manifiesto que una correcta nutricion mineral condiciona todo el desarrollo anterior y
posterior del cultivo, y han confirmado que los sustratos son, hoy dia, una de las
mejores herramientas con las que cuenta el técnico viverista para conferir calidad a
sus productos.

Las plantas cultivadas en envase tienen ciertos requerimientos que deben ser
proporcionados por el sustrato: agua, aire, nutrientes y soporte fisico. Asi, la ufilizacion
de uno u otro tipo va a condicionar el cultivo de la planta.

Tradicionalmente se utilizaron sustratos a base de componentes naturales
mezclados en diferentes proporciones. Sin embargo, pronto se descubrié que este tipo
de medio producia algunos problemas culturales: permeabilidad, contaminacion
bioldgica, etc. Actualmente, la tendencia lleva a un dominio de los sustratos
artificiales, aungue todavia no es un aspecto completamente resuelto y sobre el que
hay que seguir investigando (Navarro y Pemadn, 1997). En el caso del cultivo en Tenerife
al comenzar el presente trabagjo aldn se seguian empleando elementos naturales,
como la tierra de monte y el picdn (material de origen volcdanico).

Actualmente, en los viveros espanoles, hay una mayor tendencia a realizar
mezclas de materiales orgdnicos e inorgdnicos. En principio estas combinaciones son
intferesantes porque presentan propiedades fisicas y quimicas, en muchos casos

opuestas y a veces complementarias. En general, los materiales orgdnicos generan

18



Capitulo-IT

gran cantidad de microporos y, por fanto, una elevada capacidad de retencién de
agua (CRA), siendo, ademds, suficientemente eldsticos como para  sufrir
compactaciones. Tienen también una elevada capacidad de intercambio catiénico
(CIC), pudiendo retener nutrientes tras el lixiviado (Penuelas y Ocana, 2000). Por otro
lado, los materiales inorgdnicos aportan al sustrato una estructura con macroporos,
gue mejoran la aireacion y el drenagje, asi como un cardcter estéril al medio de
crecimiento (Navarro y Garcia, 1997). Destacan las turbas entre los materiales
orgdnicos, asi como diferentes residuos tales como lodos, compost, orujos, astillas,
dependiendo de la zona de produccidn. Entre los inorgdnicos vermiculita y perlita son

los md&s comunes, fambién arena de rio o picdn en el caso de Canarias.

1.1.3. Fertilizacion

En nuestro pais, hasta hace muy poco tiempo, se habia sostenido la idea
generalizada de que la fertilizacién no era conveniente para las plantas salvo en casos
de carencias nutricionales muy significativas. Todavia hoy se discute a menudo sobre
la conveniencia de aplicar fertilizantes a las plantas forestales con el criterio de
conseguir un crecimiento vigoroso y equilibrado de las mismas. Sin embargo, los
NUMErosos ensayos gue vienen realizdndose para estudiar los efectos de la fertilizacion
durante la etapa de vivero en la produccion forestal, han ido demostrando que la
nutricion afecta de manera determinante a la resistencia de las plantas al estrés y las
enfermedades, asi como a los procesos fisioldgicos y a la morfologia, lo cual determina
el estado de las plantas antes de que éstas sean llevadas a la plantacidn (Sutton, 1979;
Rook, 1991).

La concentracién de cada nutriente en la solucién del medio es el aspecto
mads importante de la fertilizacion, ya que la planta debe recibir las concentraciones
necesarias de nutrientes para su 6ptimo desarrollo. Landis (1989) define los rangos
adecuados para los tres macronutrientes principales para plantas producidas en
contenedor, siendo el rango adecuado para el nitrégeno entre 12-20 mg g-'; entre 10-
20 mg g! para el fésforo y entre 30-80 mg g-! para el potasio. Aln asi, cada especie
tiene unos requerimientos particulares de nutrientes y ademas éstos varian en funcion

del desarrollo de la planta (Timer y Armstrong, 1987).

1.1.4. Riego

El agua es un factor primordial para el desarrollo de las plantas y muy
importante a la hora del establecimiento del cultivo. En este trabajo no va a ser objeto
de estudio, debido al gran ndmero de variables infroducidas ya en el mismo, aungue
serd aportado de manera que no se produzcan ningdn tipo fendmenos asociados al

estrés hidrico.
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1.2. Métodos de evaluacién de la calidad de planta

Los pardmetros utilizados para estudiar la calidad de planta forestal en vivero
son muchos y diversos y se distinguen en dos grandes grupos: Los atributos materiales,
que engloban los atributos morfolégicos vy fisioldgicos, y los atributos de respuesta
(Chavesse, 1980; Duryea, 1895; Villar-Salvador, 2003).

La calidad morfolégica de una planta hace referencia a un conjunto de
caracteres, tanto de naturaleza cuadlitativa como cuantitativa, sobre la forma vy
estructura de la planta o de alguna de sus partes. Los atributos morfoldégicos que se
usan para determinarla son muy diversos (Ritchie, 1984; Thompson, 1985; Mexal y Landis,
1990:; Villar-Salvador, 2003). La calidad fisioldgica hace referencia al estado nutricional,
reservas de carbohidratos, capacidad de ajuste osmdtico y un largo etcétera (Duryea
y MclLain, 1984; Puttonen, 1997 Grossnickle, 2000). Los atributos de respuesta se
pueden considerar atributos de sintesis, ya que poseen la capacidad de resumir en

pocos pardmetros muchos caracteres morfofisioldgicos (Burdett, 1990).

1.2.1. Atributos morfolégicos

Altura (H). La altura es uno de los pardmetros mds usados a la hora de evaluar
la calidad de planta y es el mds frecuente por su facilidad de medicidn. Esta
correlacionada con la superficie foliar y la fofosintesis. Actualmente existe una
tendencia cada vez mds generalizada a considerarla como buen predictivo de la
supervivencia, por estar correlacionada positivamente con ella como o demuestran
numerosos trabajos realizados en especies mediterrdneas (Cortina et al., 1997; Oliet et
al., 1997; Villar-Salvador et al., 2000,; 2001a, 2003, Puértolas et al., 2003; Luis et al.,
20040).

Didmetro en el cuello de la raiz (D). El didmetro en el cuello de la raiz estd

correlacionado con la seccién transversal de xilema conductor y con el volumen de
las raices y es indicativo del vigor. Este pardmetro es de gran valor individual (Wilkinson,
1969). Es un buen indicador del grado de lignificacién de la planta y del desarrollo del
sistema radical. Su valor predictivo aumenta notablemente si se relaciona con la altura
(Chavesse, 1980).

indice de esbeltez (IE). El indice de esbeltez es la relacidon entre la altura de la

planta y el didmetro en el cuello de la raiz. Este pardmetro es Util por estar relacionado
con la resistencia al viento, a la sequia o al frio (Gil y Pardos, 1997).

Peso seco de la parte aérea y de la raiz (Psa y Psn). El peso seco de la parte

aérea refleja la cantidad de biomasa, el desarrollo del tallo, las ramas y las hojas
(frondosidad de la planta). Es uno de los atributos, junto con la altura, mds afectados
por las prdcticas de cultivo, aunque su utilizacidén de forma aislada no fiene valor

predictivo. El peso seco de la raiz, por su simplicidad constituye un buen indicador de
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la biomasa radical. De forma general se acepta que un sistema radical fibroso, con
abundantes raices secundarias y bien distribuidas, mejora considerablemente la
supervivencia y el crecimiento.

Relacién parte aérea-raiz (Psa/Psn). Esta relacion parece ser un buen indicador

de la supervivencia al reflejar relaciones de equilibrio entre fotosintesis, transpiracion y
absorcién de agua, aunqgue los resultados son todavia algo contradictorios. Para pinos,
Gil y Pardos (1997) dan valores entre 1y 2 como aceptables, de 2 a 3 resultan criticos y
mayores de 3 inaceptables. Esta relacién se calcula mediante los pesos obtenidos en
el apartado anterior y hay varios trabajos en los que se describen buenas correlaciones
entre esta relacion y distintos pardmetros fisiolégicos.

indice de Calidad de Dickson (ICD). Este indice combina pardmetros

morfolégicos de longitud y peso, siendo un buen indicador de la respuesta de la
planta en terreno, siempre que las condiciones fisioldgicas sean estables (Dickson et al.,
1960). El indice de Dickson (que integra a la esbeltez y al Psa/Psr) también se ha
utilizado como atributo para estudiar la respuesta de las plantas después de su
establecimiento (Thompson, 1985; Romero ef al., 1986; Brissette ef al., 1991; Dey y Parker,
1997: Villar-Salvador et al., 2000; Del Campo, 2002).

Faciidad de exiraccion del cepelldn (FEC). Proporciona importante

informacién acerca del estado en el que queda el cepelldn tras extraerlo del
contenedor y puede darnos una idea de la posibilidad de supervivencia de la planta
en campo.

Micorrizacion. La presencia de un sistema radical micorrizado es una estrategia
nutricional que han desarrollado la mayoria de las plantas y algunos hongos desde sus
propios origenes, que les asegura un beneficio mutuo, bdsicamente de tipo nutricional.
Las plantas reciben de los hongos los nutrientes que precisan para desarrollarse, los
cuales son captados del suelo por aquellos; mientras que, a su vez, ceden a los hongos
simbiontes parte de los azlicares que fabrican en la fotosintesis, especialmente por
exudacion radical. La existencia de micorrizas en vivero puede influir en la calidad de
la planta (Gil y Pardos, 1997).

1.2.2. Atributos fisiologicos

Estado nutricional. El estado nutricional es uno de los pardmetros fisioldgicos

mds importantes ya que puede afirmarse que un balance nutricional adecuado
produce una planta de buena calidad. El contenido en nutrientes da una visién del
vigor general de la planta. De todos los macronutrientes el nitrdgeno es,
probablemente, el mds limitante y ademds el que mds relacionado estd con el

desarrollo de las plantas en el campo.
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Carbohidratos no estructurales. Los carbohidratos no estructurales (azlcares

solubles y almidén) son producidos directamente por la fotosintesis y constituyen el
principal almacén energético de la planta. Cuando se reduce la actividad
fotosintética, la actividad vital del la planta depende de sus reservas y es en esos
momentos criticos cuando el contenido en carbohidratos desempena un papel
esencial. Asi, estos son utilizados en los estudios de calidad como medida del vigor
fisiolégico de la planta (Ferndndez y Royo, 1998; Palacios et al., 2001; Planelles et al.,
2001).

1.2.3. Atributos de respuesta

Los atributos morfoldgicos vy fisioldgicos nos dan una idea de la calidad de
planta pero no de la potencialidad que pueda tener en un futuro en la plantacion.
Por ello se realizan una serie de tests previos que nos permiten hacernos una idea de la

respuesta que puede tener la planta en el campo.

Test de vigor (test OSU). Este test simula artificialmente el estrés que puede sufrir
la planta en el paso a campo, mediante la extraccién de las plantas de los
contenedores y aplicacién de un chogue térmico, y determina como puede ser la
respuesta de la planta a estas condiciones durante el primer ano (McCreary y Duryeaq,
1985). Se han encontrado buenas correlaciones entre los resultados del test y el
comportamiento en campo, especialmente en el caso de lotes poco vigorosos
(McCreary y Duryea, 1985) o en sitios cdlidos (McTague vy Tinus, 1996).

Test de regeneracioén radical. El potencial de regeneracion de las raices (PRR)

es uno de los aspectos mds importantes de la supervivencia y arraigo de la planta. Se
define como una medida de la “capacidad de una planta en vivero para producir
nuevas raices cuando crece en unas condiciones ambientales ideales” (Ritchie, 1985).

En numerosas investigaciones ha quedado demostrado como mediante este
test realizado en condiciones controladas puede reflejarse la variacién del PRR bajo
condiciones de campo vy, por tanto, pronosticar la respuesta de la planta a

condiciones particulares de estrés (Burdett, 1987; Larsen ef al., 1986; Oliet et al., 1997).

1.3. Objetivos

Por todo lo expuesto anteriormente en este tfrabajo nos hemos propuesto dos
objetivos concretos:

1. Comparar el cultivo del pino canario a base de sustratos naturales sin fertilizar
(Cultivo Tradicional) con los cultivos a base de turbas fertilizadas (Cultivo Alternativo) y
determinar qué tipo de contenedor, sustrato y dosis de fertilizacion aporta a la planta

mayor calidad.
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2. Establecer cudles son los pardmetros fanto morfoldgicos como fisioldgicos y
de respuesta mads idéneos para evaluar la calidad de planta de Pinus canariensis de

una savia.

2. MATERIAL Y METODOS
2.1. Diseno Experimental

2.1.1. Material vegetal

En este capitulo se describen dos fases de cultivo de planta en vivero y su
seguimiento. La primera fase consta de 12 tratamientos y se sembrd en junio de 2001
manteniéndose en el vivero hasta febrero de 2002. La segunda fase se empezd en
junio del ano siguiente, estando ésta formada por 14 tratamientos y manteniéndose en
vivero hasta febrero 2003,

Con el fin de estandarizar las condiciones de cultivo, el ensayo de las diferentes
técnicas propuestas se realizd en las instalaciones del Vivero Insular de Flora Autéctona
del Centro Ambiental “La Tahonilla” en La Laguna, perteneciente al Excmo. Cabildo
Insular de Tenerife, el cual suministrd el material necesario para la siemibra y se encargd
de mantener el cultivo (riego, eliminacion de malas hierbas, etc.)

Para los ensayos se utilizaron semillas de Pinus canariensis C. Sm. ex DC. in Buch
procedentes de los pinares de Vilaflor, (Procedencia FS-27/01/38/004) que fueron
seleccionadas de acuerdo con los resultados obtenidos en los estudios de
procedencia de semillas, fruto de convenios anteriores entre la Universidad Politécnica
de Madrid (UPM) y el Cabildo de Tenerife.

Antes de proceder al semillado, los pinones se sumergieron en agua durante 24
horas. Esta operacidn favorece la germinaciéon de las plantulas al tiempo que permite
la separacién de las semillas vanas por flotacion.

Se colocd una sola semilla en cada envase y todo el ensayo quedd sembrado
en un mismo dia. Las bandejas de envases se dispusieron en el vivero formando un
diseno aleatorio en el que fueron intercalando los distintos tratamientos. El disefo de la
distribucidén de los tratamientos en el vivero se registrd en un croquis para garantizar la
identificacion de cada uno de ellos. Cuando todas las plantas hubieron germinado y
alcanzado una cierta altura se procedid a su identificacidn de forma individual. La
duracién del cultivo en ambos casos fue de 8 meses.

El riego estuvo suministrado y supervisado por el personal del vivero en todo
momento, asegurdndose que las plantas se mantuvieran bien regadas durante el
periodo, y controlando que los cepellones no presentaran sinftomas de sequedad
evitando asi cualquier fendmeno asociado al estrés hidrico. El sistema de riego fue un
sistema fijo por aspersidon y el volumen de agua suministrado varié en las diferentes

fases del cultivo, siendo mds abundante durante la fase de germinacion. Tras la
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germinacion de las plantas se regaron durante 15 minutos 3 veces al dia mediante

aspersores de 4 1/h de caudal.

2.1.2. Contenedores empleados

De entre la gran canfidad de envases existentes en el mercado, fueron
seleccionados, basdndonos en estudios previaomente readlizados, fres tipos de
contenedores. Dos de ellos para la primera fase del cultivo de la planta, el Arnabat
M32 vy el Super Leach M30, y el Arnabat M32 y el ForesPot 400, de un volumen superior

para la segunda fase. Las principales caracteristicas se muestran en la Tabla 1.1,

Super Leach M30 (SL). La inclusibn de este envase esta

justificada después de evaluar los buenos resulfados que este
contenedor ha proporcionado en la produccién de la planta en

otros ensayos llevados a cabo en anos anteriores en las islas

(Climent et al., 2003a). Se trata de un envase en pldstico
semirigido de forma troncocénica, con resaltos u ondulaciones interiores longitudinales
que impiden el enrollamiento o espiralizacidon de las raices. Al estar colocados de
forma suspendida producen el autorrepicado del sistema radical. Estdn provistos de
unas pestanas inferiores que impiden la caida del sustrato. Son fdcilmente
recuperables y presentan todas las ventgjas de los de bandeja y de los alvéolos
individuales: permite un tratamiento individualizado para cada alvéolo, también
permite producir planta en densidades de cultivo diferentes pero con el mismo
volumen del contenedor y, sin duda, la ventgja mds favorable es que posibilita
retardar el momento de la extraccidn del cepelldn hasta el instante de la plantacién,
evitando desecaciones y protegiendo el sistema radical. Otra ventaja anadida es la
facilidad de extraccidén de las plantas siendo una caracteristica que suele diferir
bastante entre los envases individuales y los que vienen en forma de bandeja forestal.
En los individuales suele bastar con dar un golpe seco en la parte superior del
contenedor para que el cepelldn se desprenda sin problemas, mientras que en los

alvéolos de las bandejas ésta operacion puede resultar mds complicada.

Arnabat M32 (AD. Se infroduce para contrastarlo con las

caracteristicas del SL. Los envases de AT son de pldstico rigido
de color negro, de forma troncopiramidal de seccién
cuadrada. Se presentan en bandejas de pldstico rigido

tfermoconformado y no son extraibles de manera individual. El
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volumen es similar al de SL y también poseen un sistema de repicado aéreo al

encontrarse

las bandejas sobre unas patas que mantienen los contenedores

suspendidos en el aire.

ForesPot 400 (FP). Las caracteristicas de este contenedor son

muy similares a las del AT, son también contenedores de
secciéon cuadrada y forma froncopiramidal. También se

presentan en bandejas de pldstico negro y no son extraibles

e 8] individualmente. La diferencia con el AT es que el volumen es
superior. FP presenta un volumen de 400 cm3 frente a los otros dos contenedores
anteriores que presentaban un volumen de 300 cma3.

Los tres modelos cumplen los requisitos econdmicos buscados en el uso de
contenedores, ya que son recuperables lo que abarata su coste al poder reutilizar los

contenedores usados. Las caracteristicas de cada uno se recogen en la siguiente

tabla.
Boca Boca
Envase | Superior Inferior Seccion | Volumen | Profundidad | N2Alveolos | Densidad
(mm) (mm) (cm?) (cm3) (cm) / Bandeja Plantas/m?2
SL- M30 5,6 4.8 24,6 305 17,5 35 262
AT-48C | 48x48 | 29x29 23 308 174 48 378
FP-400 | 485x6 2,0 29,1 400 19 38 294

Tabla I1.1. Caracteristicas de los contenedores utilizados Super Leach M30 (SL-M30), Arnabat 48C
(AT-48C) y ForesPot 400 (FP-400).

2.1.3. Sustratos empleados

Los sustratos empleados se van a clasificar en dos grupos principales: Los que
denominaremos a lo largo de este trabajo como Tradicionales (por ser los de uso
tradicional en el cultivo de pino canario en Tenerife) formados por elementos naturales
sin fertilizar (tierra de monte y picdn) y los que denominaremos Alternativos, formados
por elementos artificiales fertilizados (turbas, vermiculita y perlita) llamados asi por ser
esta la alternativa que se propone en este trabajo para el cultivo de pino canario en
Tenerife. Se emplearon mezclas de 4 sustratos diferentes, 4 en la primera fase del
cultivo, 3 en la segunda (repitiendo uno de los sustratos de la primera fase en la
segunda) y en distintas proporciones (Tablas 11.2 y 11.3).

Sustrato 1. Tierra de monte + Picdn. En la proporciéon 2:1. Este es el sustrato que

habitualmente se ha venido ufilizando en el vivero de La Laguna, con resultados
aceptables (Herndndez et al., 1999). Por este motivo es de vital importancia que este
sustrato sea contrastado con los formados por elementos artificiales fertilizados. Al
incluir esta composiciéon sustratos reforzados

junto a otras compuestas por

nutricionalmente con fertilizantes artificiales, se pretende comparar si el beneficio que,
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en principio, parecen proporcionar estos fertilizantes compensa su coste econdmico,
frente a la opcién de no emplearlos y depender Unicamente del aporte que ofrece la
fierra de monte, estudiando si éste es suficiente o si a largo plazo puede provocar
carencias en las plantas.

El picon es un material de origen volcdnico constituido, generalmente, por
silicatos de aluminio, compuesto por fragmentos porosos de lava, redondeados o
iregulares, de 2 a 50 mm, que se formaron al ser expelida la lava y enfriarse de golpe,
constituyendo el manto pirocldstico. Tiene alta capacidad de aireacién y poca de
retencion de agua fdciimente disponible, la capacidad de intercambio catidnico es
también baja. En este caso se utiliza como una enmienda fisica al material orgdnico,
proporcionando un aumento en la cantidad de macroporos (mayor drenaje vy
aireacion).

La practica en los viveros tradicionales de utilizar la propia tierra del monte para
rellenar los envases donde producian la planta suponia, en muchos casos, und
micorrizacién natural de la misma con las numerosas ventajas implicitas de esta
simbiosis. Por el contrario, una planta cultivada en vivero, en sustrato artificial y bien
suministrada de agua y nutrientes probablemente no se micorrizard, o lo hard con
alguna especie de vivero de dificil supervivencia en campo. Sin embargo, es muy
importante en esta cuestion seleccionar el origen del material usado en el sustrato,
puesto que cada especie, cepa o0 ecotipo de hongo fiene unas limitaciones
ecolégicas. Si ésto no se tiene en cuenta, es posible que el hongo inoculado en el
vivero no persista en campo, al ser desplazado por otros hongos mds adaptados al
medio. Como inconvenientes, junto al suelo aportado se pueden introducir semillas de
malas hierbas, patdégenos, enfermedades, etc; por dltimo, la repetibilidad de la
inoculacion es escasa debido a las distintas fuentes.

La posibilidad de que se produzca una micorrizacion espontdnea en la utilizacién
de este sustrato constituird uno de los pardmetros a evaluar en el estudio de calidad
en la fase de vivero. Igualmente, permitird comprobar si, como consecuencia de esta
posibilidad, se producen diferencias en la evolucidn de las plantas puestas en campo.

Sustrato 2: Turba rubia + Vermiculita. En proporcién 2:1. Esta mezcla se usd en

las dos fases del cultivo de la planta. En la primera el fertilizante anadido fue un
fertilizante de liberaciéon lenta, Osmocote 0. Se empled previomente en el cultivo de
las plantas para los ensayos de procedencias (realizados por la E.T.S de Ingenieros de
Montes de la U.P.M) dando buenos resultados (Climent et al., 2001b). En la segunda
fase, ademdads de repetir esta mismma mezcla con la misma fertilizacion, se usd también
un fertilizante liguido, como se detallard en el apartado siguiente.

La turba es un compuesto formado por la descomposicidn de restos orgdnicos,

vegetales principalmente, en condiciones anaerobias y de alta humedad. Existen
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numerosos tipos pero la mas usada es la de Sphagnum. El pH suele ser bastante bagjo,
oscilando entfre 4 (turbas naturales) y 6 (turbas fertilizadas), recordemos que diversos
estudios han demostrado que las coniferas crecen mejor con pH alrededor de 5.5
(Penuelas y Ocana, 2000), esto se acentda en el caso del pino canario que tiene
preferencia por los sustratos dcidos como son los materiales de origen volcdnico. La
turba se ha convertido en la fuente de materia orgdnica mads utilizada en los viveros
espanoles. Esto no quiere decir que sea imprescindible y, en paises donde la turba es
dificimente alcanzable por razones econdmicas, la materia orgdnica puede ser
proporcionada por otros materiales alternativos. El serrin, las virutas de madera, o
cualquier otro residuo lenoso pueden proporcionar una buena y barata fuente de
materia orgdnica, siempre y cuando se haya tomado la precaucién de redlizar un
compostaje previo que elimine posibles fitotoxicidades. Existe un gran ndmero de
posibles fuentes de material orgdnico: sarmientos de vides, orujos, deshechos de las
fdabricas de corcho, lodos de depuradoras, efc, que merecen ser estudiados, pero que
Nno se encuentran dentro de los objetivos de este estudio por no estar disponibles en la
isla. La vermiculita aporta en este caso los beneficios propios del uso general de los
materiales inorgdnicos. Se trata de un silicato de aluminio expandido con una alta
CRA, asi como CIC (similar a la de materiales orgdnicos como la turba). Es muy ligera y
absorbe gran cantidad de nutrientes. El pH es neutro y es un material completamente
estéril. El principal inconveniente a evitar es que se comprime con facilidad, tendiendo
a colapsarse. Con este tipo de sustrato se van a ensayar distintas dosis de fertilizacion
con un abono de liberacién lenta.

Sustrato 3: Turba rubia + Picén. En proporcion 2:1. En principio se buscd incluir un

sustrato que redujese el porcentaje empleado de fturba, combindndola con
componentes obtenidos a partir de residuos madereros como la corteza de pino
(material universalmente utilizado como sustrato de cultivo y que ha constituido
durante los Udltimos 25 anos el sustrato por excelencia en numerosos paises con
disponibilidad limitada de turba) o las astillas. Sin embargo, la escasez actual de este
tipo de materiales recondujo la propuesta al empleo de ingredientes sustitutivos de la
vermiculita que no fuese necesario importar. El picoén volcdnico aporta en este caso
las propiedades tipicas de los compuestos inorgdnicos mas las particulares descritas en
el primer tratamiento.

Sustrato 4: Tierra de monte + Turba rubia + Picdn. En la proporciéon 1:1:1. Esta

cuarta propuesta de sustrato pretende combinar las propiedades de los dos primeros
casos y ver si la sustitucion de una parte de tierra por turba mejora la calidad de la
planta. Se estudiard si el empleo de la tierra mantiene la posibilidad de micorrizar esta

mezcla y es capaz de aportar los nutrientes necesarios para los pinos sin necesidad de
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suministrar un abono extra. Ademds de contrastar los beneficios atribuidos a la
utilizacién de la combinacion turba - picén.

Sustrato 5: Tierra de monte + Turba + Perlita. En la proporcién 1:1:1. Se empled

en la segunda fase del cultivo. Basdndonos en los resultados obtenidos el primer ano
de cultivo, se decidié probar otro material en lugar del picdn, que hiciera posible la
estandarizacion de este método de cultivo en cualquier lugar. Asi se sustituyd por
perlita, material que proporciona también aireacion al sustrato. Ademds la normativa
de extracciéon de dridos en las islas estd fomentando el abandono del uso del picdn.

Sustratos 6 y 7. Turba + Perlita. En proporcién 3:1 (sustrato 6) y 2:1 (sustrato 7)

ambas en la segunda fase. La inclusidon de la perlita se propuso, al igual que en la

mezcla anterior, para sustituir el picon.

2.1.4. Fertilizacion empleada
En la primera fase se empled un preparado de liberacién lenta (Osmocote O)
con una proporcién de los tfres macronutrientes principales de 16-8-12 (16% N; 8% P20s;
12% K20) y elementos esenciales (B, Cu, Fe, Mn, Mo, Zn). Este fertilizante estd formado
por pequenas cdpsulas con elementos nutritivos envueltos en una resina orgdnica
natural que controla su difusidon. El agua penetra la envoltura e hidroliza los minerales
gue son alfamente solubles. Los elementos nutritivos se difunden gradualmente a
tfravés de la cdpsula, con una tasa de difusion que depende Unicamente de la
temperatura. La longevidad del modelo escogido, para una temperatura media de 21
°C es de 6 a 8 meses. El fertilizante se anadié durante el proceso de mezcla del
sustrato. Se emplearon dos dosis de fertilizante, 4 gramos por litro de mezcla, siendo
esta la cantidad que se empled en la produccién de los pinos para los ensayos de
procedencias previos, y de 7 gramos por litro de mezcla (una cantidad superior que no
llega a ser de lujo) basdndose la eleccién de estas dosis de fertilizacidn en estudios
previos (ver Oliet et al., 1999). De esta manera tenemos tres niveles de fertilizaciéon 0, 4 y
7 g I, Este tipo de fertilizacion tiene como principal inconveniente que no se puede
controlar su liberacién ya que depende de un factor externo como es la temperatura.
Al experimentar con dos cantidades distintas se evaluard la rentabilidad que supone el
gasto de una mayor cantidad de fertilizante en la mejoria de la planta, o si por el
contrario, a partir de una determinada concentracién los efectos son inapreciables,
siendo injustificado el coste de una dosis mayor.
Para la segunda fase se aplicaron dos fipos de fertilizantes, manteniendo a
concentracién de Osmocote utilizada en la primera, que se incorporé al sustrato
desde el comienzo, y utilizdndose también un fertilizante liquido que se aplicd junto

con el agua de riego, Peters Professional® (P) 20/10/20 (N:P:K). La formulacién elegida
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de éste era la mas similar a la del osmocote que habia disponible en el mercado.

Todos fueron aplicados en una concentracién de 4 g I-1.

2.1.5. Tratamientos

En la primera fase se establecieron 12 fratamientos resultado de la
combinacién de dos contenedores (SL-M30 y AT-48C), cuatro sustratos y 3 niveles de
fertilizacion O, 4 y 7 g ). Para facilitar la explicaciéon de los resultados a la
combinacién de los sustratos mdas la fertilizacion se denominard mezcla, de manera
que las 6 mezclas resultantes se repiten en los dos contenedores (ver Tabla I1.2).

Las caracteristicas de los materiales utilizados para configurar los diferentes

sustratos en esta fase fueron las siguientes:

« Picén: Procedente de la zona de La Esperanza

e Turba rubia: Floratorf®. Naturreiner. Qualitdtstoff verbessert Kulturbdden.
Floragard Product. Alemania.

« Vermiculita: Eurover Vermiculita. Vermiculita exfoliada. Aislante granular
Frio/Calor. AcUstico. Antifuego. Europerlita S.A.

eOsmocote (Os): 16/8/12 (16% N; 8% P20s; 12% K20) y elementos esenciales (B,
Cu, Fe, Mn, Mo, Zn). Fertilizante de liberacién lenta, 6-8 meses.

Los materiales utilizados se distribuyeron tal y como se observa en la siguiente

tabla:
Contenedor Sustrato Fert. (@I'") Mezcla Tratamiento

2/3 Tierra + 1/3 picdn M 0 1 1
2/3 Turba + 1/3 vermiculita (@) ?’ g §

SL-M30 (1) 4 4 4
2/3 Turba + 1/3 picdn 3 7 5 5
1/3 Tierra + 1/3 Turba + 1/3 picén  (4) 0 6 6
2/3 Tierra + 1/3 picdn m 0 1 7
2/3 Turba + 1/3 vermiculita @ ? g 2

AT-48C (2) 4 2 10
2/3 Turba + 1/3 picén (©) 7 5 1
1/3 Tierra + 1/3 turba + 1/3 picdn  (4) 0 6 12

Tabla 11.2. Composicion de los 12 tratamientos utilizados en la primera fase del cultivo de
la planta en vivero.

Para la segunda fase del estudio se ufilizaron 14 tratamientos diferentes
surgidos como combinacién de dos contenedores (AT-48C y FP-400), cuatro sustratos y
2 tipos de fertilizacion (liquida y sélida de liberacion lenta). Como se muestra en el

siguiente esquema. Igual que en el diseho anterior, para facilitar la explicaciéon de los
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resulfados a la combinacidn del sustrato y la fertilizacion se le denominard mezcla de

manera que las 7 mezclas resultantes se repiten en los dos contenedores (Tabla 11.3).

Contenedor Sustrato Fert. (g I'") | Mezclas | Tratamiento

1/3 tierra + 1/3 turba + 1/3 perlita (5) 0 1 1

Os: 4 2 2

3/4 de turba +1/4 perlita ©) P: 4 3 3

AT 48C (2) Os: 4 4 4
2/3 de turba +1/3 perlita @) p: 4 5 5

Os: 4 6 6

2/3 de turba + 1/3 vermiculita @) p: 4 7 7

1/3 tierra + 1/3 turba + 1/3 perlita (5) 0 1 8

Os:4 2 9
3/4 turba +1/4 perlita ©) P: 4 3 10

FP 400 Os: 4 4 11
(©) 2/3 turba +1/3 perlita @) p: 4 5 12
Os: 4 6 13
2/3 turba +1/3 vermiculita @) P: 4 7 14

Tabla 11.3. Composiciéon de los 14 tratamientos utilizados en la segunda fase del cultivo de la
planta en vivero.

Las caracteristicas de los materiales utilizados en la segunda fase fueron:

= Turba rubia: Turba Scotts 290 | (EN). Shamrock (Professional Growing Medium).
Sphagnum Peat (B9016234xm). Con las mismas caracteristicas que la usada en
la primera fase.

= Perlita: Agra Perlite. RHP INH.

= Vermiculita: Eurover Vermiculita. Exfoliada. Aislante granular Frio/Calor.
Acustico. Antifuego. Europerlita S.A.

= Osmocote (Os): 16/8/12 (16% N; 8% P20s; 12% K20) y elementos esenciales (B,
Cu, Fe, Mn, Mo, Zn). Fertilizante de liberacién lenta, 6-8 meses.

= Fertilizante liquido: Peters Professional (P) 20/10/20 (20 % N; 10 % P20s; 20% K20)

y elementos esenciales (B, Cu, Fe, Mn, Mo, Zn).

En esta fase la fertilizacion sélida (Osmocote) se incorpord al sustrato desde el
principio, mientras que la liquida se comenzd una vez que las pldntulas hubieron
desarrollado los cotiledones (aproximadamente a las 6 semanas de la siembra) y se
continudé una vez cada 15 dias hasta dos meses antes de la fecha prevista para el

pPAsO a CAmMpPO.
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1° Fase N P K
Tratamientos (mg /planta) | (mg/planta) | (mg/planta)
1 0 0 0
2 192 42 119
3 336 73 209
4 192 42 119
5 336 73 209
6 0 0 0
7 0 0 0
8 192 42 119
9 336 73 209
10 192 42 119
11 336 73 209
12 0 0 0
2° Fase
Tratamientos
1 0 0 0
2 192 42 119
3 240 52 199
4 192 42 119
5 240 52 199
6 192 42 119
7 240 52 199
8 0 0 0
9 256 56 159
10 320 70 265
11 256 56 259
12 320 70 265
13 256 56 159
14 320 70 265

Tabla I1.4. Cantidad de N, P y K (mg planta-’) aportadas a cada uno de los tratamientos de
vivero durante las dos fases de cultivo de las plantas.

2.2. Evaluacién de la calidad de planta

2.2.1. Atributos morfolégicos

Para la caracterizacion final de los diferentes lotes de plantas se escogieron 25
plantulas de cada tratamiento, se extrajeron de los contenedores, se elimind el sustrato
y se lavaron bien con agua para proceder al andlisis de los diferentes pardmetros
morfolégicos:

Altura (H). Una vez eliminado el sustrato se midid la altura (cm) de las plantas
desde la base de la raiz hasta la el penacho superior, ya que en este estado carecian
de yema madura.

Didmetro en el cuello de la raiz (D). Este pardmetro se midid (mm) con un

micrémetro digital, Digital micrometer, Mitutoyo Corporation. APB-1D. 1PC Japdn.
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indice de esbeltez (IE). El indice de esbeltez se halld como la relacidn entre la

altura de la pldntula (cm) y el didmetro en el cuello de la raiz (mm), utilizando asi los
dos pardmetros morfolégicos descritos anteriormente (IE = H /D).

Relacién de Biomasa entre la parte aérea vy de la raiz (Psa v Psn. El peso de la

parte aérea y de las raices de las pldntulas se determind tras 48 horas en estufa de
circulacion de aire a 100 °C.

Relacién parte aérea-raiz (Psa/Psn). Esta relacion se calcula mediante los pesos

obtenidos en el apartado anterior.

indice de calidad de Dickson (ICD). El indice de Dickson se calcula de la

siguiente manera:
ICD = Pst / (IE + Psa/Psr)

donde Pst es el peso seco total (Q): IE es el Coeficiente de Esbeltez; y Psa/Psr es la
relaciéon en peso seco entre la parte aérea vy la raiz.

Facilidad de extraccién del cepelldn (FEC). Para caracterizar este pardmetro se

procedié a la extracciéon de las pldntulas de sus envases y en funcién de la dificultad
que presentd dicha extraccion se atendid a la clasificacion numérica siguiente:

- El cepelldn se extrae con dificultad, es necesario emplear algidn objeto para
empujar desde la base del contenedor y, como consecuencia, se producen
desmoronamientos en él (1).

- Se producen complicaciones en la extraccién, pero aunque sea necesario
empujar el cepelldn por la base, finalmente sale sin romperse (2).

- El cepelldn sale facimente del envase simplemente al tirar de la planta o
ayuddndonos dando un golpe seco en la boca del envase. No se producen danos (3).

Micorrizacién. Después de que las pldantulas fueron extraidas de los
contenedores, eliminado el sustrato y lavado bien con agua, se determind de manera
visual, para cada uno de los tratamientos, en todas las plantas utilizadas para el andlisis
de los atributos morfoldgicos, el estado de micorrizaciéon del sistema radical indicando

simplemente si estaban o no micorrizadas.

2.2.2. Atributos fisiologicos

Los andlisis de nutrientes y carbohidratos no estructurales se realizaron utilizando
5 plantas de cada tratamiento. Para la determinacion de nutrientes y almidén, el
material fue secado en una estufa de circulacién de aire, a 60 o 100 °C segun los
protocolos, molido y pasado por un tamiz de 0,7 mm, guardado en tubos de ensayo
herméticos separando las aciculas de las raices, hasta el inicio de los diversos

protocolos.
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Para los andilisis de carbohidratos solubles se partid de peso fresco. En este caso
las pldantulas se extrajeron de los contenedores, se elimind el sustrato y se lavaron bien
con agua y después con agua destfilada. Mediante una relaciéon de peso freso y seco
los datos se presentan en mg g ! de Peso Seco.

Nitrégeno total (N). El nitrdgeno se determind de acuerdo con el método

desarrollado por Johan Kjeldahl en 1883, mediante el equipo Buchi Kjeldahl Line ®. Este
método se basa en la hidrdlisis del nitrdgeno ligado orgdnicamente en sales de
amonio, por medio de la digestion con dcido sulfirico concentrado a alta
temperatura. Al anadir sosa a la muestra digerida conseguimos la liberacién de idn
amonio de las sales de amonio. Este amonio se colecta en un dcido (dcido clorhidrico
o dcido sulflrico) y se determina por titulacion.,

Fésforo (P). Tanto para el fésforo como para el potasio se parte del mismo
mineralizado obtenido a partir de cenizas del material vegetal atacadas con dcido
clorhidrico en ebullicién. Para la determinacion de fésforo se utilizd el método del
vanadato-molibdato (Peter, 1942), en el que se mezcla el mineralizado con vanadato-
molibdato y fras 30 de minutos que dura la reacciéon se lee la absorbancia en el
espectrofotdbmetro. La concentraciéon de fésforo se determina por medio de una curva
preparada con Standard de fésforo.

Potasio (K). El potasio se determiné a partir del mineralizado. Las muestras se
diluyeron convenientemente para que nos diesen una lectura que se situara dentro de
la curva de calibrado, se colocd el filtro adecuado en el aparato y se midié en un
fotébmetro de llama, segun el método de Berneking y Schrenk (1957).

Carbohidratos solubles (CHS). Los carbohidratos solubles se determinaron por el

método colorimétrico de la antrona siguiendo a lrigoyen ef al. (1992). Tras una
maceracion en etanol (95 %) del material vegetal fresco se centrifugd varias veces con
etanol 70 %. Utilizando cloroformo se separd la fase polar que contiene los azdcares y
esta se mezcld con el reactivo de antrona, que reacciona a 95 ¢C con los azdcares.
Finalmente se midid la absorbancia a 620 nm en un espectrofotdbmetro U.V. 160.
Shimadzu. Japdn. A partir de la lectura de absorbancia, la concentracién de azdcares
solubles totales se obtuvo por interpolacidn en una recta de calibrado elaborada
utilizando glucosa como patrdn. El contenido en azlcares solubles totales se expresd
en mg g de peso seco de tejido.

Almidén. Los andlisis de almiddn se realizaron siguiendo un método
colorimétrico como se describe en Rose et al. (1991). La extraccién del almiddn se
realizé por sucesivos banos con dcido perclérico. Con el extracto resultante se siguid
el mismo procedimiento que en los carbohidratos solubles. A partir de la lectura de

absorbancia la concentracion de almiddn se obtuvo por interpolacién en una recta
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de calibrado elaborada utilizando una solucidon patrén de almidén. El contenido en

almiddén se expresé en mg g-! de peso seco de tejido.

2.2.3. Atributos de respuesta

Test de vigor (test OSU). Debido a que este test no se habia realizado antes con

plantas de pino canario fue necesario hacer pruebas preliminares para ver si los
tfratamientos descritos en la literatura (15 minutos de exposicion a 32 °C) eran efectivos
para esta especie, ya que debido a la resistencia que presenta a las altas
temperaturas podria ser necesario incrementar la temperatura y/o tiempos de
exposicion a ella. Tras las pruebas preliminares realizadas se decidié utilizar un
tfratamiento mds extremo de 40 °C durante 50 minutos para cada uno de los 12
tratamientos, ufilizando 15 plantas para aplicar el tfratamiento y reservando en todos
los casos 10 plantas a modo de control que no fueron sometidas al estrés, pero si al
resto del proceso (extraccién del contenedor y lavado de raices). A contfinuacion
todas las plantas se rehidrataron sumergiéndolas en agua durante 5 minutos antes de
ser plantadas en bolsas de pldstico microperforadas con volumen de 300 cm3. Se
utilizé un sustrato de 1:1 turba y vermiculita. Todas las plantas se mantuvieron en
condiciones controladas en el invernadero del departamento durante dos meses.
Finalmente se realizd un andlisis visual de las plantas al mes y a los dos meses de
aplicacién del tratamiento, contabilizando como muertos aquellos que tenian todas
sus aciculas secas.

Test de potencial de regeneracidon radical (PRR). Para la realizacidon de este

test se siguid el procedimiento propuesto por Ritchie (1985), empledndose 30 pldntulas
de pino de cada tratamiento. En primer lugar se elimind el sustrato lavando con
mucho cuidado las raices. A continuacidén se cortaron y contaron todas las puntas de
raices blancas del sistema radical y posteriormente se trasladaron las plantas a
envases con un volumen mayor que el de procedencia, que en nuestro caso fueron
bolsas plasticas de 500 cm3. Estas bolsas se rellenaron con perlita y se mantuvieron a
capacidad de campo de forma permanente asegurando un buen drenagje durante la
duracién del test. Las pldantulas se mantuvieron asimismo en el invernadero en
condiciones controladas, igual que en el caso anterior. En la
segunda fase no se cortaron las puntas blancas antes del

trasplante para disminuir el estrés causado.

Foto II.1. Plantas sembradas en petlita en el test de potencial de
regeneracion radical
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Después de 4 semanas se extrajeron las pldntulas de los envases y se procedid
a realizar el conteo del ndmero y longitud de las nuevas raices producidas segun el
siguiente criterio:
Nr1: NUmero de raices blancas que miden menos de 1 cm.
Nr2: Ndmero de raices blancas que miden entre 1y 3 cm.
Nrs: NUmero de raices blancas que miden mds de 3 cm.
Lrs: Longitud de las raices blancas que miden mds de 3 cm.
El nUmero y longitud total de raices blancas presentes en el sistema radical, se puede
calcular para cada planta con las siguientes férmulas:
NUumero total de nuevas raices: Nrn= Nr1 + Nr2 + Nr3

Longitud total de las nuevas raices: Len = (0.5 * Nr1) + (1.5 * Nr2) + Lrns

2.3. Andlisis estadisticos

El andilisis estadistico de los datos de morfologia se realizd mediante analisis de
la varianza (ANOVA) de dos vias, tras comprobar que cumplian las condiciones de
normalidad, linealidad y homocedasticidad, tomando contenedor y mezcla como
factores. En todos los casos donde se dieron diferencias significativas, se realizé un
contraste a posteriori para el tratamiento utilizando un test Tukey b con un nivel de
significacion de a = 0,05. Debido al disefio experimental es imposible separar el efecto
del sustrato del de la fertilizacién, por lo que para ver los efectos individuales de cada
componente dentro de los tratamientos (turba, tierra, vermiculita, perlita y picdn) se
hicieron comparaciones de medias entre las mezclas. En los andlisis de los atributos
fisioldgicos, ademds del factor contenedor y mezcla, también se introdujo el factor
parte de la planta (aciculas o raices). Todos los andlisis se hicieron utfilizando el
paquete SPSS 12.0 Chicago, USA.

3. RESULTADOS

3.1. Atributos morfolégicos

3.1.1. Primera Fase

Las plantas crecidas en AT alcanzaron una altura media (17,9 cm) superior a las
de SL (14,6 cm), mostrando diferencias significativas entre contenedores y entre
mezclas (p<0,001) (Tabla I1.5). Los diferentes tratamientos se pueden agrupar en dos
clases principales: por un lado los del cultivo tradicional, aquellos que no alcanzaron
los 9 cm (1, 6, 7 y 12) y por otro los del cultivo alternativo, todos los demds, que

estuvieron entre los 16 y los 25 cm de altura (Tabla 11.4).
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D IE Psa/Psr Pst ICD

T H (cm) (mm) (cmmm-) {e)] (g mmcm-)
1 7.9+1 42 2,4+40,3¢ 3.3+0.,59 1,250,409 1,1240,29a 0,250,079
2 16,7+2,7° 3,640,660 4,8+0,70c 2,30+0,48p 3.,49+1,09b 0,55+0,18bcd
3 19,742 ,5¢ 4,0+0,5¢ 5,0+0,7%cd 2,93+0,6¢cd 3,34+0,77° 0,43+0,12b
4 16,0£3,0P 3,7+0,6bc 4,4+0,6P 2,68+0,64c 3,56+1,17b 0,5040,16bc
5 20,043 ,8¢ 4,0+0,7¢d 5,1£1 6¢d 3,21+0,764 4,84+1,42¢ 0,61+0,28¢de
(<] 7.7£122 2,2+40,2¢ 3.5+0.,69 1,32+0,569 1,01+0,329 0,22+0,094
7 8,2+1,8a 2,2+0,3a 3,7+0,79 1,08+0,429 1,09+0,379 0,23+0,08<
8 24,5+3 84 4,4+0,50% 5,6+1,0d 2,34+0,49° 5,70+1 254 0,73+0,19¢f
9 25,543,1d 4,5+0,5¢ 5,7+0,64 2,62+0,58bc 5,48+1,01¢d 0,6640,14de
10 16,2+2,3b 3,6+0,7° 4,8+0,90c 2,39+0,810 3,22+1,23b 0,47+0,23b
11 24,6+3 59 4,7+0,8¢ 5,3+0,9<d 2,6140,590c 6,37+0,99¢ 0.81+0,16f
12 8,8+1,72 2,5+0,4a 3.,6+0,72 1,30+0,479 1,170,349 0,240,094

Tabla Il.4. Resumen de las medidas realizadas a la salida de vivero para las plantas de los 12
tratamientos. Altura (H), Didmetro en el cuello de la raiz (D), indice de esbeltez (IE), Relacion
parte aérea /raiz en peso seco (Psa/Psr), Peso seco total (Pst) e indice de calidad de Dickson
(ICD), se muestran las medias y los errores estandar. Letras diferentes dentro de una misma
columna muestran diferencias significativas a un nivel significacién de a = 0,05. Los valores de
los tfratamientos tradicionales se resaltan en gris.

Comparando entre mezclas y/o sustratos podemos extraer el efecto de cada
componente de los tratamientos. Asi las diferencias entre los fratamientos 1y 6 como
entre 7 y 12 ponen de manifiesto que el aporte de turba a la mezcla de tierra y picén
no mejora ninguno de los pardmetros estudiados. Las diferencias encontradas con los
demds sustratos se deben Unicamente al aporte del fertilizante. Al analizar las mezclas
en funcidn del fertilizante se encontraron diferencias entre los que no estdan fertilizados
y los que si lo estdn pero no se dieron diferencias entre las dos dosis empleadas. Con
respecto a los elementos inertes del sustrato la sustitucion de picdn por vermiculita hizo
que la altura de la planta aumentase 2 cm, o lo que es lo mismo un 11,2 %.

El andlisis estadistico del didmetro en el cuello de la raiz mostré diferencias
significativas entre contenedores (p < 0,001) (Tabla I1.5), siendo la media de SL (3.3 mm)
menor que la de AT (3,6 mm).

La misma tendencia que mostraron los datos de la altura se observé al
comparar los datos de los didmetros. Se pueden establecer dos grupos bien
marcados, aquellas cultivadas en sustratos naturales no fertilizados (cultivo tradicional)
gue no sobrepasaron los 2,5 mm (1, 6, 7, 12) y todos los demds (alternativo), que
presentaron valores entre 3,6y 4,7 mm (Tabla 11.4)

EL andlisis de los datos del indice de esbeltez mostrd diferencias significativas
tanto entre contenedores como entre meclas (p<0,001), aunque las diferencias dentro

de los tratamientos alternativos fueron minimas. Las plantas mds esbeltas resultaron ser
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las de los tratamientos con sustratos artificiales y las menos esbeltas las de sustratos
naturales, que mostraron valores cercanos a 3.5.

El andilisis estadistico de los datos de Psa/Psr mostrd diferencias significativas
entre contenedores (p=0,01) y entre mezclas (p< 0,001) (Tabla 11.5). Para las plantas del
cultivo tradicional este valor se mantuvo entre el 1 y el 1,3, mientras que para las
plantas del cultivo alternativo lo hizo entre el 2,3 y el 3.2.

Con respecto a la biomasa de las plantas y en relacién al contenedor, los
valores mds altos se encontraron en AT (3.8 g) frente a los de SL (2,8 g). mostrando
diferencias significativas tanto entre contenedores (p<0,001) como entre mezclas
(Tabla 11.5). Las plantas del cultivo alternativo presentaron hasta 6 veces mds biomasa
que las del cultivo tradicional (1, 6, 7 y 12) mostrando éstos los menores valores (Tabla
I1.4).

El andlisis estadistico para el indice de calidad de Dickson mostré diferencias
significativas entre los contenedores (p=0,001) y entre las mezclas (p<0,001) (Tabla I1.5).
Este indice se mantuvo cercano a 0,25 para las plantas del cultivo tradicional mientras
que para las del cultivo alternativo los valores fueron superiores y mds cercanos a uno,
entre 0,43 y 0,81 (Tabla 11.4).

H D IE Psa/Psr Pst ICD

Factor F o F P F F F p F p F

Mezcla 306,99 | *** | 14,16 | *** | 52,18 | *** | 81,64 | *** | 19791 | *** | 78,72

Contenedor | 109,8 | *#* | 27,77 | *#* | 19,12 | *** | 11,07 | ** 74,50 ] 29.,62

Tabla 11.5. Resultado de los test ANOVA en la primera fase para Altura (H), Didmetro (D), [ndice
de Esbeltez (IE), relacion peso seco aéreo-peso seco raiz (Psa/Psr), Peso seco total (Pst) e Indice
de calidad de Dickson (ICD) con mezcla y contenedor como factores. - (p<0,001), -« (p<0,01),
+ (p<0,05), ns (p>0,05).

En relacién a la facilidad de extraccion del cepelldon (FEC), y con respecto a los
contenedores, las plantas cultivadas en SL fueron en general mas faciles de extraer, ya
que estos contenedores son de manejo individual, y al ser de pldstico semi-rigido se
facilitaba el separado del cepelldn de las paredes del contenedor (Tabla 11.6). Las
plantas cultivadas en AT, al no poder ser manipuladas de manera individual fueron
algo mas tediosas de extraer. Las plantas cultivadas en tierra de monte fueron mucho
mads dificiles de extraer, y al hacerlo se produjeron algunos desmoronamientos en los
cepellones. Las plantas cultivadas con turbas fertilizadas fueron mucho mads faciles de
extraer, porque el cepelldn se encontraba totalmente colonizado por raices que lo
mantenian mucho mds compacto. Dejando el cepelldn sin regar un dia se facilitd
totalmente la extracciéon para las plantas del cultivo alternativo, aunque no tanto para

el fradicional en las que se originaron algunos danos.
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C Super-Leach Arnabat
Trat 112(3|4|5|6|7|8|9]| 1011 12
FEC 1132|331 |1]3|3] 2 2 1

Tabla 11.6. Facilidad de extracciéon del cepellén (FEC) para las plantas de los diferentes
tratamientos (1 menor facilidad, 2 facilidad media, 3 mayor facilidad de extracciéon y sin danos).

Alrededor del 70 % de las plantas cultivadas con tierra de monte presentaron
micorrizacion, lo que no ocurrié en los tratamientos alternativos, al menos de manera
visible. Estos resulfados eran l6gicos de esperar al ser un sustrato natural sin esterilizar.
AUn asi hay muchos fendmenos de micorrizaciéon espontdnea en viveros, sobretodo si

se encuentran al aire libre, como en nuestro caso.

Foto 11.2. Ejemplo de la morfologia de las plantas de los 12 tratamientos de la primera fase de
cultivo en vivero (Tratamientos 1-12 de izquierda a derecha).

3.1.2. Segunda Fase

Como medida adicional, que no se readlizd en la primera fase, a partir de
agosto de 2002 se realizd un seguimiento a intervalos mensuales de la altura y didmetro
de las plantas (Figura II.1). Los tratamientos con sustrato de fierra de monte fueron los
qgue crecieron en altura mas lentamente (1 y 8), mientras que los tratamientos en
sustrato artificial, especialmente los que recibieron fertilizacién sélida (2,4, 6,9, 11y 13),

son los que experimentaron un crecimiento mas rdpido.
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25 - Evolucién alturas
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Figura Il.1. Valores medios y barras de error de las alturas (grdfica superior) y los didmetros
(inferior) de los tratamientos a lo largo de los meses, desde agosto hasta diciembre de 2002.

Para el didmetro se observd la misma tendencia que para las alturas (Figura
I1.1), el crecimiento mads lento del didmetro en el cuello de la raiz Io experimentaron las
pladntulas crecidas en sustratos de tierra y el crecimiento mds rdpido las pldntulas
crecidas en sustrato artificial, viendose mads favorecidas las pldantulas fratadas con
fertilizacion sélida (fratamientos 2, 4, 6, 9, 11 y 13). En la figura 1.2 se observa mas
claramente las diferencias de crecimiento en la altura y el didmetro en funcién de la
fertilizaciéon aplicada. El crecimiento tanto en altura como para en didmetro fue mayor
para las plantas con fertilizacion sélida, mientras que las del cultivo fradicional casi no

crecieron.,
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14 - 51
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| ——0 —=—Soiida Liguidal ‘ .0 = Soida Liquida‘

Figura I1.2. Incremento en altura y en didmetro en el cuello de la raiz (D) de las plantas en
funcion de la fertilizacion aplicada. 0 (sin ferfilizar), Sélida (Osmocote), Liquida (Peters

Profesional).

La caracterizacion de las plantas a la salida del vivero en esta segunda fase
mostrd la misma tendencia enconfrada en la primera, donde las plantas del cultivo
tradicional (que incorporan tierra de monte en la mezcla) presentan valores mds bajos
para todos los pardmetros medidos.

Con respecto a la altura de las plantas se dieron diferencias significativas entre
contenedores (p<0,05) y entre mezclas (p<0,001) (Tabla 11.8). Una vez mas las plantas
crecidas en sustratos naturales sin fertilizar presentaron alturas inferiores a las crecidas
en turbas fertilizadas (Tabla 11.7).

Se observa como las plantulas sometidas a fertilizacion sdlida ganaron algo mads
de altura que aquellas mantenidas con fertilizacion liquida, como se ve comparando
especialmente las pldntulas sembradas en FP-400 (9, 11 y 13 frente a 10, 12 y 14),

aunque esas diferencias no llegaron a ser estadisticamente significativas.
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T H (cm) D (mm) IE Psa/Psr Pst () ICD

1 59 +0,19¢ 1,56+£0,11¢@ 3.8 + 0,249 092+0,16° |05 +0,09¢ 0,1 £0,02¢
2 20,5 +£0,96¢ 5.4 +0,350¢ 3.8 +0,189% 1,6 +£0,14abc 17,5 +(0,710cd 14+0,18°
3 22,0+ 1,424 50+ 0,27k¢ 45+051p 20+024pkc 7,1 +0,63bcd 1,1 +0,14°
4 196 +£121cd | 4,6 +0,13bc 4,1 +£0,209° 2,1+£029¢ 6,1 +0,54pc 0,9 £0,09b
5 13,56 £0,78P 4,1 £0,26pP 3.3 +0,179 12+0,05% 144 +057° 09+0,14p
6 172 £1,56bcd | 5,0+0,458bc 34 +£0,199% 1,56+0,139pc 6,6 +1,160¢ 1,3 +0,25°
7 13,2+ 1,020 4,4 +0,39b¢c 3,0+0,17¢ 1,1+£0,099 |49 +0,750¢ 1.2 +£0,23°
8 7,1 £047¢ 20+£0,199 3.6 +£0,389 14+0219<c 10,6+0,11¢° 0,1 £0,03¢
9 212+1,114 55 +0,29¢ 3.9 +£0,2990 20+0,11¢  [9,8+1,004 1,7 +£0,26°
10 18,0+ 1,08pcd | 4,7 +0,32bc 3.8 +0,1790 1,56 +0,149bc | 6,8 +0,700¢ 1.3+0,18°
11 22,5 +1,994 5,0 0,299 4,4 + 0,209 20+0,13¢ 7.9 +091¢cd 1.2+0,14°
12 186+ 1,21bcd | 45 +0,15bc 400,279 1,56 +0,149bc | 5,5 +0,380c 10+0,12°
13 21,6 +2,024 5,0 +0,34pc 44 +0,52p 1,6 £0,199bc 1 6,0+0,57k¢ 1.1 £0,20°
14 14,6 £ 0,54bc | 4,4 £0,220¢ 3.2+0,10% 1.2+0,08% |58 +0,62pc 1.3+0,17°

Tabla II.7. Resumen de las medidas realizadas a la salida de vivero para las plantas de los 14
tratamientos. Altura (H), Didmetro en el cuello de la raiz (D), indice de esbeltez (IE), relacion
parte aérea /raiz en peso seco (Psa/Psr), peso seco total (Pst) e indice de calidad de Dickson
(ICD). Letras diferentes dentro de una misma columna muestran diferencias significativas entre
tratamientos a un nivel de significaciéon de 0,05. Las lineas sombreadas corresponden a los
tratamientos del cultivo tradicional.

Comparando entre mezclas y/o sustratos para ver los efectos de cada
componente por separado se observa que un aumento en la cantidad de turba en la
mezcla no mejora los pardmetros estudiados resultando mejor la proporciéon de 33 %
de turba (Tratamientos 6, 7, 11 y 12). Para ver el efecto de la perlita y la vermiculita se
compard entre los tratamientos 7 y 2 ya que diferian en el componente inerte y se
comprobd anteriormente que no presentaron diferencias significativas entre niveles de
fertilizacion (fratamientos 4,5, 11y 12 con 6, 7, 13 y 14). No se encontraron diferencias
significativas entre ellas lo que parece indicar, al menos a nivel de vivero, que la
modificacién de vermiculita por perlita no aporta mayores beneficios a la calidad de
la planta.

El didmetro no mostrd diferencias significativas entre contenedores pero si entre
mezclas (Tabla 11.8). Al igual que ocurrié con la altura del tallo, las plantas de menor
didmetro son las de los tratamientos 1 y 8, que son las plantas del cultivo tradicional,
manteniéndose entre 1,5 y 2 mm de didmetro, mientras que las plantas del cultivo
alternativo alcanzaron mds del doble de diadmetro (Tabla I1.7). Las plantas mantenidas
con fertilizaciéon sélida mostraron valores ligeramente mayores para el didmetro en el
cuello de la raiz, que aquellas tratadas con el ferfilizante liquido, aungue no se
encontraron diferencias significativas entre sustratos artificiales y tampoco entre las
mezclas que diferian sélo en los elementos inertes (perlita-vermiculita).

Para el indice de Esbeltez, no se observaron diferencias significativas entre

contenedores aunque si se encontraron diferencias débilmente significativas entre
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mezclas, los valores fueron muy similares y no se observan claras diferencias entre los
tratamientos en general (Tabla 11.7).

En cuanto a la relacién entre la parte aérea y la raiz, Psa/Psr, todas las plantas
estuvieron bastante equilioradas mostrando valores entre 1 y 2. No se dieron
diferencias entre contenedores, pero si entre mezclas (Tabla 11.8). Igual que durante la
primera fase se observa que, a grandes rasgos, la fertilizaciéon fomenta el crecimiento
generalizado de la planta, especialmente de la parte aérea a costa de la radical, lo
que ocasiona un aumento de dicha relacion.

La diferencia de biomasa total, Pst, fue débimente significativa entre
contenedores y fuertemente significativa entre mezclas (Tabla 11.8), siendo ligeramente
superior para las plantas crecidas en FP. Entre tratamientos estas diferencias son
fuertemente significativas, presentando las plantas del cultivo alternativo entre 8 y 16
veces mds biomasa que las del cultivo tradicional (Tabla 11.7). Comparando entre tipos
de fertilizacion se observa que vuelve a ir mejor la fertilizacion sdlida. Con respecto a
este pardmetro el elemento inerte de las mezclas (perlita-vermiculita) tampoco tuvo
una influencia significativa.

Podemos observar que las pldntulas crecidas en los sustratos artificiales
alcanzan los mayores valores de este pardmetro y, aunque de nuevo sin llegar a ser
diferencias estadisticamente significativas, la fertilizacion sdlida parece dar mejores
resultados que la fertilizacion liquida.

El indice de Calidad de Dickson no mostrd diferencias entre contenedores
aunqgue si claras diferencias entre mezclas (Tabla 11.8), presentando valores de 0,1 y
cercanos a 2, respectivamente (Tabla I1.7). Tampoco se observaron diferencias entre el

tipo de fertilizacion y las proporciones utilizadas de turba y perlita o vermiculita.

H D IE Psa/Psr Pst ICD
Factor F P F P F p F p F o F p
Mezcla 36,83 | *** | 34,81 | *** 3.20 ok 820 | ** | 27,78 | *** | 14,46 | ***
Contenedor 6,27 * 1,20 ns 1,63 ns 1,38 ns 4,55 * 1,19 ns

Tabla I1.8. Resultado de los test ANOVA en la segunda fase para Altura (H), Didmetro (D), indice
de Esbeltez (IE), relacion peso seco aéreo-peso seco raiz (Psa/Psr), Peso seco total (Pst) e indice
de calidad de Dickson (ICD) con mezcla y contenedor como factores. ::: (p<0,001), = (p<0,01),
+ (p<0,05), ns (p>0,05).

En relacién a la facilidad de extraccion del cepelldn las plantas que fueron
crecidas en sustratos con fierra de monte presentaron mayores complicaciones a la
hora de la extraccion (Tabla 11.9). Las plantulas crecidas en sustratos artificiales fueron,
casi siempre, mucho mds sencillos de extraer y no se produjeron danos. Adn asi

cuando éstos estaban en los contenedores tipo Arnabat, presentaron un poco mas de
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complicacién, especialmente en los tratamientos con menos turba y un poco mas de
perlita o vermiculita. Una mejor extraccion del cepelldn se logré en el contenedor FP,
posiblemente porque este tipo de mezcla permite una mayor compactacion del

sustrato.

C Arnabat ForesPot
Trat | 1]|2|3|/4|5]|6 11 12 | 13 | 14
FEC |1 |3|3|3|2|3|2]2|3] 3 3 3 3 3

N
oo
O
=

Tabla 11.9. Facilidad de extraccion del cepelléon (FEC) para las plantas de los diferentes
tratamientos (1 menor facilidad, 2 facilidad media, 3 mayor facilidad de extraccién y sin dainos).

En relacion a la micorrizacion, y al contrario que en la fase anterior, en la cual
los tratamientos en sustratos artificiales no presentaron micorrizas, en esta segunda fase
se produjo una micorrizacién espontdnea en todos los tfratamientos. Probablemente

debido a micorrizas de vivero o a una contaminacion de la turba empleada.

Foto 11.3. Ejemplo de la morfologia de las plantas de los 14 tratamientos de la segunda fase de
cultivo en vivero. (Tratamientos 1-14 de izda. a dcha.)

3.2. Atributos fisiolégicos

3.2.1. Primera Fase

Los macronutrientes (N,P.K) mostraron diferencias de concentracion altamente
significativas entre mezclas y entre partes de la planta. En ninguno de los casos se
dieron diferencias significativas entre contenedores (Tabla 11.12), por lo que se
presentan los datos agrupados por contenedores y separados en funciéon de la parte
vegetal utilizada en los casos que se dieron diferencias entre éstas. Todos los andlisis se
llevaron a cabo con los daftos de concentraciéon y no de contenido, para que no

influyese el tamano de la planta.
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Las plantas que presentaron mayores concentraciones de nitrégeno fueron las
de la mezcla 4, presentando los valores mds bajos las mezclas que contenian tierra de
monte (1 vy 6) (Tabla 11.10). Entre las plantas de los cultivos tradicional y alternativo hubo
una diferencia del doble de concentracion de nitrédgeno (foliar y radical) a favor de
las alternativas, ocasionada por la adicién del fertilizante, siendo la concentracién en
la parte aérea superior a la radical. Las plantas fertilizadas con 7 g |7 de Os
presentaron menor concentracién para este elemento que las fertilizadas con 4, ya
que las plantas fueron mayores. Tras expresarlo por cantidad total, las plantas
fertilizadas con 7 g I' presentan mayor cantidad para este elemento que las plantas
fertilizadas con 4 g I-1.

La concentracion de fésforo varid entre 0,9 y 2,8, Las mezclas del cultivo
tfradicional mostraron concentraciones foliares algo superiores a las del cultivo
alternativo. El aporte de fertilizacion supuso un aumento en la concentracion de este
elemento en la planta.

Las concentraciones de potasio fueron superiores a las de fésforo pero inferiores
a las de nitrégeno en las distintas partes de la planta. La concentracién en aciculas fue

mayor que en raices y la mezcla que mostrdé concentraciones mas altas fue la 4.

M | Naimgg') |[Nh\(mgg")|Paimgg?)| Pr(mgg’) | Kalmgg") | Ki (mg g')

1 12,040,4¢b 6,440,1¢ 2,140.3¢ 1.140.29 | 6,641,229 | 2,6404°
2 22,540,6¢4 14.,4+0,2° 1,640,4° 1.440,7¢ 8.1£2,80¢ | 5,142,8%
3 17,240,50¢ 19.940,6¢ | 2,240.6¢ 1,940,3° 450,69 | 4.,8+0,59%
4 23,940,3¢ 12,5804 | 0,940,3¢ 0,8+0,5¢ 9,8+2,0¢ 6,743 ,8P
5 22,6+0,6¢4 5,140,1¢ 1,640,1° 14404 | 574099 2,8+14¢
6

8,040 4¢ 5,640,1¢ 2,840,5¢ 1,040,3@ 8.2+2,1bc | 4,241 ,6%

Tabla II. 10. Concentracién (mg g-') de Nitrégeno (N), Fésforo (P) y Potasio (K) en las aciculas (a)
y en las raices (r) de las plantas crecidas en los diferentes mezclas en la primera fase. Se
muestran las medias y los errores para cada mezcla unificando las medias de los dos
contenedores. Letras diferentes dentro de la misma columna indica diferencias significativas (a =
0,05). Las lineas sombreadas corresponden a los tratamientos del cultivo tradicional.

Los carhohidratos no estructurales mostraron diferencias significativas entre
mezclas, siendo estas diferencias mds marcadas para los carbohidratos solubles que
para el almiddén (Tabla 1. 12). Ademas los carbohidratos solubles presentaron también
diferencias entre partes de la planta, siendo la concentracién superior en las aciculas,
no observdandose en el almiddn. El contenedor no influyd en ninguno de los casos en la
concentracion de estos azdcares.

Aungue no hay diferencias significativas entre las dosis de fertilizacion aplicadas
se observa una tendencia a aumentar la concentracion de los carbohidratos solubles

foliares con la dosis mds alta de fertilizante (7 g I'").
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M CHSa (mg g'V) CHS((mgg) Allmg g')
1 126,4+32 .89 78,8+38,39p 122,0480,69
2 125,6+34,3¢ 102,054 .6° 171.,5+64.4
3 164,5+43 2P 81,9+49,1ap 112,4+42 69
4 116,7+£23 29 72,2432 5% 128,0457 99
5 128,3+30,8¢ 90,0+34,10 131,4+33,090
6 102,3+27 .59 51,720,659 125,0+42,790

Tabla I.11. Valores medios de concentracion en carbohidratos solubles, en aciculas (CHSa) y
raices (CHSr), y de Almidén (Al), en este caso la media total. Se muestran las medias y los errores
estandar para cada mezcla. Letras diferentes dentro de la misma columna indican diferencias
significativas (a = 0,05). Las lineas sombreadas corresponden a los tratamientos del cultivo
tradicional.

N P K CHS Almidén
Factor F p F p F p F o F o
Parte 28.58 ok 59.39 ok 6.61 ok 105.9 ok 0.84 ns
Mezcla 15,44 ok 20,78 ok 12.7 ok 7.35 ok 3.32 ok
Contenedor 2,78 ns 3,12 ns 1,07 ns 0.68 ns 0.38 ns

Tabla II.12. Resultado del Andlisis Multivariante de los datos de Nitrégeno (N), Fésforo (P), Potasio
(K), Carbohidratos Solubles (CHS) y Almidon, con parte de la planta (aérea o radical), mezcla y
contenedor como factores. : (p<0,001), = (p<0,01), = (p<0,05), ns (p> 0,05).

3.2.2. Segunda Fase

Al igual que ocurrié en la primera fase del cultivo los macronutrientes (N,P.K) y
los Carbohidratos Solubles (CHS) mostraron diferencias de concentracién altamente
significativas entre mezclas (p<0,001) excepto para el almiddn que fue un poco menor
(p £0,001). Los macronutrientes también presentaron diferencias de concentracién en
funcién de la parte de la planta analizada aungque no asi los CHS y el almiddn en esta
fase. En ninguno de los casos se dieron diferencias significativas entre contenedores
(Tabla 11.15), por lo que se presentan los datos agrupados por contenedores y

separados en funcidén de la parte vegetal utilizada cuando se dieron diferencias entre

éstas.
M Noa (mg g') Nr (mg g1) Pa (mg g) P (mg g) Ka (mg g) Ki (mg g)
1 6,2 +0,359 50+0,259 1,3 £0,249 09+0,12¢ 53+0,19¢@ 28+0,09¢
2 9,6 £1,9290 8.6 +0,38kc 1,5 +0,14¢cb 10+£007¢° 5.4 + 0,54 3,7 +0,62abc
3 9,7 £1,039% 7.2 £1,18abc 2,1 £0,17pc 12+0,129 7.1 £0,63kc 4,4 £0,10pc
4 11,7 £0,96b 94 +£0,75¢ 1,2 +0,089 0.8+0,08¢ 70+091¢ 49 +£031¢
5 8.4 +0,80 5,1+0,639 25+£031¢ 12+007¢° 7.1 £0,91bc 3,9 +(0,33abc
6 10,0 + 11,8990 9.4 +0,94¢c 1,4 +£0,159 09+0,079 6,7 £0,74bc 4,8 £0,17bc
7 6,7 £0,339% 5,9 0,599 1.8 +0,14abc 12+0,10@ 4,8 +0,63bc 3,5 £0,199

Tabla 11.13. Concentracién (mg g-') de Nitrégeno (N), Fésforo (P) y Potasio (K) en las aciculas (q)
y en las raices (r) de las plantas crecidas en los diferentes tratamientos en la segunda fase. Se
muestran las medias y los errores para cada mezcla (M). Letras diferentes dentro de la misma
columna indican diferencias significativas (a = 0,05). Las lineas sombreadas corresponden a los
tratamientos del cultivo fradicional.
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La mezcla 1 fue la que mostrd los valores de nitrégeno mds bajos por no poseer
fertilizaciéon (Tabla 11.13), aungue observando las diferencias mostradas por el contraste
a posteriori (lefras en la tabla) estas diferencias son minimas entre mezclas. Asimismo,
se observa una tendencia a mostrar una mayor concentracion de nitrégeno en
plantas mantenidas con fertilizacion sélida. Las diferentes mezclas mostraron valores de
dentro del rango dado para coniferas presentando valores mds elevados las aciculas
que las raices.

Aungue no hay diferencias debidas a la fertilizacion, en la tabla 11.13 podemos
observar que la concentracion de fésforo es, en general, algo superior en pldantulas
crecidas en sustratos artificiales que han seguido un fratamiento de fertilizacién liquida.
Las diferentes mezclas mostraron valores de dentro del rango dado para coniferas
presentando valores mds elevados las aciculas que las raices.

Las diferentes mezclas mostraron valores de potasio dentro del rango dado para
coniferas presentando valores mds elevados las aciculas que las raices (Tabla 11.13).

La concentracion de CHS y Almidén en esta fase (Tabla 11.14) fue muy similar a
la encontrada para las plantas en la primera fase. Se observa una vez mds que los
valores mds altos, en general, los presentaron las plantas de los tratamientos con

sustratos artificiales y con fertilizacién sélida.

Mezcla CHS (mg g'') Almidén (mg g')
1 93.8+7,657¢ 97.1 £9.,46°
2 1448 + 8,090 129,7 + 13,9090
3 119,74 6,250¢ 191,3 +£7,50¢°
4 123,65+ 7,90°¢ 168.3 +11,4Q0¢
5 103.1 £4,16¢ 137.6 + 10,4290
6 183.9 +10,96¢° 133,12 £11,819%0
7 134,56 +7.57° 167,16 + 14,820¢

Tabla 11.14. Valores medios de contenido en carbohidratos solubles (CHS) y Almidon (Al). Se
muestran las medias y los errores para cada mezcla. Letras diferentes dentro de la misma
columna indican diferencias significativas (a = 0,05). Las lineas sombreadas corresponden a los
tratamientos del cultivo tradicional.

N P K CHS Almidén
Factor F o F P F o F p F p
Parte 6,55 * 82.80 otk 82,65 ok 1,60 ns 0,02 ns
Mezcla 12,9 ok 1141 otk 6,54 ok 17.05 ok 8,10 ok
Contenedor 0,02 ns 8,22 ns 3.55 ns 0,03 ns 0,31 ns

Tabla 11.15. Resultado del Andlisis Multivariante de los datos de Nitrégeno (N), Fosforo (P) y
potasio (K), Carbohidratos Solubles (CHS) y Almidon. . (p<0,001), - (p<0,01), « (p<0,05), ns (p>
0,05).

3.3. Atributos de respuesta

3.3.1 Primera Fase

Test de vigor (test OSU). Tras realizar el tratamiento de temperatura (40 °C) a las

plantas de cada uno de los tratamientos durante una hora, en ninguno se produjeron

46




Capitulo-IT

marras, ni al mes (vigor 1) ni a los dos meses de aplicacion del test (vigor 2). Todas las
plantas presentaron un aspecto bastante similar, (datos no mostrados) sélo hubo dos
tfratamientos (8 y 9) que presentaron cierta sequedad en sus aciculas pero fambién lo
hicieron las plantas control de ese mismo tratamiento por lo que se descartd que fuese
un efecto de la temperatura.

Test de Potencial de Regeneracién Radical. Tras aplicar el test a todos los lotes

de plantas se observaron claras diferencias entre las plantas del cultivo tradicional y las
del cultivo alternativo. En la siguiente tabla se recogen los resulfados del test de

Potencial de Regeneracion Radical (PRR).

TRAT Rn1 Rn2 Rn3 NRrn LrN (cm) LrN3 (cm) %
1 06 +0,13 05+0,10 04 +0,09 156+0,32 44 +044 40+022 | 45
2 22,8 +£5,09 49+1,10 20+044 29,6 +6,62 224+4,76 | 43+057 | 100
3 29,7 £ 6,65 75+1,68 1,6+0,35 369 +8.25 316+600 | 40+047 | 90
4 39,9 +8.93 72+1,60 19+044 46,6 + 1042 334709 | 3,6+056 | 95
5 321+7,17 18,7 £4,18 9.2 +2,06 60,0+1341 50,6 +10,75 | 50+090 | 95
6 0,6 +0.,13 0,0+0,00 0,1 +001 0,7 +0,15 28+0,13 55+006 | 10
7 10,8 £242 04+0,08 02+0,04 10,8 £2 41 100+£145 | 55+0,19 | 70
8 50 1,12 0,0 +0,00 0.0+0.00 28,0 +6.,26 228+509 | 484057 | 95
9 18,9 £4,24 75+ 1,67 3,1+0,68 322+7.,20 274+582 | 51+£0,77 | 95
10 321+7,17 18,7 £4,18 9.2 +2,06 32,7 +7.,31 28,7 £5,78 | 49+090 | 100
11 3156+7,05 20,6 +4,60 69+154 56,1+1253 | 51,1+1085 | 44+099 | 100
12 69+155 1,1 +0.24 0.1 +0,01 8.1 +1,80 78+1,19 50+006 | 75

Tabla I.16. Resultados del test de potencial de regeneracion de la raiz para las plantas de cada
tratamiento en la primera fase. Rni: NUmero medio de raices nuevas menores de 1 cm; Rnz:
Nimero medio de raices nuevas de entre 1-3 cm; Rna: NUGmero medio de raices nuevas mayores
de 3 cm; Nrn: Nimero medio total de raices nuevas; Len: Longitud media total de las raices
nuevas; Lrna: Longitud media de las raices mayores de 3 cm y %: Porcentaje de plantas que
presentaron formacién de raices nuevas. Se muestran las medias y los errores. Las lineas
sombreadas corresponden a los tratamientos del cultivo tradicional.

Entre el 90 y el 100 % de las plantas de los cultivos alternativos presentaron
formacion de nuevas raices, frente a las del cultivo fradicional que lo hicieron en un
22,5 % de media en SL y sobre un 75 % en AT. Asimismo tanto el nUmero de raices
nuevas de cada clase formadas por planta, como la longitud total de éstas fueron
muy superior para las plantas cultivadas con furba. Los tratamientos del cultivo
tradicional formaron una media de 5 raices nuevas por planta con una longitud total
media de las raices nuevas producidas de 6,25 cm por planta, frente a las 40 que
desarrollaron las del cultivo alternativo con una longitud total media de 33.5 cm. El
contenedor no influyd significativamente en ninguno de los pardmetros medidos en el

test. Sin embargo la mezcla influyd significativamente en todos los pardmetros
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(p<0,001), excepto en la longitud de las raices mayores de 3 cm, donde no se vieron

diferencias entre mezclas (Tabla 11.17).

Factores Mezcla Contenedor

Variables F p F p

Rn1 500 | ##* | 128 ns

Rn2 12,59 | *** | 0,01 ns

Rns 824 | ** | 000 ns | Tabla I1.17. Resultado del Andlisis Multivariante de los
datos del test de potencial de regeneracién de la raiz

sk

Nen 1007 054 | NS | en la primera fase. - (p<0,001), « (p<0,01), - (p<0,05),

Lrn 11,39 | *** | 099 ns | ns (p>0,05).

LRn3 084 | ns | 3.20 ns

3.3.2. Segunda Fase

Test de vigor (test OSU). En esta fase del proyecto el test de vigor se realizd con

bastante éxito utilizando una femperatura de 45 °C durante dos horas. Un mes después
del tratamiento (vigor 1) ya eran visibles los efectos del tratamiento de temperatura. El
100 % de las plantas de los cultivos tradicionales sometidas al tratamientos de
temperatura murié durante los dos meses que durd el experimento, frente a un 37,5 %
de las plantas del cultivo alternativo, de manera que las primeras presentaron un
menor vigor. AUn asi, debié darse algun factor de estrés para las plantas durante la
manipulacién que afectd a la supervivencia de las mismas ya que un 30 % de los
controles del cultivo tradicional también murieron, reduciéndose este porcentaje para

los controles del cultivo alternativo a un 18 %.

Test de Potencial de Regeneracién Radical. Tras aplicar el test a todos los lotes

de plantas se observaron claras diferencias entre las plantas crecidas en sustratos que
contenian ftierra y las crecidas en sustrato artificial. En la siguiente tabla (1.18) se
recogen los resulfados del test de Potencial de regeneracién Radical (PRR). En la tabla
se observa que las plantas crecidas en sustratos que contenian tierra presentaron
porcentagjes mds bajos que las demds. El 100 % de las plantas de los cultivos
alternativos presentaron formacién de nuevas raices, frente a las del cultivo tradicional
que lo hizo entre un 70 y un 77,8 %. También en esta fase tanto el niUmero de raices
nuevas de cada clase formadas por planta, como la longitud total de éstas fue muy
superior para las plantas cultivadas con turba. Los tratamientos del cultivo tradicional
formaron una media de 2,7 raices nuevas por planta, con una longitud total media de
las raices nuevas producidas de 2,5 cm por planta, frente a las 43,7 que desarrollaron

las del cultivo alternativo con una longitud total media de 34,5 cm.
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TRAT Rn1 Rn2 Rns Nrn LRN (cm) LrN3 (cm) %
1 18 +£0,57 0.8 +0,35 0.1 +0,11 2,7 +£0,79 24+0,79 [32+034|778
2 123+196 | 159+408 | 238+4,70 | 51,9+915 | 37,3+6,34|7.3+0,71 | 100
3 135+253 | 152+355 | 6,1+1,88 348+6,71 | 34,1+6,60 |45+0,62| 100
4 122+269 | 11,7+245 | 126+290 | 365+633 | 28,7+4,54 | 50+0,33 | 100
5 241 +607 | 188+4,17 | 124+3,72 | 553+1240 | 452 +9,03 | 50+0,25| 100
6 195+509 | 76+1,18 | 168+365 | 439+754 | 268+3,80 |5,7+0,69 | 100
7 126+3,77 | 122+309 | 52+0,79 300647 | 299+6,37 |53+0,20| 100
8 18+057 0,7 £0,26 0.2 +0,13 2,7+0,70 26+0,73 [34+045| 70
9 176+333 | 10,7250 | 194+3,10 | 47,7+762 | 31,4+483 | 66+0,40| 100
10 | 228+687 | 133195 | 10,1+232 | 462+954 | 36,7+5,70 | 54+0,51 | 100
11 |474+1068| 138+322 | 141+2,12 | 75.3+14,04 | 509 +9.24 | 6,6 +0,33 | 100
12 | 184+602 | 118+349 | 48+1,35 350+9,18 | 31,3+755 [44+0,75| 100
13 | 130+1,74 | 130+257 | 122+165 | 382+4,13 | 322+4,14 | 62+0,26| 100
14 | 128+147 | 113+278 | 56+225 207+4,78 | 274+441 |40+0,70| 100

Tabla 11.18. Resultados del test de regeneracion de la raiz para las plantas de cada tratamiento
en la primera fase. Rni: Nimero medio de raices nuevas menores de 1 cm; Rn2: Nimero medio
de raices nuevas de entre 1-3 cm; Rns: NUmero medio de raices nuevas mayores de 3 cm; Nen:
Nimero medio total de raices nuevas; Lgn: Longitud media total de las raices nuevas; Lrna:
Longitud media de las raices mayores de 3 cm, %: Porcentaje de plantas que presentaron
formacion de raices nuevas. Se muestran las medias y los errores estdndar. Las lineas
sombreadas corresponden a los tratamientos del cultivo tradicional.

El contenedor no influyé en ninguno de los pardmetros medidos en el test. El
tipo de mezcla tuvo una influencia débilmente significativa (p= 0,027) en el nidmero
total de raices nuevas producidas, y fuerfemente significativa (p<0,001) en el nUmero

de raices mayores de 3 cm y en la longitud de las mismas (Tabla 11.19)

Factores | Mezcla | Contenedor
Variables F p F P
Rn1 285 | ns 1,56 ns
Rn2 128 | ns | 0,18 ns
Rn3 742 | %1 055 ns
Nrn 250 | * 0.10 ns
Len 164 | ns | 047 ns
Lrna 8,02 | *** | 0,55 ns

Tabla 11.19. Resultado del Andlisis Multivariante de los datos del test de potencial de
regeneracion de la raiz en la segunda fase. «« (p<0,001), -« (p<0,01), - (p<0,05), ns (p> 0,05).

3.4. Relacién entre los atributos medidos

3.4.1. Relacion entre el desarrollo de la planta y la fertilizacion

Los distintos pardmetros morfolégicos medidos en las dos fases, a la salida de

las plantas de vivero fueron correlacionados con los macronutrientes. Se establecieron

49



Cultivo-en Vivero-

correlaciones de éstos pardmetros morfoldgicos con el aporte de cada
macronutriente por planta (mg), con la concentracién en los tejidos (mg g1 Ps) y con
el contenido en biomasa foliar (mg). Las correlaciones mas significativas fueron las
redlizadas con los datos de contenido de nutrientes en aciculas. Con respecto al
contenido todas las correlaciones realizadas entre los pardmetros morfolégicos y los
datos de contenido de los macronutrientes, fueron positivas y fuertemente
significativas (p<0,001), excepto entre el contenido en nitrédgeno foliar (No) y el
didmetro (p<0,05), y entre el nitrdbgeno foliar con el Psr e ICD que resultaron no
significativas. La figura 1.3 ilustra un ejemplo de las distintas correlaciones encontradas

entre la altura y el aporte por planta, concentracién foliar y contenido foliar en

nitrégeno.
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g’ pd 20 * * =z - P4
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Figura 11.3. Correlaciones de la altura media por tratamiento con el nitrégeno aportado por
planta, la concentraciéon foliar (Na) y el contenido total foliar de éste en las dos fases de cultivo
en vivero (n = 26).

En relacién a las correlaciones realizadas con el aporte de cada elemento
todas las correlaciones fueron positivas y fuertemente significativas (p<0,001) para los

tres macronutrientes con los distintos pardmetros morfoldgicos.

Los datos de concentracion de N, P, y K fueron los que peor correlacionados
estuvieron con los pardmetros morfolégicos mostrando para el fésforo y el potasio
correlaciones negativas en todos los casos y no significativas, tanto cuando se utilizd la
concentraciéon foliar como radical. En cuanto al nitrégeno, la concentracién de Na,
mostré una correlacion débilmente significativa con la altura de la planta (p<0,05)
mientras que con todos los demds pardmetros las correlaciones resultaron no

significativas.

3.4.2. Fertilizacion y crecimiento radical

Tanto el nUmero de raices nuevas formadas como la longitud de las mismas se

correlacionaron positiva y significativamente con la canfidad de macronutrientes
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aportadas a cada tratamiento asi como con el contenido de los mismos en la planta.
Los coeficientes de correlacion fueron un poco mejores con la longitud de las raices
nuevas producidas que con el nimero, pero en ambos casos fueron altos (entre 0,6 y
0.8). Las concentraciénes de N, P y K no se correlacionaron ni con la longitud ni con el

ndmero de raices nuevas formadas.

4. DISCUSION

4.1. Atributos morfolégicos

Histéricamente se ha considerado que, por si solo, el andlisis de la altura no
ofrecia demasiada informacidén, ya que, segln varios autores no se ha encontrado
una correlaciéon entre la supervivencia y la altura, es decir que no por tener mayores
partes aéreas las plantas repobladas crecen o sobreviven mds (Thompson, 1985; Tuttle
et al., 1988; Mexal y Landis, 1990; Bayley y Kietka, 1997; Dey y Parker, 1997; South, 2000),
incluso se han encontrado correlaciones negativas entre altura y supervivencia en
algunas repoblaciones realizadas en medio drido (Trubat et al., 2003). Sin embargo,
hoy en dia, cada vez estd mdas aceptado el hecho de que plantas de mayor porte y
mejor aspecto general van a presentar mejores expectativas de supervivencia en el
fraslado a campo, especialmente en las duras condiciones del clima mediterrdneo
como lo demuestran diversos trabajos (Cortina et al., 1997; Oliet et al., 1997; Villar-
Salvador et al., 2000, 2001a).

Las plantas crecidas en sustratos artificiales fertilizados fueron mayores en altura
y presentaron mayor didmetro en el cuello de la raiz. En relacién a la altura minima
que deben tener las plantas para el paso a campo, todas las plantas de los
tfratamientos alternativos se encontraron dentro del rango adecuado para el paso a
campo de coniferas (Penuelas y Ocana, 2000). Por el contrario las plantas de los
tfratamientos tradicionales no alcanzaron la altura minima de los 10 cm. En varios de los
tratamientos alternativos las plantas alcanzaron alturas superiores a las permitidas por
la normativa espanola para el paso a campo, pero el hecho de que las plantas que
superaron esa altura maxima “legal” alcanzaran las mayores tasas de supervivencia
en el campo, como se expondrd en el capitulo siguiente, deberia ser tenido en cuenta
a la hora de revisar cuales son los valores méaximos permitidos en la normativa legal

para el paso a campo de esta especie.

Tradicionalmente las plantas mds pequefas eran las que se usaban para
reforestar ya que se suponia gue eran menos sensibles al viento, a la sequia y a los

estreses por bajas femperaturas. Sin embargo, estudios mds recientes en especies del
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género Pinus y Quercus han demostrado que si las plantas son grandes, pero se
encuentran bien equilioradas, pueden tener igual o incluso mejor desarrollo en el
campo tal y como describen varios trabajos (South, 2000; Mason, 2001; Cortina et
al.,1997; Oliet et al.,1997; Villar-Salvador et al., 2000; Puértolas et al., 2003, Luis et al.,
2004a), donde se muestran correlaciones positivas entre la altura inicial y la
supervivencia de las plantas. Con respecto al didmetro, todas se encontraron dentro
de los rangos 6ptimos, alrededor de los 2 mm. La esbeltez de las plantas fue bastante
similar, de modo que podria esperarse que su resistencia al viento, a la sequia o al frio
sea parecida (Gil y Pardos, 1997). Segun estos mismos autores plantas con valores de
Psa/Psr superiores a 3 son inaceptables para el paso a campo. Algunas plantas del
cultivo alternativo los presentaron, aungue en el caso del pino canario y teniendo en
cuenta todos los demds atributos medidos no creemos que este valor suponga un
descenso del éxito del arraigo de las plantas.

A grandes rasgos una mayor fertilizacion fomenta el crecimiento generalizado
de la planta, especialmente de la parte aérea a costa de la radical lo que ocasiona
que la relaciéon entre la parte aérea vy la raiz (Psa/Psr) se incremente (Villar-Salvador et
al., 2001a). Aunqgue las plantas del cultivo fradicional mostraron valores mds bajos de
Psa/Psr, ya que debido a la ausencia de ferfilizacidn sus partes aéreas no se
desarrollaron tanto como las del cultivo alternativo, queda claro después de estudiar
la morfologia de las plantas, que éstas Ulfimas son plantas mds equilibradas y que
presentan un buen desarrollo radical para mantener a las partes aéreas, por lo que
suponemos tendrdn un buen desarrollo en el campo.

El indice de calidad de Dickson, ha sido considerado como de mayor valor
predictivo que los dos indices anteriores tratados de forma aislada y aungue se utiliza
bastante en la bibliografia no existen unos valores limites claros para considerar la
buena o mala calidad de planta. En general la calidad es mayor cuanto mayor es
este indice que presenta valores entre 0 y 1,5 para especies de pinos mediterrdneos
(Oliet et al., 1997) con valores proximos a 0,4 para Pinus halepensis y cercanos a 0,5
para Pinus pineaq, similares a los obtenidos en la primera fase del cultivo. En la segunda
fase las plantas del cultivo tradicional mostraron valores de 0,1 mientras que las del
cultivo alternativo en general mostraron valores superiores a 1, lo que nos hace
suponer que éstas Ultimas tfendrdn tasas de supervivencia superiores.

En general las plantas fertilizadas mostraron mayores valores de biomasa tanto
aérea, como radical.

Las plantas cultivadas con tfierra de monte presentaron mayor dificultad a la

hora de extraerlas de los contenedores, produciéndose desmoronamientos en el
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cepelldn que originaron danos en el sistema radical, resultando mejor el SL-M30 ya
que es de manipulacion individual.

La micorrizacion, se dio de manera espontdnea en los fratamientos cultivados
con tierra de monte en la primera fase del cultivo y en todos los tratamientos en la

segunda pero no parecid tener ninguna influencia en la calidad de la planta.

4.2. Atributos fisiolégicos

El estado nutricional de las plantas aporta informacién muy atil a la hora de
evaluar la calidad de planta, aungue en nuestro estudio no presentaron en general
grandes diferencias entre nutrientes. Todos los pardmetros fueron aceptables para el
paso a campo de las plantas, y aungue no fueron buenos pardmetros para discriminar
entre tratamientos, si fueron muy Utiles para confirmar que se encontraban dentro de
los rangos &ptimos descritos para el paso a campo de coniferas cultivadas en
contenedor (Duryea y McClain, 1984; Van der Driessche, 1987; Landis, 1989) y similares
a los rangos obtenidos para ofras especies mediterrdneas (Royo et al., 1997; Oliet et al.,
1999: Villar-Salvador et al., 1999; Del Campo, 2002; Puértolas et al., 2003), asi como
para ejemplares adultos de pino canario (Tausz et al., 2004).

La concentracién de N en hojas estd relacionada con la capacidad de
recuperacion tras cualquier tipo de situacidn estresante, como lo es el paso a campo
(Folk et al., 1996) y por eso ha sido positivamente correlacionada con el desarrollo de
las plantas en el campo (Van den Driessche, 1987; Villar-Salvador et al., 2000; Puértolas
et al., 2003). En nuestro estudio las plantas del cultivo alternativo presentaron los valores
mas altos de este nutriente.

El fésforo interviene decisivamente junto con el nitrdgeno en el desarrollo de la
planta, ya que forma parte de las moléculas de ATP y tiene un papel regulador en la
sintesis de almiddn y carbohidratos, estimulando el desarrollo de la parte radical frente
a la aérea y contribuyendo a producir una planta mds equiliorada en contenedor,
teniendo en cuenta que estard limitada por el volumen de dicho contenedor (Timmer
y Armstrong, 1987; Oliet, 1995; Ruiz y Dominguez, 1997). Los valores medios de planta
tipo para el fésforo rondan los 2 mg g, y para plantas producidas en contenedor
enfre 2-4 mg @' (Landis, 1989; Oliet ef al., 1999). En nuestros tratamientos los valores
medios para este nutriente tanto en las aciculas como en las raices se encontraron
dentro del rango 6ptimo. Los valores mds altos los presentaron los tratamientos de
tierra, ya que fueron plantas mucho mds pequenas de tamano. Valores altos de
nitrdgeno provocan un efecto de dilucién en otfros nutrientes como el fésforo (Oliet,
1999), es por ello que las plantas no fertilizadas presentaron los valores mds altos de
fésforo ya que no se produjeron fendmenos de dilucidon como en las fertilizadas, ya que

al experimentar menor crecimiento se diluyd menos la concentraciéon de fésforo en los
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tejidos. El hecho de que la concentracidn de este elemento fuera mayor en las
aciculas se debe a que el fésforo es un elemento bastante mdvil que se trasloca
répidamente desde las raices hasta las parte drea de la planta donde interviene en
multitud de procesos metabdlicos.

El potasio, después del nitrdgeno, es el elemento esencial requerido en
mayores cantidades por la planta. La concentracidon de potasio en tejidos estd
relacionada con el vigor de la planta en vivero pero el papel mds conocido de este
elemento en la fisiologia de la planta es el gjuste osmbtico en la regulacién de la
apertura estomdtica (Timmer, 1991; Van Steenis, 1999), estas propiedades convierten al
potasio en un elemento esencial en el proceso de arraigo (Oliet et al., 1999). Una vez
mas las plantas que presentaron mayores valores de este elemento fueron las plantas
del cultivo alternativo.

Los azdcares solubles juegan un importante papel en el gjuste osmabtico (Gebre
et al, 1994; Premachandra et al., 1995) asi como en procesos de tolerancia a la
deshidratacion (Santarius, 1973) tanto en tallos como en raices (Villar-Salvador et al.,
1999). En las coniferas, la formacién de nuevas raices y el mantenimiento de la planta
durante las primeras etapas en campo, se produce principalmente a partir de los
azlcares formados en la fotosintesis y en menor medida de los de reserva (Van den
Driessche, 1987; Philipson, 1988; Villar-Salvador, 2003) los cuales son acumulados vy
utilizados como sustancias de reserva de energia en estas etapas (Palacios et al.,
2001). La falta de éstos en el momento de la repoblacidn puede afectar
negativamente al desarrollo de las plantaciones, por ello es uno de los atributos
fisiolodgicos de calidad que mds informacién puede aportar acerca de la respuesta de
las plantas en campo (Puttonen, 1986; Rose, 1992), ademds su presencia es importante
sobretodo en casos de defoliacidon o herbivorismo ya que los carbohidratos
almacenados tienen un papel bdsico en la recuperacion de la planta (McPherson y
Williams, 1998; Canham et al., 1999). Es necesario, por tanto, que presenten una
concentracion suficiente de estos carbohidratos en sus tejidos para asegurarse la
supervivencia. Todos las plantas de Pino canario presentaron valores de carbohidratos
solubles y almidén dentro de los rangos 6ptimos descritos sin mostrar diferencias entre
ellos y presentando valores algo superiores para las partes aéreas en el caso de los

primeros.

4.3. Atributos de respuesta

Los caracteres morfoldgicos y fisioldgicos describen el estado del material, sin
embargo, no informan de su capacidad funcional real, la cual viene definida por otros
atributos que son los de respuesta o desarrollo (Mattsson, 1997). La ventaja de estos

atributos es que nos proporcionan una medida real del vigor y resistencia de una
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planta y a menudo presentan una buena correlacidén con las plantas en campo
especialmente en condiciones limitantes (Ritchie y Dunlap, 1980; Mattson, 1991; Van
den Driessche, 1992; Simpson ef al., 1994; Simpson, 1995; Simpson y Ritchie, 1997; McKay
y Morgan, 2001).

Con respecto al test de Vigor (OSU), el hecho de que ninguna de las plantas
muriera el primer ano nos hace suponer que, debido a que el pino canario es una
especie muy resistente al calor (Peters et al., 1999), la temperatura aplicada asi como
el tiempo de exposicibn a la misma @0°C durante 50 minuftos) no fue lo
suficientemente drdstica, adn siendo superior, tanto la temperatura como el tiempo de
exposicion, a las aplicadas para otras especies de pinos que si presentaron diferentes
tasas de mortalidad (McCreary y Duryea, 1985). Por lo tanto, teniendo en cuenta sélo
los resultados de este test todas las plantas de nuestros fratamientos deberian fener un
bajo porcentagje de mortalidad en campo debido a condiciones de altas
temperaturas. Sin embargo, al aumentar la temperatura y el tiempo de exposicion del
test en la segunda fase, ya se produjeron marras en las plantas y se observaron
diferencias significativas entre los cultivos, presentando las plantas del cultivo
alternativo mayor vigor que las del tfradicional.

La capacidad de formar nuevas raices ha sido considerada como una medida
del vigor de las plantas, (Simpson y Ritchie, 1997) asi, a mayor ndmero de raices las
plantas tienen mayor supervivencia en campo (Gil y Pardos, 1997). Si comparamos el
numero total de raices nuevas y la longitud de éstas, entre las dos primeras fases de
este tfrabagjo, se observa que en la segunda fase estos pardmetros alcanzan mayores
valores debido a las variaciones infroducidas en el test, donde el lugar de eliminar el
sustrato del cepelldn y cortar las puntas blancas, fue el cepelldn entero el que se
plantd y se contaron posteriormente las raices que habian crecido por fuera del mismo.
De esta forma se redujo el estrés a las plantas por lo que el potencial de regeneracioén
de raices fue mds alto. Tanto el ndmero total como la longitud total de las nuevas
raices producidas fueron mayores en sustratos artificiales, principalmente con
fertilizaciéon sélida lo cual hace suponer que éstas serdn las que presenten un mayor
arraigo en campo. Este test ha sido considerado mejor que otros para evaluar la
calidad de planta ya que indica la resistencia que tienen las plantas al estrés
producido por el cambio de sustrato y refleja el potencial de regeneraciéon radical de
las plantas (Sufton, 1979; Ritchie y Tanaka, 1990). Sin embargo, hay que tener en
cuenta que lo que refleja es la calidad de la planta en si y no la calidad de la
plantacién, que va a verse afectada por mdltiples factores que van a condicionar el

éxito de la plantacion.
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4.4. En busca del contenedor ideal

Numerosos estudios demuestran que la importancia del volumen del
contenedor es indiscutible (Marien y Drovin 1978; Ward et al., 1981; Vilagrosa et al.,
1997 Chirino et al., 2005; Dominguez-Lerena et al., 2006). Segun estas investigaciones,
un mayor espacio para el desarrollo radical supone mejores resultados posteriores en
campo, as se propone la utilizacidn de contenedores de al menos 300 cm?3 para pinos
en ambientes mediterrdneos (Villar-Salvador, 2003). Los resultados obtenidos en las dos
fases de cultivo de la planta ponen de manifiesto que un volumen de 300 cm3 es
adecuado para el cultivo de esta especie, mientras que un aumento del mismo a 400
cm3 no supuso una mejora considerable de la calidad de la planta; sin embargo
aumenta los costes econdmicos del cultivo, por lo que se recomienda la utilizaciéon de
contenedores de un volumen aproximado de 300 cm3. Aunque las diferencias entre Ias
caracteristicas de los contenedores fueron mayores en la segunda fase (volumen de
300 frente al de 400), parece haber tenido mayor influencia en la morfologia de las
plantas las diferencias entre los contenedores empleados en la primera (seccidon y
manejo del envase), por lo que cabe la posibilidad que, para el cultivo de esta
especie, sea importante la morfologia radical resultante de un contenedor de seccién
circular y manipulacién individual, siempre y cuando se cumpla un minimo de volumen
del mismo.

En relacion con la facilidad de extraccion del cepelldn las plantas crecidas en
Super Leach resultaron mds fdciles de extraer sin producir dafo cuando se tratdé de
sustratos tradicionales, sin embargo, esto se debe a que este tipo de bandeja permite
una manipulaciéon individual de los alvéolos y, por lo tanto, facilita las labores de
extraccion, en cuanto a la facilidad de extraccidon de las plantas del cultivo alternativo
resultd similar en todos los casos.

Dentro de los pardmetros evaluados en este estudio el contenedor tuvo una
influencia significativa en los morfolégicos pero en ningldn caso en los fisioldgicos o en

los de respuesta.

4.5. Considerando el sustrato mds adecuado

Los sustratos son una parte fundamental del cultivo, ya que determinan la
cantidad de nutrientes, agua y aire disponible para las raices y en consecuencia las
caracteristicas funcionales de las plantas (Landis et al., 1990). El efecto del sustrato fue
mds acusado en la morfologia de las plantas que en los pardmetros fisioldgicos, en los
que tuvo mayor efecto la fertilizacién. Los fratamientos compuestos por sustratos
artificiales fertilizados presentaron, en general, plantas de mayor altura, mayor
didmetro en el cuello de la raiz, mejor indice de calidad de Dickson y mayores valores

de Pst, ICD y mejores relaciones entre Psa/Psr. Dentro de las mezclas que contenian
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tierra de monte en su composicion la adicidn de furba a las mismas no supuso una
mejora en los valores de los pardmetros estudiados. La aplicacién del picén como
elemento inerte resulté bastante similar en cuanto a eficacia con respecto a la
vermiculita, de manera que se recomienda el uso de ésta ultima por ser mds facil su
estandarizacién en cualquier vivero de produccién y por el hecho de que la utilizacion
del picon estd en desuso y cada vez mds se tiende a utilizar materiales de propiedades
similares, como la perlita o la vermiculita, que no supongan la merma de un recurso
natural de nuestras Islas, con el grave impacto sobre el paisaje que ello conlleva.

Dentro de las mezclas compuestas a base de turbas fertilizadas, el elemento
inerte si que tuvo un efecto significativo en el caso de la altura, mejorandola cuando
se sustituyd el picon por la vermiculita, aunque no las demds variables estudiadas.
Ademads no se encontraron diferencias significativas entre la vermiculita y la perlita por
lo tanto es el criterio del viverista, la gestion y la economia del vivero en cuestion las
que deben decidir las proporciones y el uso de unos materiales o de otros en funcioén
de los precios actuales de mercado en un determinado momento.

Asimismo, los tratamientos en sustratos artificiales arrojaron mejores resultfados
en el test de regeneracion radical, que fue prdacticamente nula en los tratamientos
que contenian tierra de monte en su composicion.

En relacidn a la micorrizacion, en la primera fase del cultivo se dio sdlo en las
plantas crecidas en sustratos que contenian tierra de monte, mientras que en la
segunda se dio en todos los sustratos, probablemente por micorrizas llamadas “de
vivero”. En este Ultimo caso los hongos simbiontes corren el riesgo de ser desplazados
por ofros hongos mds agresivos que se encuentren adaptados en el lugar donde se
lleve a cabo la repoblacién. Si las plantas repobladas son de buena calidad nada
impide que sean micorrizadas por hongos en el lugar de arraigo en el campo.

Al comparar entre los cultivos fradicional y alternativo el factor que
verdaderamente estuvo afectando fue la fertilizaciéon, pasando a un segundo plano el
sustrato utilizado que aportd ligeras diferencias entre mezclas con el mismo nivel de
fertilizacion.

Los resultados obtenidos sugieren, por tanto, la utilizacidon de sustratos
compuestos a base de turbas fertilizadas en lugar de aquellos a base de tierra de

monte.

4.6. Fettilizar, ;/Necesidad o lujo?

Tras analizar los resultados obtenidos en las dos fases de cultivo de la planta
queda bastante clara la necesidad de aportar fertilizacion a la planta, ya que la
disponibilidad de nutrientes presente en la tierra de monte no es suficiente para

alcanzar los valores éptimos en el cultivo del Pino canario. Esto queda adn mds claro al
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ver los resulfados de campo que se discutirdn en el capitulo siguiente, sin embargo
entre las dosis ensayadas, asi como entre los dos tipos de aplicacion de fertilizante no
se dieron grandes diferencias.

En general, no se observaron diferencias significativas, en ninguno de los
pardmetros estudiados, entre el menor y el mayor grado de fertilizaciéon con Osmocote
(4 6 7 gramos por litro de mezcla) debido, probablemente a que los requerimientos de
esta especie se mueven por niveles umbrales dentro de los cuales no se observan
diferencias notables. Por ello elegimos como &ptfima la menos concentraciéon, por
motivos puramente econdmicos, en la produccidn de planta en los viveros.

Con respecto a la forma de aplicacién del fertilizante en este ensayo la
aplicacién del fertilizante de liberacidon lenta aporté mejores valores para los
pardmetros estudiados, pero podria deberse, como se explicd previamente a las
condiciones particulares en las que fue suministrado el fertilizante liquido, por lo que
estudios muchos mds profundos de fertilizacion son necesarios para una buena

estandarizcién del cultivo del pino canario.

5. CONCLUSIONES

El método de cultivo en vivero del pino canario tuvo una influencia totalmente
significativa en las caracteristicas morfofuncionales de las plantas, resultando las del
Cultivo Alternativo de mejor calidad siendo plantas mds grandes, equilioradas, mejor
nutridas y con mejores respuestas en los test de respuesta aplicados.

No se dieron grandes diferencias entre contenedores, mostrando los fres
empleados buenos resultados cuando se utilizaban sustratos a base de turbas, por
tanto se propone el uso de contenedores de al menos 300 cm3 para este tipo de
cultivo, ya que el aumento a 400 cm3 no supuso una mejora considerable en la
calidad de las plantas.

No se dieron grandes diferencias entre la fertilizacién sélida y la liquida, ni entre
las dosis aplicadas, por lo que el uso de un tipo u ofro de fertilizaciéon podrd variar en
funcién de la infraestructura del vivero, siendo mds recomendable la incorporacién del
fertilizante al agua de riego que permite un mejor control de la fertilizacion en todo
momento. Aldn asi estudios mucho mds profundos serdn necesarios para opfimizar este
pardmetro.

Dentro de los pardmetros morfoldgicos, la altura a la salida de vivero fue, la que
definitivamente aportd mejores resultados a la hora de cuantificar la calidad de
planta, aunque en general todas las demds medidas de morfologia fueron buenas
para discriminar entre tratamientos.

Entre los pardmetros fisioldgicos evaluados, la concentracién de nitrégeno foliar

fue la que mayores diferencias detectd entre tratamientos, aporfando los demds
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nutrientes y carbohidratos no estructurales evaluados informacion sobre el estado de
las plantas pero sin mostrar marcadas diferencias entre tratamientos.

En relacion a los test de respuesta, el test de regeneraciéon de la raiz fue el que
mejores resultados aportd, y las diferencias entre los tratamientos fueron bastante

marcadas.
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Capitulo IIT

1. INTRODUCCION

El pinar canario es la masa forestal principal y mds importante en las islas. La
superficie que ocupaba esta formacidon en el pasado era aproximadamente de un 25
% del territorio insular, formando un cinturén continuo de pinar alrededor de las
cumbres de las islas mds occidentales. Esta extension debido a los mdltiples usos de la
madera de pino se vio reducida a menos de un 12 % tras la conquista de las islas a
finales del siglo XIX (Parsons, 1981; Peters, 2001). Como consecuencia de esta
desaparicion, en los Ultimos 50 anos las autoridades han propuesto que se llevaran a
cabo intensas tareas de repoblacion para recuperar el anfiguo cinturén de esta masa,
aumentando considerablemente, hasta alcanzar hoy en dia casi la superficie original

que ocupaba antes de la conquista (Figura lIl.1).

Figura lIl.1. Distribucién de los pinares naturales (verde oscuro) y de los de repoblacién
principalmente con P. canariensis (Navascues, 2005, modificado de Del Arco ef al., 1992).

Como ya se menciond en la infroduccidén general, existen, sin embargo
algunas zonas donde se han dado algunos problemas en las repoblaciones debido a
que las condiciones de aridez son mds pronunciadas (£ 300 mm anuales), impidiendo

asi el cierre de este cinturén de pinar.

1.1. Influencia de la calidad de planta en el éxito de la repoblacién

Muchas son las actuaciones destinadas a luchar contra la deforestacion
mediante repoblaciones forestales, lo que ha hecho que aumenten
considerablemente las inversiones en investigacién para producir plantas de mayor

calidad que sean mas resistentes a las condiciones extremas de la sequia estival
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mediterrdnea. Uno de los pardmetros mds importantes para evaluar la calidad de las
plantas, como se ha mencionado en el capitulo anterior, ha sido la altura a la salida
de vivero siendo éste un tfema de gran controversia en los Ultimos anos en lo que se
refiere a especies forestales de dmbito mediterrdneo. Aunque tradicionalmente, existia
la tendencia generalizada por parte de los gestores de utilizar plantas pequenas para
las repoblaciones en zonas dridas porque su equlilibrio hidrico era mdas favorable, no se
han encontrado estudios que lo demuestren en especies del genero Pinus (Navarro et
al., 2006). Por el contrario hay numerosos estudios que demuestran mejores tasas de
supervivencia para pldntulas con mayor altura inicial (Van den Driessche, 1992; Cortina
et al., 1997; Oliet et al., 1997; Luis ef al., 2004a; Villar-Salvador et al., 2004).

Desde que se ha demostrado que plantas mds grandes tienen mayor potencial
de crecimiento radical (Villar-Salvador et al., 2000) y mejor supervivencia y desarrollo
en el campo Villar-Salvador et al., 2004), se ha hipotetizado que esta capacidad es
esencial para alcanzar el éxito en climas mediterrdneos, donde las plantas que son
llevadas al campo en otofo o invierno resultardn favorecidas a la hora de la llegada
de la sequia estival y a la hora de acceder a las escasas reservas de agua en el suelo.
Estas diferencias pueden mantenerse durante los primeros anos de plantacion
determinando el éxito de arraigo de las plantas. En los Gltimos anos se han empezado
a incorporar técnicas ecofisioldgicas para evaluar la calidad de las plantas tanto en
vivero como en campo, destacando entre ellas medidas del estado hidrico,
infercambio gaseoso, fluorescencia de la clorofila y conductividad hidrdulica
(Vilagrosa et al., 2005). A pesar de la gran cantfidad de estudios que relacionan la
supervivencia de las plantas con la altura inicial de las mismas, no hay ninguno en el
que se establezcan relaciones entre ésta y su comportamiento fisioldgico para aceptar
o descartar esta hipdtesis, y por supuesto no existen estudios de ninguno de los dos

tipos para Pinus canariensis.

1.2. Objetivos
Tal y como se describid en el capitulo anterior, el cultivo tradicional de pino

canario produce plantas mucho mds pequenas que el cultivo alternativo. Partiendo
de la hipdtesis que las plantas grandes tendrdn mejor supervivencia, crecimiento y
estado fisioldgico que las pequenas, los objetivos de este capitulo son:

1. Evaluar la supervivencia en campo de los dos tipos de cultivos, para
comprobar si los nutrientes minerales presentes en la tierra de monte (Cultivo
Tradicional) confieren a la planta una calidad similar a la aportada con los nutrientes

en la fertilizacion (Cultivo Alternativo).
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2. Relacionar la supervivencia con la morfologia y fisiologia de las plantas en el
campo y determinar qué pardmetros de vivero son mds efectivos a la hora de
predecirla.

3. Evaluar la respuesta fisioldgica de los dos tipos de cultivo durante un periodo

de sequia estival en el campo.

2. MATERIAL Y METODOS

2.1. Diseno Experimental

En este capitulo se detallan los seguimientos de dos plantaciones, la realizada
con las plantas de la primera fase de cultivo en vivero, denominada Ensayo 2002 vy |a
resulfante del paso a campo de las plantas de la segunda fase de vivero,
denominada Ensayo 2003. Durante el primer ano de ambas plantaciones se realizd el
seguimiento de la supervivencia, altura, didmetro y estado de madurez. Ademds en el
ensayo 2002, se siguid la supervivencia y morfologia durante un ano mas y al tercer

ano de plantacién se estudié el estado fisioldgico durante la sequia estival.

2.1.1. Zonas de Estudio

Las zonas de estudio se encuentran sitfuadas en el municipio de Fasnia, con
coordenadas 2821528 'N-16%29°40'O y 28°15'37''-16°29°20"" para los ensayos 2002 y
2003 respectivamente, y orientacion sudeste en la ladera de Fasnia-Arico sobre los
1500 m s.n.m. Se eligieron terrenos representativos de las zonas susceptibles de
repoblacién, tanto en lo que se refiere a altitud, como a pedregosidad, pendiente y
vegetacion acompanante (Climent ef al, 2003a), donde no se alcanzaron los
porcentajes de supervivencia esperados en repoblaciones anteriores. La zona tiene un
bioclima tipo Mesomediterrdneo pluviestacional seco con precipitaciones medias
anuales de 300 mm y femperaturas medias de 152 C y estd en el dominio potencial del
Pinar (Rivas-Martinez et al., 1993). Los suelos de la zona son de fipo Aridisoles,
caracterizados por la presencia de un horizonte superficial claro y pobre en materia
orgdnica y que no disponen de agua suficiente durante largos periodos. Cuando no se
encuentran bajo riego, los Aridisoles se asocian con una vegetacion xerdfila, la
mayoria de las veces escasa y gque no cubre completamente la superficie del suelo.

Las caracteristicas quimicas del suelo de la zona de

estudio se detallan en la tabla IIl.1. CIC 10
pH 7,57
M.O % 0.64
Tabla lll.1. Caracteristicas quimicas del suelo de la zona de Ca? ppm /0
Mg?ppm 53
plantacién. Na*ppm 05
K*ppm 1.2
CE x 108 0.46
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Las plantaciones de los ensayos 2002 y 2003 se llevaron a cabo en febrero de
2002 y 2003 respectivamente, con un marco de 2x2 m mediante ahoyado manual de
30x30x40 cm, aplicdndosele un riego de asiento de 20 L por hoyo antes de plantar

guedando todo el ensayo plantado el mismo dia en ambos casos.

2.1.2. Ensayo 2002

El diseno experimental consta de 5 repeticiones (bloques completos). En cada
uno de los blogues se colocaron 6 plantas (unidad experimental de cada uno de los
12 tratamientos (Tabla 1.2, Capitulo 1) que fueron distribuidos al azar dentro de cada
blogue, sumando un total de 360 plantas en el ensayo (ver figura Ill.2). Este diseno
permite separar el efecto microambiental debido al bloque del efecto real del
tfratamiento. En este ensayo se llevaron a campo plantas de los 12 tratamientos

producidos en la primera fase de vivero.

12 1 6 3 8 12
3 11 5 11 9 1

Bloque I Bloque II 8 5 5 10 6
10 9 7 4 5

2 11 5 3 6 7

8 1 7 1 5 10

Bloque III Bloque IV 12 4 6 9 5 12
10 3 9 11 4 8

11 1 6 12 3 5

Bloque V 2 8 10 4 7 9

Figura lll.2. Esquema de la disposicion de las plantas en el terreno de plantacion. Los nimeros
indican la disposiciéon de cada uno de los 12 tratamientos dentro de cada bloque (con 6 plantas
por unidad experimental) resultando en total de 360 plantas.

2.1.3. Ensayo 2003

El diseno experimental consta de 6 repeticiones (bloques completos). En cada
uno de los bloques se colocaron 6 plantas (unidad experirmental) de cada uno de los
10 tratamientos que fueron distribuidos al azar dentro de cada bloque sumando un
total de 360 plantas en el ensayo (ver figura lll.3). En el caso del ensayo 2003, y
teniendo en cuenta las medidas realizadas en la fase de vivero y los resultados de la
primera plantacién, se decidié no llevar a campo todos los fratamientos, de manera
que de los 14 tratamientos ensayados en la segunda fase, sélo 10 de ellos fueron
llevados al campo para su seguimiento quedando fuera del ensayo los tratamientos 6,

7,13y 14 (Tabla 11.3 Capitulo 1) ya que no mostraron diferencias significativas.
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Bloque |

i 2 3 4 5 11 10 8 9 12]3 12
Bloque |l 9 10 12 11 3 8 1
Bloque |l Bloque 8 2 5 1 4 10 112 11
Bloque IV vi 0 9 8 12 11 5 4 3 2 1|4 10
Blogus v 4 1 11 3 8 2 10 12 1

Figura 1Il.3. Esquema de la disposicion de las plantas en el terreno de plantacion. Los nimeros
indican la disposicion de cada uno de los 10 tratamientos dentro de cada bloque con 6 plantas
por unidad experimental resultando en total de 360 plantas.

2.2. Seguimiento de la supervivencia, morfologia y fenologia de las plantaciones

2.2.1. Supervivencia

La supervivencia se determind considerando como muertas las plantas con el
100 % de las aciculas secas. El Ensayo 2002 se comenzd a evaluar a los tres meses de
haber realizado la plantacién realizando seguimientos en 11 ocasiones a lo largo de
los dos anos siguientes a la fecha de plantacién (10/05/02; 29/05/02; 13/06/02; 23/08/02;
25/10/02; 3/04/03; 16/05/03; 7/07/03; 2/09/03; 14/10/03 y 25/03/04)). Para el Ensayo 2003
el recuento de las plantas se hizo en 6 ocasiones (10/04/03; 16/05/03; 7/07/03; 2/09/03;
14/10/08 y 25/03/04) durante un ano.

2.2.2. Morfologia

La altura de las plantas se midié desde el suelo hasta el meristemo apical del
tallo principal, en ocho ocasiones (10/05/02; 25/10/02; 3/04/03; 16/05/03; 7/07/03;
2/09/03; 14/10/03 y 25/03/04) en el ensayo 2002 y en seis (10/04/03; 16/05/03; 7/07/03;
2/09/03; 14/10/03 y 25/03/04) en el ensayo 2003. El diGmetro al ser un pardmetro de
menor variacién y mayor dificultad de medicion fue medido con menor frecuencia
evaludndose en cuatro ocasiones (3/04/02; 7/07/03; 2/09/03 y 25/04/04) en el ensayo
2002 y en cinco ocasiones (16/05/03; 7/07/03; 2/09/03; 14/10/03 y 25/03/04) en el
ensayo 2003.

2.2.3. Fenologia

El seguimiento de la fenologia, tomando como pardmetros estimativos del
estado de madurez de las plantas la presencia de yemas terminales maduras y de
aciculas secundarias, se realizé a los 14 meses de la plantacién (abril 03) en el ensayo
2002. Este seguimiento se hizo tres veces (septiembre 03, octubre 03 y abril 04) en el
ensayo 2003 con el fin de tfener una mejor aproximacion sobre el momento en el que

se empieza a producir el cambio de fase.
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2.3. Seguimiento fisiolégico de las plantas del Ensayo 2002 durante la sequia estival

Las medidas de fisiologia en la plantacidén se hicieron durante tres dias
totalmente claros a lo largo del periodo de sequia estival durante el tercer verano de
plantaciéon. Para ello se utilizaron solamente las plantas del ensayo 2002. Las plantas
del ensayo 2003, en el momento de realizar las medidas, presentaban un tamano que
no permitid la realizacién de las mismas (algunas de las plantas no mostralban mas de 5
cm de altura) siendo imposible la toma de muestras y la realizaciéon de medidas
fisioldgicas con los aparatos.

Para las medidas de fisiologia se eligieron al azar 5 plantas de los cultivos
tfradicionales y otras cinco de cualquiera de los cultivos alternativos, ya que no
presentaron diferencias significativas entre ellos en la respuesta de la supervivencia ni
en la morfologia. Para ello se fuvo en cuenta que todas se encontraran en el mismo
estado de madurez, asi todas presentaron yema terminal y los dos tipos de aciculas. A

continuacioén se detallan las medidas realizadas.

2.3.1. Caracterizacion de las plantas

Justo antes del comienzo de las medidas de fisiologia se tomaron muestras
foliares de aciculas secundarias para realizar andlisis de nitrégeno, carbohidratos no
estructurales (segun los protocolos detallados en el capitulo anterior apdo. 2.2.2) y
pigmentos.

Para la determinacién de pigmentos se siguid el método espectrofotométrico
de Lichtenthaler, (1987) utilizando acetona 80% para la exiraccion, midiendo la
concentracion por espectrofotometria y aplicando las siguientes formulas (donde A es

la absorbancia a las distintas longitudes de onda).

Clorofila a (Chla) = 12.25 * A ss32— 2,79 * A s46s.
Clorofila b (Chllb)= 21.50 * A 6468 — 5,10 * A 6632
Clorofilas totales = 7.15 * A ¢s32 + 18,71 * A ca6.8.

Carotenoides = ( 1000 * A 470—1,82 Chla - 85,02 Chlb )/ 198.

2.3.2. Potencial hidrico

Es la medida mds frecuentemente usada para conocer el estado hidrico de las
plantas y es particularmente importante a la hora de conocer los requerimientos
hidricos que pueda necesitar un cultivo. El potencial hidrico (Ww) se midié en aciculas
secundarias en la base del braquiblasto justo por encima de los canales resiniferos

para gue la resina no inferfiriera en la medida. Para medir el potencial hidrico se utilizd

66



Capitulo- III

la cdmara de presidn siguiendo a Scholander (1965), marca PMS-Corvallis, Oregon
USA.

2.3.3. Contenido hidrico relativo
Este pardmetro (CHR) es un buen indicativo del estado hidrico en el que se
encuentran las plantas. Se calcula mediante la relacién entre el peso fresco del

momento o actual (Pfac). el peso fresco a saturacion (Pfsat) y el peso seco (Ps).

CHR (%): ((Pfac-Ps)/(Pfsat-Ps)) x100

2.3.4. Intercambio gaseoso

La medida de las tasas de intercambio gaseoso en condiciones naturales es
una forma bastante facil y rdpida de cuantificar el estado fisioldgico de la planta. Esta
se readlizé6 con un analizador de gases por infrarrojo (IRGA: Infra Red Gas Analyser)
portdtil de sistema abierto ADC (Analytical Development Co. Ltd., Hoddesdon, Herts,
U.K.) que trabaja en modo pseudodiferencial (modelo LCA4). El IRGA proporciona
medidas de intercambio de CO2 y vapor de H2O de la hoja que se encuentra dentro
en la cdmara que a su vez tiene sensores de temperatura y radiaciéon
fotosintéticamente activa incidente. Las medidas se determinan en base al estado del
aire que entra al aparato y del aire que pasa a fravés de la muestra que se encuentra
en la cdmara. Asi, el IRGA es capaz de medir simultdneamente el CO2 y el H0,
gracias a un sistema 6ptico dual que se basa en las propiedades de absorciéon de los
dos gases en la regidn del infrarrojo. Para hacer el cero de las concentraciones de
CO2 y de H20 el aparato dispone de unas columnas adosadas que contienen
productos quimicos como drierita, que absorbe el agua (un producto con las mismas
propiedades que la mds conocida silica gel), y soda lima, que absorbe el didéxido de
carbono. Por medio de una serie de ecuaciones, basadas en los estudios de von
Caemmerer y Farquhar (1981) y descritas con detalle en el anexo |, el IRGA es capaz
de cuantificar las medidas ddndonos la absorcion neta de CO2 o fotosintesis (A), la
tfranspiracion (E) y la conductancia estomdtica (gs). Las medidas se realizaron en
aciculas secundarias, en las que debido a la gran longitud de las mismas, la cdmara
utilizada no fue la especial para coniferas, sino una de 6,25 centimetros cuadrados de
drea de exposicion, disenada para especies de hoja ancha. Asi, para readlizar el
cdlculo de los diversos pardmetros, se introdujo en el aparato un drea promedio para
10 aciculas de la especie Pinus canariensis (3,25 cm?2) calculada mediante un estudio
previo (Peters, 2001). Los cdlculos, las correcciones, las conversiones y las

compensaciones empleadas por el aparato se describen con detalle en el Anexo |.

67



Seguimiento-enw Caumpo-

2.3.5. Fluorescencia de la clorofila

En el aparato fotosintético la fotoquimica, la fluorescencia y disipacion de calor
son tres procesos que compiten entre si. Cualquier aumento en la eficiencia de uno de
ellos resultard en un descenso de los otfros dos. Por tanto, midiendo la fluorescencia de
la clorofila se puede obtener informacién acerca de la eficiencia de la fotoquimica y
de la disipaciéon de calor.

La fluorescencia constituye Unicamente entre el 05 y el 5 % del total de luz
absorbida por la clorofila (Bolhar-Nordenkampf y Oquist, 1993), y su medida es, en
principio, bastante facil. El espectro de fluorescencia difiere del de la luz absorbida,
con el pico de emisidn desplazado hacia una longitud de onda mayor que la del pico
de absorcién; basta, pues, con exponer una hoja a luz de longitud de onda definida y
medir la cantidad de luz reemitida a longitudes de onda mayores.

Al igual que en los apartados anteriores, las determinaciones se realizaron en
aciculas secundarias. Dentro de este apartado tenemos que distinguir entre dos tipos
de medidas:

a) La relaciéon Fv/Fm se determind en hojas adaptadas a oscuridad empleando
el fluorimetro Handy-PEA (Plant Efficiency Analyser; Hansatech, U.K). La hoja se adapta
a oscuridad cubriéndola con un clip durante 30 minutos lo que asegura una completa
adaptaciéon. La fuente luminosa emite luz roja de una longitud de onda mdaxima de
650 nm, la cual es rapidamente absorbida por los cloroplastos de la hoja. La sefal de
fluorescencia recibida por el sensor durante una medida es digitalizada en la caja
control. Una vez findlizada la medida, los pardmetros, fluorescencia inicial (Fo),
fluorescencia maéxima (Fm), variable (Fv) y relacién entre la fluorescencia variable y la

maxima (Fv/Fm) son automdticamente calculados.

Fv/Fm: (Fm-Fo)/Fm Handy-PEA

La relacion Fv/Fm proporciona una
medida de la eficiencia intrinseca (o
maxima) del PSIl. Esta relacion se utiliza
como un indicador sensible del

funcionamiento fotosintético,

correlaciondndose positivamente con el
rendimiento cudntico de la fotosintesis neta en hojas intactas, y mostrando valores
o6ptimos en torno a 0,83 para la mayoria de las especies vegetales (Bjérkman y
Demmig, 1987). Se observan valores inferiores cuando las plantas han sido sometidas a

estrés y, particularmente, cuando ha habido fotoinhibicidn. Al final de la jornada de
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medida, las hojas fueron llevadas al laboratorio, para, determinar la Fv/Fm, de

recuperacion fras 24 h en oscuridad y a saturacién acuosa.

b) Las medidas tomadas bajo las condiciones ambientales del momento se
realizaron con un fluorimetro de luz modulada Mini-PAM (Pulse Amplitude Modulation;
Walz, Effeltrich, Germany). Se registré la fluorescencia en condiciones de luz (F7), la
fluorescencia madxima en condiciones de luz (F'm). el rendimiento qudntico del
fotosistema dos (®esi), “quenching” fotoquimico (gP) que proporciona informacion
acerca del nUmero de centros de reaccidon que se encuentran abiertos, “quenching”
no fotoquimico (NPQ) que estd relacionado con la disipacidén de calor, la tasa de
tfransporte electronico (ETR), y el exceso relativo de PPFD (rePPFD). Al final de la jornada
de medida las hojas se llevaron al laboratorio, para siguiendo a Fleck et al., (1998),
determinar Fo, Fm y Fv/Fm. De acuerdo con Demmig-Adams y Adams lll (1996), las
lecturas de F', F'm,Foy Fm, se corrigieron en funcién de los cambios en la salida del haz
de medida inducidos por cambios de la temperatura interna del MINI-PAM

refiriéndolas fodas a 25°C. Con los valores corregidos se recalculd el dpsi, P, NPQ y ETR.

Para el cdiculo de ®epsi se utilizd la expresion,
de Genty ef al., (1989),

®psi = (F'm=F)/F'm

El coeficiente de “quenching” fotoquimico

(gP) se calculd segun van Kooten y Snel (1990)

AP =(F'm-F)/F'm-Fo)

siendo F’o la fluorescencia minima del estado adaptado a luz. F'o se estimé a partir de

Fo. Fm Y F'm aplicando la siguiente ecuacién (Oxborough y Baker, 1997)

F'o = Fo/(Fv/Fm + Fo/F'm)

Para el cdiculo de NPQ se siguid a Demmig-Adams (1990), aplicando la

expresion

NPQ = (Fn = F'm)/F'm

El rePPFD se determind segun Bilger et al. (1995), como
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rePPFD = (Fv/Fm - ®psi)/(Fv/Fm)

Por dltimo, ETR se estimd a partir de dpsi aplicando la expresion de White y
Critchley (1999,

ETR = ®pgi * PPFD * 0,5 * 0,84

donde el factor 0.5 da cuenta del requerimiento de 2 cuantos de luz por electréon

tfransportado, y 0,84 es la fraccidn de PPFD incidente absorbida por la hoja.

2.3.6. Levantamiento de las plantas

Una vez finalizados los seguimientos fisioldgicos se procedié al levantamiento de
las diez plantas utilizadas para medir fisiologia y asi poder hacer un balance total de

biomasa.

2.4. Andlisis estadisticos

La elevada supervivencia registrada en algunos tratamientos, hizo que los tests
habituales (andilisis de la varianza) no se pudieran emplear ya que la distribuciéon de los
datos estuvo muy alejada de la normalidad, y no se consiguid evitar ni siquiera con las
tfransformaciones habituales de la variable. Por ello, se emplearon métodos alternativos
tales como tests no paramétricos de Kruskal-Wallis.

Las variables morfoldgicas se analizaron utilizando test ANOVA de una via para
los distinftos componentes de los cultivos (Tratamientos, Contenedores, Mezclas y
Fertilizaciéon). La supervivencia media por unidad experimental se ufilizd para
establecer un modelo de regresidn no lineal entre la supervivencia y la altura inicial de
las plantas. Los datos fueron fransformados cuando fue necesario para cumplir las
condiciones de normalidad, linealidad y homocedasticidad.

Se establecieron modelos de regresion simple y multiple entre las variables
medidas en vivero y la supervivencia de las plantas en el campo.

Los pardmetros de fisiologia en campo se analizaron mediante andlisis de la
varianza multifactorial, tomando como factores la fecha y el fratamiento. En los casos
donde se dieron diferencias significativas, se aplicaron contrastes a posteriori para la
fecha tipo Tukey-b con nivel de significacion de a =0,05. Todos los andilisis se llevaron a

cabo utilizando los paguetes SPSS 12.0, y Statgraphics Plus 5.
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3. RESULTADOS

3.1 Supervivencia

La supervivencia en general de ambas plantaciones fue disminuyendo a lo
largo del periodo de estudio, produciéndose el mayor descenso durante los primeros
meses de verano y siendo éste mds acusado en el ensayo 2003 debido a las
condiciones climdticas mds adversas durante ese ano donde hubo menor

precipitacion en la primavera (datos no mostrados).
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Aun asi la supervivencia media de las plantaciones al final del primer ano fue
aceptable, 86 % en el ensayo 2002 v 74 % en el 2003, disminuyendo sdlo en un 3 %

durante el segundo ano para el ensayo 2002 (83 %).
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No se detectaron diferencias ni entre bloques ni entre unidades experimentales
confirmando asi que el microclima no tuvo efecto significativo en la supervivencia de
las plantas, debiéndose las diferencias encontradas a la composicion de los
tfratamientos.

En relacién a los tratamientos, la supervivencia media por tratamiento, mostrd
diferencias significativas entre tratamientos (Tabla 1l1.2) agrupdndose por un lado el
cultivo fradicional (1, 6, 7 y 12 en el ensayo 2002 y 1 y 8 para el ensayo 2003) con
supervivencias mds bajas que el cultivo alternativo (resto). Dentro del cultivo
tfradicional en el ensayo 2003, las plantas sembradas en el contenedor de menor
volumen (ratamiento 1) mostraron tasas de supervivencias menores que las
sembradas en el contenedor de 400 cm? (fratamiento 8), sélo en este caso concreto el
contenedor tuvo un efecto significativo en la supervivencia, ya que dentro de los
tfratamientos del cultivo alternativo no se dieron diferencias entre contenedores.

La supervivencia media final tras el primer ano para las plantas del cultivo
tradicional fue de un 67 % en el primer ensayo y de un 32 % para el segundo, frente al
95 % y al 84 % alcanzado por las plantas de los cultivos alternativos en los ensayos 2002
y 2003, respectivamente. Transcurrido el segundo ano en el ensayo 2002 la
supervivencia del cultivo tradicional disminuyd al 60 % y la del alternativo al 93 %,
siendo el descenso de la supervivencia muy pequeno comparado con el del primer

ano (Figura 111.4)

Ensayo 2002 x2 al P
Tratamiento 38,07 1 ok Tabla 111.2 Resultados de los tests
Sustrato 3351 3 oo Kruskal-Wallis aplicados a los
Ferfiizacion 33’ 68 5 o datos de supervivencia para los
Contenedor 1 ] 4 1 s distintos tratamientos, sustratos,

Ensavo 2003 - fertilizacién y contenedores en
Tratamiento y 3374 5 T los ensayos 2002 y 2003, -
Sustrato 25.30 2 w (p=0,001), = (p<0,01), » (£<0,05),
Fertilizacion 5 6151 5 o ns (p> 0,05).()) Fue significativo
Contenador 0 dO] : m—h (p= 0,0'14) al comparar entre los

: : tratamientos 1y 8).

El diseno experimental no pretendia separar el efecto del sustrato del de la
fertilizacién, sino comparar los métodos de cultivo tradicionales con los que se han ido
imponiendo en ofras especies (cultivo alternativo). Por ello para poder analizar mads en
profundidad sus efectos se han agrupado los lotes de plantas en funcidén de los
distintos pardmetros de partida (tratamientos, sustratos, contenedores y fertilizacion)

como se puede ver en las figuras L5 y 1I1.6.
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En relacion al efecto del sustrato la adicién de turba a la mezcla de fierra no
aumenta la supervivencia en ninguno de los casos. Tampoco se observan diferencias
en la supervivencia entre las mezclas con vermiculitfa o picén, asi como entre
vermiculita y perlita.

La fertilizacion tuvo un efecto significativo en la supervivencia (Tabla 11.2),
suponiendo la adicién de ferfilizante un aumento de alrededor de un 30 % en la
supervivencia final respecto de los que no se anadioé fertilizante para el ensayo 2002 y
de un 50 % para el ensayo 2003. La adicién de la dosis mds alta de fertilizante (7 g/l en
lugar de 4 g/I) no se tradujo en un aumento de la supervivencia para el ensayo 2002
asi como tampoco redundd en un aumento de la supervivencia, la adicién periddica
de fertilizante liquido frente a la aplicacion del fertilizante de liberacion lenta en el
ensayo 2003.

Entre contenedores, aunque parece darse una cierta variacién entre ellos,
principalmente en el ensayo 2002, no se encontraron diferencias significativas. La
tendencia observada en las plantas no fertiizadas (donde parece que la
supervivencia es mayor en SL que en AT) es debida a que las plantas de los cultivos
tradicionales, con sustratos de tierra de monte en su composicion, resultaron mads
dificiles de extraer en el contenedor AT, ya que el SL al ser de manejo individual se
podia manipular mejor, asi el descenso de la supervivencia para este grupo de plantas
podria deberse a que se hubieran producidos danos en el sistema radical en el
momento de la extraccidon de las plantas del contenedor (ensayo 2002). Para el
segundo ensayo parece existir una fendencia a mostrar una supervivencia un poco
mayor las plantas en el contenedor de mayor volumen (400 cc) aungue no mostraron

diferencias significativas.
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Figura lll. 5. Supervivencia media por unidad experimental de las planta del ensayo 2002 al final
del periodo de estudio para los distintos tratamientos (1-12); sustratos: 1 (2/3 Tierra+1/3 picén), 2
(2/3 turba + 1/3 vermiculita), 3 (2/3 turba+ 1/3 picén), 4 (1/3 tierra+1/3 turba+1/3 picén); niveles
de fertilizacion (0, 4 y 7 g I'') y contenedores (SL y AT). Cada caja muestra la mediana, los
cuartiles y los valores extremos de una categoria. Los simbolos fuera de las cajas muestran los
valores singulares (outliers)
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Figura lll. 6. Supervivencia media por unidad experimental de las plantas del ensayo 2003 al final
del periodo de estudio para los distintos tratamientos, sustratos: 1(1/3 tierra+1/3 turba +1/3
perlita), 2 (3/4 de turba +1/4 perlita), 3 (2/3 de turba +1/3 perlita); tipos de fertilizacion y
contenedores. Cada caja muestra la mediana, los cuartiles y los valores extremos de una
categoria. Los simbolos fuera de las cajas muestran los valores singulares (outliers)
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3.2. Relacién de los pardmetros de vivero con la supervivencia en campo

Todos los pardmetros medidos en vivero estuvieron relacionados en mayor o
menor medida con la respuesta en campo de las plantas (Figura 1ll.7). Se establecieron
modelos de regresion simple para cada una de las variables por separado (Tabla lll.3).

Los pardmetros morfoldgicos en su conjunto lograron explicar un 75 % de la
variacién encontrada en los datos de supervivencia de las plantaciones tras el primer
verano, contribuyendo la variable altura con un 50 %, siendo asi el pardmetro mds
relacionado con la supervivencia junto con la relacién Psa/Psr, que mostrd el mismo
coeficiente de correlacion.

Dentro de los nutrientes, el que mejor correlacionado estuvo fue la
concentracién de nitrégeno foliar, mostrando un R2 de 0,34. En conjunto los nutrientes
por si solos explicaron un 42 % de la variaciéon encontrada en los datos. Para la
concentraciéon foliar de carbohidratos solubles se obtuvo un R2 de 0,22, mientras que
la relacidn encontrada de la concentracion radical de estos azlcares con la
supervivencia fue mucho menor.

Respecto a los resultados del test de regeneracién de la raiz, el ndmero de
raices nuevas producidas contribuyd a explicar el 39 % de la variabilidad encontrada,
siendo por tanto un pardmetro importante a tener en cuenta.

Considerando la variable de cada grupo que mds contribuyd a la explicacion
de los datos (Altura, concentracion de nitrédgeno foliar, concentraciéon foliar de
carbohidratos y nimero de raices nuevas producidas en el test de regeneracion de la
raiz) se probaron distinfos modelos de regresion con el fin de determinar que variables
estudiadas contribuyen en mayor medida a la supervivencia en campo. El modelo
obtenido (1) incorpord como mejores variables la altura y la concentraciéon foliar de
nitrdgeno, explicando el modelo el 60 % de la variacidbn encontrada con una

significacion de 0,0001.

(1) Supervivencia: 35,5+1,86 x Altura +10,44 x Nfoliar

La incorporaciéon de mds variables al modelo no aumenté significativamente el
R2, Los pardmetros que estuvieron menos correlacionados con la supervivencia de las
plantas fueron la concentracién de fésforo, tanto foliar como radical, siendo la
concentracion de fésforo foliar el Unico pardmetro que mostrd una correlacion
negativa. La concentracién de fésforo foliar y de carbohidratos de raiz también

mostraron bajas correlaciones.
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Figura Ill.7. Regresiones simples entre la supervivencia al final del primer ano (para los ensayos
2002 y 2003) y los pardmetros medidos en vivero (primera y segunda fase). Altura, Relacion
biomasa aerea-raiz (Psa/Psr), indice de calidad de Dickson (ICD), Didmetro, indice de Esbeltez
(IE), Peso seco total (Pst), Concentracién nitrégeno foliar (Nfoliar), Concentracién fosforo foliar
(Pfoliar), Concentraciéon potasio foliar (Kfoliar), Concentracién nitrégeno radical (Nraiz),
Concentracion de fésforo radical (Praiz), Concentracion potasio radical (K raiz).
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Figura Ill.7. (continuacién) Regresiones simples entre la supervivencia al final del primer aio
(para los ensayos 2002 y 2003) y las variables medidas en vivero (primera y segunda fase).
Ndmero de raices nuevas mayores de 3 cm, Longitud de raices nuevas mayores de 3 cm,
Concentracién de almidén foliar, Concentracién foliar de carbohidratos solubles (CHS foliar),
Concentracién radical de carbohidratos solubles (CHS raiz), Concentraciéon de almidén raiz.

Variable Modelo SC al F cC R? p
Altura S=41,44+2,34*H 4656,32 1 2044 0.71 050 | 0,0002
Didmetro S=35.48+11,69* D 4090,49 1 15.97 0.66 044 | 0,0007
ICD S= 64,48+21,56* ICD 204414 1 5.70 047 022 | 0,0269
IE S=17.35+14,69*1E 2442 65 1 7,22 051 026 | 0,0142
Psa/Psr S= 36,07+23,65* Psa/Psr 4680.96 1 20,66 0.71 0.50 | 0,0002
Pst S= 61,39+2,34* Pst 2842 41 1 8.92 0.55 0.30 | 0,0073
N foliar S=57.21+17 A3* N foliar 312951 1 10.44 0.58 0.34 | 0,0042
N radical S=569,29+22,79* N radical 2629.78 1 7.80 0.53 029 | 00116
P foliar S= 87.48+3,85* P foliar 130,13 1 0.29 0.11 000 | 05980
P radical S=75.46+3,91* P radical 61,032 1 0.13 0.08 0.01 0.7188
K foliar S= 69,19+1,63*K foliar 173.86 1 0.38 0.13 0.01 05421
K radical S= 54,97+6,03* K radical 1668.,08 1 442 042 0,18 | 0,0483
CHS foliar S= 22,05+0,48* CHS foliar 2031,67 1 5.66 046 022 | 0,0274
CHS radical | S=71,49+0,09* CHS radical 175,666 1 039 0.13 0,01 0.5400
Al foliar S=39.21+0,3* Al foliar 1705.17 1 4,54 043 0,18 | 00457
Al radical S= 60,34+0,13* Al radical 808,21 1 1.87 0.29 008 | 0,1879
Nprr S=59.,81+0,62* Nprr 367127 1 13.25 0,63 039 | 0,0016
Lprr S= 60,14+0,78* Lprr 3451,34 1 11.98 0,61 037 | 0,0025

Tabla 1ll.3. Modelos de regresion simple entre las variables medidas en vivero (medias por
tratamiento de la primera y segunda fase) y la supervivencia de las plantas tras el primer ano
(medias por tratamiento para el ensayo 2002 y 2003), (n: 22). Se muestra el modelo de regresion,
la suma de cuadrados (SC) grados de libertad (gl), el estadistico utilizado en el test (F),
coeficiente de correlacion entre las variables (CC),
significacion (p). Resaltado en negrita los modelos estadisticamente significativos (abreviaturas
segun Figura 111.7).
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3.3. Seguimiento morfolégico de las plantaciones
3.3.1. Altura
La altura de las plantas se incrementd a lo largo del periodo siguiendo la misma

tendencia que la observada para la supervivencia donde las plantas del cultivo
alternativo presentaron valores mds altos que las que incorporaron tierra de monte
(cultivo tradicional).

Las plantas que alcanzaron mayores alturas, en el ensayo 2002, fueron las de 1os
cultivos alternativos, con valores entre 39 y 57 cm y con una media de 48 (+ 2,6 cm)
(Figura 111.8) frente a los tradicionales que estuvieron entre 13 y 27 cm con una media
de 20 (= 2,6 cm). No se dieron diferencias significativas dentro de los cultivos
alternativos o fradicionales por o que unificando los fratamientos se ve mads clara la
evoluciéon de la altura de las plantas para los dos cultivos (Figura 111.9). En el ensayo
2003 la tendencia encontrada fue la misma, las plantas de los cultivos fradicionales

mostraron valores mads bajos (28-18 cm) que los alternativos (14-15 cm)
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El efecto de los distintos elementos de partida en la altura @ratamiento,

sustrato, fertilizacién y contenedor) se observa en la tabla lll.4. En el ensayo 2002 cada

elemento tuvo un efecto significativo en la altura de las plantas, mientras que en el

ensayo 2003 no se observaron diferencias entre fertilizacion ni entre contenedores. Al

comparar las dos plantaciones, vemos que las plantas del ensayo 2002 alcanzaron

alturas superiores que las del ensayo 2003 y esto se debe, por un lado a la diferente

altura de partida de las plantas de ambas plantaciones y por ofro a las diferencias

climdticas entre los dos afos, ya que si comparamos las tasas de crecimiento durante

los dos anos de seguimiento esta fue mayor en el primer ano que en el segundo.

Altura al F P

Ensayo 2002
Tratamiento 17 861 ok Tabla lll.4 Resultados de los tests ANOVA
Sustrato 3 24,61 ok aplicados a los datos de altura final de las
Ferfilizacion 2 26.90 oo plantas de los dos ensayos con tratamiento,
Contenedor 1 5.10 e sustrato, contenedor y fertilizacion como

Ensayo 2003 factores. :« (p<0,001), -« (p<0,01), « (p<0,05),
Tratamiento 9 1035 | *= | hs (0>0,09).
Sustrato 3 16.84 K
Fertilizacion 2 0.72 ns
Contenedor 1 3.46 ns
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3.3.2. La altura como cardcter predictivo de la supervivencia

Se establecié un modelo de prediccidn para la muerte o supervivencia de las
plantas en funcién de los distintos pardmetros, con la posibilidad de incorporar cada
variable paso a paso. Es decir, se comienza por incluir la variable que mas variacion
explica, y las siguientes variables sdlo se incorporan si aportan un aumento significativo
de la variaciéon explicada por el modelo. La variable que mejor resultd fue la altura. La
supervivencia por unidad experimental tras el primer verano en ambas plantaciones se
correlaciond positivamente con la altura inicial de las plantas en el campo (Figura
[1.10). Mediante un modelo de regresidon no lineal la altura inicial de las plantas
consiguid explicar el 70 % de la variacién encontrada en la supervivencia media por
unidad experimental tras el primer ano en el ensayo 2002 y un 68 % en el ensayo 2003,

mostrando en ambos casos un buen ajuste del modelo.

120 -
100 woos sos smusss _sesssse s
& . Figura I11.10.
80 P .
ko] Regresion no lineal entre
Q 60 | la supervivencia media
9 y altura inicial en campo
aZ> 0 | (Ensayo 2002).
o
)
<@ 20 |
O T T T T T T 1
o 5 10 15 20 25 30 35
Altura (cm)
Las ecuaciones para los modelos fueron:
(1) Ensayo 2002 Supervivencia: 0,98-2,01*0,784 Altura
(2) Ensayo 2003 Supervivencia: 0,98-1,86*0,83 Altura

Asi podriamos considerar la altura como una buena variable predictiva de la
supervivencia en las condiciones de estos ensayos. Por ejemplo utilizando el modelo,
una planta de 5 cm tendrd una supervivencia de un 38 % mientras que si la altura de la
planta aumenta 10 cm, alcanzando una altura de 15 cm, cabe esperar que la
supervivencia tras el primer verano aumente hasta un 93 %. Teniendo en cuenta que la
primera parte de la curva es casi lineal, la supervivencia de las plantas se

incrementaria en un 10 % por cada cm de mds que tuviera la planta en el momento
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de la plantaciéon (entre los primeros 5 y 10 cmes), asi plantas de menos de 3,5 cm

mostrardn una supervivencia nula en las condiciones de este estudio.

3.3.3. Diametro
El didmetro de las plantas mostré diferencias significativas entre tipos de cultivo

(Tradicional y Alternativo) aungue no dentro de los distintos tratamientos de cada tipo.
(Tabla 1I1.5). En el ensayo 2002 tanto la fertilizacidn como el contenedor tuvieron
influencia en el didmetro de las plantas, mientras que en el ensayo 2003 ninguno de
estos dos factores modificd el didmetro de las plantas. En ambos casos las plantas del
culfivo alternativo mostraron valores superiores, alcanzando 123 mm las alternativas
frente a 48 mm las tradicionales en el ensayo 2002 y 50 mm frente a 31
respectivamente en el ensayo 2003. En el ensayo 2002 las diferencias de vivero no sélo
se mantuvieron sino que se acentuaron a lo largo del periodo de estudio, Ia misma
tendencia fue observada el ensayo 2003 aunque en menor medida, siendo en ambos
casos mayor la tasa de crecimiento para las plantas del cultivo alternativo (Figura
.11).
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Didmetro gl F P
Ensayo 2002

Tratamiento 11 6,94 ok

Sustrato 3 20,47 ok

Fertilizacion 2060 oy Tabla lll.5 Resultados de los tests ANOVA

N

Contenedor 1 13.07 oo aplicados a los datos de didmetro final de

Ensayo 2003 las plantas de los dos ensayos con

tratamiento, sustrato contenedor y

f skekock

grucl;?or?éen’ro Z ;28;3 g fertilizacion como factores. . (p<0,001), =
Fertilizacién 2 O,éQ ns ®<0,0D), » (p<0,05), ns (p>0,05).
Contenedor 1 0,16 ns

3.4. Estado fenolbégico

Las plantas del cultivo alternativo alcanzaron antes el estado de madurez,
determinado por la presencia de yemas terminales maduras y de aciculas secundarias.
Tras 14 meses de plantacion sélo un 0,8 % (Ensayo 2002) y un 1,38 % (Ensayo 2003) de
las plantas del cultivo tradicional mostraron presencia de aciculas secundarias con
respecto a las plantas del cultivo alternativo (Figura 111.12) donde la media de plantas
que las presentaron fueron 21,3 % (Ensayo 2002) y 11,8 % (Ensayo 2003). Con respecto a
la presencia de yema terminal madura en el ensayo 2002, un 1,7 % de las plantas del
cultivo tradicional la presentaron a los 14 meses frente a un 41,3 % de las del cultivo
alternativo. Transcurrido el mismo tiempo en la segunda plantacién ninguna planta las

habia formado audn.
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Figura 111.12. Porcentaje de plantas de cada tratamiento con aciculas secundarias tras 14 meses
de la plantacion en el ensayo 2002 (grdfica izada.) y en tres fechas en el ensayo 2003 (dcha.).
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La diferencia encontrada entre ambas plantaciones se debe por un lado a las
diferencias de altura inicial de las plantas en ambos ensayos, siendo superiores las del
ensayo 2002, y a las condiciones climdticas entre los dos anos de medida, que
influyeron en el desarrollo fenolégico de las plantas, siendo el segundo ano mads
lluvioso y con temperaturas medias mds bajas. Sin embargo la diferencia entre

tratamientos se mantuvo.

3.5. Seguimiento fisioldgico del ensayo 2002 durante la sequia estival
3.5.1. Caracterizacion de las plantas

Con el fin de explicar las posibles variaciones que se pudieran encontrar en la
fisiologia de las plantas se realizaron algunas medidas para caracterizar las plantas de
los dos cultivos.

Los andilisis de nitrégeno foliar revelaron que las diferencias observadas a la
salida de vivero se habian diluido a lo largo del tiempo presentando todas las plantas
porcentajes similares de nitrégeno foliar, siendo ligeramente superiores para el cultivo
alternativo y con valores algo mds bajos que los presentados en el vivero (Tabla I11.6.).
No se dieron diferencias significativas en los carbohidratos solubles entre Ias plantas de
los diferentes cultivos y los valores fueron algo superiores a los obtenidos en la fase de
vivero tanto para las aciculas como para las raices. En relaciéon a los pigmentos, éstos
tampoco mostraron diferencias significativas entre los dos tipos de cultivos,

encontrdndose los valores obtenidos dentro de los rangos dados para coniferas.

Ensayo 2002 Cultivo Cultivo
Tradicional Alternativo
Nitrégeno foliar 104 +£0,14 1,19+0,12
CHS foliar 146,29 +16,81 176,75 + 8,61
Clorofila a 127 +0,12 1,60 +0,22
Clorofila b 051+0,04 0,73+0,11
Carotenoides totales 049 +0,03 0,59 +£ 008

Tabla 1ll.6. Concentracion foliar de Nitrogeno (%), Carbohidratos Solubles (CHS, mg g-! Ps), y
pigmentos (Clorofila a, b y Carotenoides totales, mg g! Ps) de las plantas de los cullivos
tradicional y alternativo al comienzo de las medidas de fisiologia en el ensayo 2002.

3.5.2. Condiciones climdticas de los dias de medida

Los tres dias en los que se redlizaron las medidas de fisiologia fueron claros
realizadndose las medidas a mediodia solar, donde el PPFD varié entre 1900-2100 umol
m? s, La temperatura media durante las medidas oscild entre 292 C y 382 C vy el
Déficit de Presion de Vapor (DPV) se mantuvo bastante alto, variando entre 32 y 5,9
kPa.
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3.5.3. Estado hidrico

Los potenciales hidricos a lo largo de los dias fueron cada vez menos negativos,

como se puede observar en la figura lll.13, presentando diferencias significativas entre

fechas y enfre fratamientos (Tabla IIl.7) y debiéndose éstas a las diferencias

encontradas en abril y junio, pero no en agosto. El valor méaximo alcanzado fue de -

1.2 MPa, que no es un valor excesivamente bajo como para considerar que las plantas

estuvieran bajo condiciones de estrés severo. Esto se vid confirmado con los datos del

contenido hidrico relativo de las plantas que no mostrd diferencias ni entre fechas ni

entre tratamientos, manteniéndose en general por encima del 80 %.
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Abril Junio

° 1]

-0,4
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-0,8

y (MPa)

-1,2 1

-1,6

de

su potencial

La altura las plantas se

correlaciond con hidrico
(Figura lIl.14). Para ello se utilizaron los datos
del dia donde las diferencias entre los dos
cultivos fueron mds marcadas. Cuanto mads
altas fueron las plantas mejor estuvieron
hidricamente, lo que sostiene nuestra
hipotesis de que las plantas mds grandes
tienen una ventaja frente a condiciones
estresantes como puede ser este dia de

medida con un alto DPV (3,96 kPa).

Figura 1I.13. Evolucién del contenido
hidrico relativo (RWC, grdfica superior) y
del potencial hidrico a mediodia (grdfica
inferior) y, en los tres dias de medida para
las plantas de los cultivos tradicional
(barras claras) y alternativo (barras
oscuras). Los asteriscos indican diferencias
significativas entre cultivos_:: (p<0,01).
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Figura llIl.14. Relacioén entre el potencial
hidrico vy la altura de las plantas en Abril.
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3.5.4. Intercambio gaseoso

Tanto la fotosintesis (A) como la tfranspiraciéon (E) y la conductancia estomdtica

(gs) fueron disminuyendo a lo largo del tiempo y presentaron diferencias significativas

entre fechas (Tabla Il.7) presentando los valores mds altos el primer dia de medida

(Figura 1I1.15). Aungue los valores obtenidos no mostraron diferencias significativas entre

cultivos en general, al separar por fechas si dan diferencias significativas entre ellos,

observdndose una tendencia de las plantas del cultivo alternativo a mostrar valores

mads altos en estos tres pardmetros.

mmol H,0 m2s-! pmol CO2m=2 s

mmol H,0 m?s

12

10

A -

l1.

gs

da

Abril

Junio Agosto

Figura I11.15. Evolucién de la Fotosintesis neta
(A), Transpiracion (E) y conductancia
estomdtica (gs) de las plantas de los cultivos
tradicional (barras claras) y alternativo (barras
oscuras) durante los dias de medida. Se
muestran las medias y los errores estdndar.
Los asteriscos indican diferencias
significativas entre cultivos_ : (p<0,05).

Si observamos la eficiencia en el uso del agua intrinseca (A/gs) no enconframos

diferencias significativas entre fechas ni entre fratamientos mientras que la eficiencia

en el uso del agua instantdnea (A/E) si las mostrdé entre fechas (Tabla 111.7). Ambas

fueron disminuyendo a lo largo del verano, aunque para el cultivo tradicional parece

darse una ligera recuperacion en agosto.
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Figura lIl.16. Eficiencia en el uso del agua intrinseca (A/gs) e instantdnea (A/E) de las plantas de
los cultivos tradicional (barras claras) y alternativo (barras oscuras) durante los dias de medida.
Se muestran las medias y los errores.

3.5.5. Fluorescencia de Ia clorofila
La medida de FvFm de las plantas, tras 24 horas a saturacién en oscuridad, no
mostré diferencias significativas entre fechas ni entre fratamientos y en todos los casos

se mantuvo por encima del valor de 0,75 (datos no mostrados).
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Figura .17. Evolucion del
1 * * rendimiento cudntico del fotosistema
dos (PPSIl), transporte electrénico
0,8 1 (ETR), quenching fotoquimico (qgP),
a quenching no fotoquimico (NPQ) y
%O’S 1 exceso de luz (rePPFD) a mediodia
o4 | en los tres dias de medida para las
’ plantas del cultivo tradicional (barras
02 | claras) y alternativo (barras oscuras).
Se muestran las medias y los errores.
0 : ‘ Los asteriscos indican diferencias
Abril Junio Agosto significativas entre cultivos_ : (p<0,05).
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A medida que avanzd el verano se registrdé un descenso tanto en el transporte
electrénico (ETR) (Figura lll. 17) como en el rendimiento cudntico del fotosistema I
(PPSlI), presentando diferencias significativas entre los distintos dias de medida (Tabla
l11.7). Los datos mostraron diferencias significativas entre cultivos para los pardmetros de
ETR, PSIl, gPy rePPFD.

La medida realizada en abril fue la que valores mds altos aportd para todos los
pardmetros excepto para el rePPFD, y no mostrd diferencias significativas entre cultivos,
para ninguno de los pardmetros estudiados. En junio y agosto las diferencias entre
cultivos fueron mds marcadas presentando diferencias significativas y mostrando los
valores mds altos las plantas del cultivo alternativo excepto para el NPQ vy el rePPFD,
que se dieron en las plantas del cultivo tradicional.

La relaciéon entre ETR y A (Figura 111.18) nos da una idea de qué cantidad de
electrones estd siendo utilizada en otfros procesos complementarios a la fotosintesis,
como puede ser la formacién de anidn superdxido, fotorrespiracion, etc. La evolucion
de este pardmetro se muestra en la figura .18, en ella se observa cémo va
aumentando a lo largo del tiempo para los dos tratamientos mostrando diferencias

débilmente significativas entre ellos en el mes de Agosto (Tabla Il1.7).

140
120 ETR/A Figura lll.18. Relacién entre ETR y A en los tres dias
100 1 * de medida para las plantas del cultivo tradicional
80 A (barras negras) y alternativo (barras blancas). Se
60 | muestran las medias y los errores. Los asteriscos
indican diferencias significativas entre cultivos,
401 + (p<0,05).
gl
0 :
Abril Junio Agosto
Fecha (g=2) Tratamiento (gl =1) FxT (9l=2)
F [¢] F P F P
RWC 441 * 0,96 ns 2,38 ns
Yy 3843 ok 23.35 ook 4,26 *
A 34,04 ok 0,60 ns 0,06 ns
E 12,72 ok 0.86 ns 0,11 ns
gs 11.80 o 0,61 ns 0.28 ns
A/gs 3.56 ns 1.56 ns 0,77 ns
A/E 14,65 ok 1.29 ns 1.01 ns
¢ PSII 19.43 ok 14,98 o 5,04 *
ETR 24,08 ok 14,62 o 4,62 *
NPQ 3,93 ns 2,73 ns 1.15 ns
qP 43,72 ok 16.71 o 8,81 o
rePPFD 23,90 ek 12.43 o 6.81 o
ETR /A 3.39 ns 6.31 o 4,59 o

Tabla lll.7. Resultado del test ANOVA con fecha, tratamiento y su interacciéon como factores
aplicado a los datos de los distintos pardmetros de fisiologia medidos. .« (p<0,001), -« (p<0,01),
« (p<0,05), ns (p> 0,05).
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3.5.6. Levantamiento de las plantas

Tal y como se describid en la seccidn de material y métodos, una vez
terminadas las medidas de fisiologia se procedié al levantamiento de las plantas que
habian sido utilizadas para realizar dichas medidas. Todos los pardmetros mostraron
diferencias significativas entre cultivos. Las plantas del cultivo alternativo fueron
aproximadamente el doble de altas que las tradicionales (Tabla 1.8), con una
biomasa total 4,5 veces superior a las del cultivo tradicional. Debido a la pedregosidad
del terreno no fue posible extraer la raiz principal completa, pudiendo llegar hasta
aproximadamente 80 cm de profundidad, donde se podia intuir que la raiz principal
de las plantas del cultivo fradicional no llegaba mucho mds abagjo (observaciones
personales). Asimismo el didmetro fue considerablemente menor para las plantas del
cultivo tradicional (ver foto 9 del Anexo fotografico). Aungue la raiz no se pudo extraer
completa, se observan claras diferencias en la biomasa subterrdnea, presentando las
plantas del cultivo alternativo casi 5,5 veces mds biomasa que las del cultivo

tradicional (Tabla 111.8 y Figura 111.19).

Tabla 11.8.
Pardmetros Morfolégicos Tradicional Alternativo Resultados de los
Altura (cm) 55,8 + 3,86 100 + 4,46 parg":?fr_os g

. . moriologicos y de

_ Longitud raiz (crn) 57 6,61 61+8,14 biomasa para las

Didmetro cuello raiz (mm) 191.8 +21,47 282 £ 54,26 plantas del cultivo

N2 Yemas 24 +0,87 8+0,83 Tradicional y

Biomasa Raiz (g) 40,7 + 8,64 2159 + 50,52 Alteativo de las

Bi Tallo (g) 37 +7.64 197.9 + 50,02 plantas del

lomasa 1a 9 = e levantamiento.
Biomasa Ramas (g) 2,7+052 20,7 £6,75
Biomasa Ac. Secundarias (g) | 50,6 + 13,73 192,7 +27,7
Biomasa Ac. Primarias (g) 15+4,81 344 +£2,.39
Biomasa Total (g) 1462 £26,21 6618 £117,14

100 cm
50cm
Figura 1ll.19. Esquema de la
morfologia de las plantas de
los dos cultivos en el momento
del levantamietno.
50 cm
Tradicional Alternativo
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4. DISCUSION

La calidad planta, tal y como ya se indicd en el capitulo anterior, se define
como ‘“la capacidad para alcanzar unas expectativas de supervivencia y crecimiento
en una estacion particular” (Duryea, 1985). Es por tanto, la supervivencia, un
pardmetro fundamental para la evaluacion final de la calidad de un lote de plantas.
Como cabria esperar, la supervivencia del conjunto de las plantas disminuyd
paulatinamente a lo largo del periodo de estudio produciéndose el mayor ndmero de
muertes durante los primeros meses y el verano. La supervivencia media de las
plantaciones tras el primer anho en campo fue de un 86 % en el ensayo 2002 y de un 76
% en el ensayo 2003, bajando a un 83 % tfras el segundo ano en el primer ensayo. Se
confirmd que el método de cultivo tuvo una influencia significativa en la supervivencia
de las plantas. Las plantas del cultivo fradicional mostraron menores supervivencias,
alcanzaron menores alturas y didmetros y mostraron un desarrollo fenolégico mds
tardio. Las plantas del cultivo alternativo en su conjunto mostraron tasas de
supervivencia de un 9 5% en el ensayo 2002 y de un 84 % en el ensayo 2003, frente a las
del cultivo ftradicional que alcanzaron un 67 % y 32 % de supervivencia,
respectivamente. Asimismo no se encontraron diferencias significativas entre los
diferentes tratamientos dentro de los cultivos.

El pino canario se caracteriza por presentar aciculas de dos tipos, primarias y
secundarias (Ceballos y Ortuno, 1976, Climent et al.,, 2006a). En esta especie se dan
periodos de coexistencia de ambos tipos de aciculas que varian segun las zonas de
cultivo o plantaciéon y de la procedencia de las plantas, produciéndose el cambio de
fase de estado juvenil a adulto el momento en el que comienzan a formarse las
aciculas secundarias junto con la formacién de la yema terminal madura (Climent et
al.,, 2006a). El desarrollo fenoldgico fue claramente diferente entre los dos tipos de
cultivo. Las plantas del cultivo alternativo, con un mayor porte desarrollaron antes las
nuevas aciculas y las yemas terminales maduras. Parece existir una altura umbral para
el pino canario (43 cm) a partir de la cual se produce el cambio de fase (Climent et al.,
2006a). Tanto las plantas del cultivo tradicional como las del alternativo presentaron
alturas cercanas a este valor umbral, en el momento del cambio de fase. El hecho de
alcanzar antes el estado de madurez, es una ventaja que puede conferir a la planta
una mayor resistencia frente a posibles factores de estrés durante la fase de
establecimiento en el campo, ya que es en el estadio de pldntula donde las especies

pueden ser particularmente sensibles a un estrés determinado (Valladares et al., 2004).

4.1. Efecto del contenedor

Aungue son numerosos los trabajos que relacionan las caracteristicas de los

contenedores con el desarrollo de las plantas en el campo (Brisette et al., 1991;
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Dominguez-Lerena et al., 2000, 2006; Villar-Salvador et al., 2001b; Aphalo y Rikala, 2003;
Chirino ef al., 2005; South et al., 2005; Trubat et al., 2005; Serrada, 2005) las diferencias
encontradas entre contenedores en las fases de cultivo de la planta en vivero no se
reflejaron en la supervivencia de las mismas en el campo. Por tanto, puede afirmarse
que ambos son igualmente adecuados para el cultivo, coincidiendo el volumen de
ambos con las recomendaciones para pinos mediterrdneos en Espana, un minimo de
300 cm3 (Villar-Salvador, 2003). Sin embargo, en los cultivos tradicionales en el ensayo
2002, se aprecid una mayor supervivencia en el contenedor Super-Leach. Este
resultado se explica por la mayor facilidad de extraccidn de la planta en los alveolos
individuales, mientras que la extraccidn de los contenedores en bloque es dificil con

plantas como éstas, de escaso desarrollo radical.

4.2. Efecto del sustrato y fertilizacion

La incorporacion de elementos inertes al sustrato puede mejorar las
propiedades fisicas de éste e influir positivamente en el desarrollo de la raiz (Rose et al.,
1995). Los elementos inertes empleados en la elaboracién de los sustratos (picén,
vermiculita y perlita) no tuvieron influencia significativa en los pardmetros estudiados
(supervivencia, altura y didmetro). Este resultado era de esperar ya que en la fase de
vivero tampoco aportaron un aumento significativo a la calidad de las plantas. Puede
que la adicién de estos elementos favoreciera el desarrollo radical, ya que las plantas
de los cultivos tradicionales presentaron un desarrollo radical mucho menor, pero
debido al diseho experimental no se puede separar este efecto del producido por la
fertilizacién, que ejerce un efecto mucho mds notable en la morfologia de la planta.
Aunque casi no hay estudios realizados sobre la influencia de los elementos inertes en
la calidad de planta, Jacobs ef al. (2003) no encontraron ninguna relacién positiva
entre la adiciébn de vermiculita y perlita y la morfologia de las plantas, aunque
tampoco se detectaron efectos negativos.

Todos los valores de nutrientes y carbohidratos no estructurales obtenidos para
los diferentes tratamientos se encontraron dentro de los rangos dados para coniferas
(Duryea y McClain, 1984; Puttonen, 1986; Oliet, 1999) aungue no resultaron buenos
pardmetros para discriminar entre tratamientos.

Si bien es notable la diferencia entre las plantas no fertilizadas y las fertilizadas el
aumento del aporte de fertilizante de liberacion lenta de 4 a 7 g I (en la primera fase)
no conllevé una mayor supervivencia, tampoco la altura mostré mucha variaciéon
entre estas dosis por lo que no parece justificado el aumento de 4 a 7 g I'l. La
sustitucion del Osmocote por el fertilizante aplicado al agua de riego fampoco aportd
una mayor calidad a la planta ni repercutid en una mejor respuesta de esta en el

campo. La principal hipdtesis que se pretendia contrastar es si los nutrientes minerales
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presentes en la tierra de monte podian conducir a una calidad de planta comparable
a la de los tratamientos fertilizados y la conclusidén es bastante clara a favor de la
aplicaciéon de fertilizantes a los sustratos, ya que los naturales no aportan los nutrientes
necesarios, en las condiciones de este estudio. Aun asi es necesaria una investigacion
mads profunda en relacién con los efectos de la fertilizacion y la interaccidn entre los

distinfos nutrientes.

4.3. Relacién entre los pardmetros de calidad de planta en vivero y el comportamiento

en campo

Los pardmetros morfoldgicos medidos en vivero se correlacionaron en mayor o
menor medida con la supervivencia de las plantas en el campo, aunque las
correlaciones de algunos de ellos fueron débilmente significativas. A medida que
aumentd la altura, didmetro, ICD, IE, Psa/Psr y Pst de las plantas los porcentajes de
supervivencia fueron mayores, apoyando la tendencia actual, cada vez mds
generalizada de que las plantas grandes tienen mayores expectativas de
supervivencia en el campo (Thompson, 1985; Mexal y Landis, 1990; McGrath y Duryea
1994; Cortina et al., 1997; Oliet et al., 1997; South, 2000; Villar-Salvador, 2003; Villar-
Salvador et al., 2000, 2001a, 2004; Puértolas et al., 2003; Del Campo, 2002; Luis et al.,
2004a, Navarro y Del Campo, 2004).

En las condiciones de este estudio cuanto mayor fue la altura de las plantas,
mayor fue su supervivencia. La supervivencia de las plantas tras el primer ano de
plantacién y la altura inicial por unidad experimental presentaron una correlacion
positiva y fuertemente significativa. Esta relacién positiva concuerda con numerosos
estudios realizados, tanto en especies no mediterrdneas (Thompson, 1985; Mexal y
Landis, 1990; McGrath y Duryea, 1994; South, 2000), como en especies de pinos
mediterrdneos como P. pinea, P. halepensis, P. pinastery P. canariensis (Cortina et al.,
1997; Oliet et al., 1997, Villar-Salvador et al., 2000, 2001a; Puértolas et al., 2003; Luis ef al.,
2004a) o en otras especies mediterrdneas como Olea europaea, Ceratonia siliqua y
Quercus ilex, (Del Campo, 2002; Navarro y del Campo, 2004; Villar-Salvador et al.,
2004). Aunque también hay estudios en plantas de ambientes mediterrdneos donde
no se ha encontrado relacién entre la altura y la supervivencia, e incluso alguno en
condiciones de aridez donde se han encontrado relaciones negativas entre estos dos
factores (Trubat et al., 2003), en las condiciones de este estudio la altura, junto con la
relacién Psa/Psr resultaron los mejores pardmetros para predecir la supervivencia de las
plantas en el campo, aunque debido la mayor facilidad de medicidén de la primera y
del buen ajuste mostrado por el modelo de prediccidn, se propone la altura como la

mads idéneaq.
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Aunque Gil y Pardos (1997) establecen que valores superiores a 3 de Psa/Psr son
inaceptables para el paso a campo, en las condiciones de este estudio los
tfratamientos que superaron dicho valor, plantas mds altas y con mayor biomasa aérea,
presentaron las tasas mds altas de supervivencia. La altura, no sélo se correlaciond con
la supervivencia, sino también con el potencial hidrico de las plantas a mediodia,
rechazando asi la creencia general que sostiene que una menor parte aérea es
beneficiosa frente a episodios de sequia estival.

Los estudios, cada vez mas frecuentes, que relacionan los pardmetros de vivero
con la respuesta en campo de las plantas hacen necesaria, en muchas ocasiones,
una revision de la actual normativa de calidad, como ocurre en el caso del pino
canario, donde la altura mdxima deberia aumentarse, ya que se han observado
buenas repuestas en campo con alturas superiores a las permitidas. En otros paises,
como en EEUU esta normativa se ha ido modificando durante los dltimos 30 anos,
donde por ejemplo para el caso de Pinus palustris se producia planta de entre 1,9-3,6
mm de didmetro y los resultados de mdltiples estudios han ido aumentando este rango
hasta los 10-11 mm de didmetro que producen los viveros en la actualidad (South et al.,
2005).

Hay pocos frabajos en los que se hayan obtenido buenas correlaciones entre
los nutrientes medidos en vivero y la respuesta de las plantas en el campo, ya que en
la mayoria de los casos las diferencias de vivero se diluyen, como en este caso, y
ademds no hay mucha variabilidad dentro de la supervivencia. El nutriente que mds se
correlaciond con la supervivencia en campo fue la concentracion de nitrégeno foliar,
concordando con los frabagjos realizados con especies mediterrdneas como Pinus
halepensis, P. pinea y Quercus ilex (Oliet et al., 1997, 2005; Valdecantos ef al., 2006).

Con relacién a los test aplicados, a medida que aumentd el nimero de raices
nuevas producidas en el test de regeneracioén radical, asi como la longitud de las
mismas, aumento la supervivencia de las plantas. Muchos autores estiman un rango de
5-10 raices nuevas de mas de 0,5 o 1 cm asociados a porcentgjes de supervivencia
adecuados en repoblaciones (Burdett et al., 1983; Simpson et al., 1994; Grossnickle et
al., 1995; Ferndndez y Royo, 1998; Grossnickle, 2000). Oliet et al. (2003) determinaron
que plantas con valores del test de regeneracion radical en Pinus halepensis de mdas
de 17 raices mayores de 1 cm mostraron porcentajes de supervivencia cercanos al 80
%. En las condiciones de este estudio plantas con mds de 25 raices nuevas (Nrn)
presentaron tasas de supervivencias superiores al 80 %.

En relacién a la micorrizacién, las plantas de la primera fase de cultivo que
presentaron micorrizas en vivero fueron las del cultivo tradicional, y no les supuso
ninguna ventaja con respecto a la supervivencia en campo, probablemente porque

fueron desplazadas por otras del lugar de plantaciéon. En la segunda fase todas
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presentaron micorrizas de vivero, por o que no se puede establecer que les haya
aportado o no ventaja en relacidén con la supervivencia, aungque comparando las
tasas de supervivencia, éstas fueron mds bajas en el ensayo 2003, probablemente

debido a las condiciones climdticas.

4.4. Estado fisiolégico de las plantas durante la sequia estival

El seguimiento de la fisiologia de las plantas durante el periodo de sequia estival
puso de manifiesto que las plantas que consiguieron superar los dos primeros anos en
la plantaciéon estdn bastante bien adaptadas y no se ven muy afectadas por la baja
disponibilidad de agua en el suelo durante el verano.

Los datos de RWC fueron bastante altos, siempre por encima del 80 %,
mostrando las plantas un buen estado hidrico, ya que se considera que empieza a
haber un estrés hidrico importante cuando este valor es inferior a un 70 % (Cornic y
Massacci, 1996; Chaves y Oliveira, 2004).

Uno de los pardmetros mds comunmente utilizados para evaluar el estrés
hidrico es el potencial hidrico (Flexas et al., 2004). El potencial hidrico tampoco alcanzé
valores muy negativos, maxime considerando que fue medido a mediodia solar y
cuanta mayor altura presentaron las plantas mejor estuvieron hidricamente, lo que
sostiene nuestra hipodtesis de que las plantas mds grandes tienen una ventaja sobre las
mds pequenas. Sorprendentemente el potencial hidrico de mediodia de las plantas
fue disminuyendo, o haciéndose menos negativo, a medida que avanzd el verano a
pesar de la ausencia de precipitaciones. Las nieblas matutinas que se dieron en varias
ocasiones en la zona de estudio durante los dias de medida pudieron originar la
rehidratacion de los tejidos aéreos provocando una disminucidn en el potencial hidrico
(Waisel, 1958; Boucher et al., 1995; Munné-Bosch y Alegre, 1999).

El descenso de A y de E se debid a un cierre estomdtico, inducido por un
descenso en la disponibilidad de agua en el suelo a medida que avanzd la sequia
estival, ya que durante todo el periodo de medida no se registraron precipitaciones en
la zona de estudio. Varios trabajos han demostrado que el cierre estomdatico es el
principal causante del descenso de la fotosintesis en condiciones de sequia moderada
en el suelo (Chaves ef al, 2002, 2003) algunos autores citan la conductancia
estomdtica como un pardmetro mads fiable que el potencial hidrico para detectar un
posible estrés moderado debido a la sequia (Chaves y Oliveira, 2004; Medrano et al.,
2002), tal y como ocurridé en este ensayo, donde no se detectd una sequia severa que
afectara a las plantas. Este descenso en las tasas de A y E también pudo ser
ocasionado por la acumulacidn de gotas de agua en las aciculas, como
consecuencia de nieblas matutinas, que pueden provocar una reduccién en la

conductancia estomdatica (Slatyer, 1960; Ishibashi y Terashima, 1995), sin embargo no lo
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explica completamente, ya que las plantas del cultivo fradicional mostraron un
descenso mds pronunciado. En agosto, las diferencias de potencial entre tratamientos
desaparecieron, aunque las diferencias en intercambio gaseoso y fluorescencia
aumentaron. Este hecho sugiere que la rehidratacion de los tejidos influyd en el
potencial hidrico, pero no afecté a la tasas de intercambio gaseoso. Se ha
encontrado que bajo condiciones mediterrdneas, el rocio mejora el estado hidrico en
plantas estresadas, pero no las tasas de fotosintesis. La recuperacion de las tasas
fotosintéticas tras fendmenos de estrés hidrico puede tardar algunos dias, hasta
semanas, incluso cuando las plantas presentan un buen estado hidrico (Harley ef al.,
1987; Munné-Bosch y Alegre, 2000; Nogués y Alegre, 2002). Aungue los fendmenos de
niebla fueron mas intensos con el avance del verano, estos fueron intermitentes, lo que
no hace esperar una completa recuperacion de la fotosintesis. En cualquier caso la
estrecha relaciéon entre el potencial hidrico y la altura de las plantas en abril (donde no
hubo influencia de las nieblas) confirma la hipdtesis de que la altura inicial de las
plantas fiene una fuerte influencia en el estado hidrico de las mismas.

La eficiencia intrinseca en el uso del agua parece mostrar que las plantas del
cultivo tradicional pudieran ser algo mas eficientes a tasas bajas de gs, presentando
las plantas del cultivo alternativo una estrategia con respecto al manejo del agua algo
mads arriesgada, ya que son mas eficientes a tasas altas de gs, pero que tal y como se
observa en la supervivencia de este lote de plantas resulta ser mds efectiva. Este tipo
de estrategias menos conservadoras pueden ser muy Utiles por ejemplo tras lluvias de
corta duracién localizadas (Vilagrosa et al., 2003) donde aprovechar esa escasa agua
puede suponer la supervivencia de la planta para lo que queda del periodo estival
(Valladares ef al., 2004). Con respecto al comportamiento de ambos cultivos, aunque
no se dieron diferencias significativas en todos los dias de medida, se observd que el
cultivo alternativo mostrd tasas algo superiores para A, probablemente debido a una
mayor concentracion de pigmentos fotosintéticos y a la fertilizacién nitrogenada,
donde las plantas del cultivo alternativo mostraron valores ligeramente superiores de
nitrdgeno foliar. La concentracién de nitrdgeno en hojas estd relacionada con la
capacidad de recuperacion de la actividad tras la plantacion, a fravés de una mayor
eficiencia fotosintética de las hojas ricas en este elemento (Folk ef al., 1996). En varios
frabajos con especies mediterrdneas se obtienen buenas relaciones entre mayores tasas
de fotosintesis en plantas con mayor concentracion de nitrdgeno en sus tejidos (Hormilla
et al., 1997; Jose et al., 2003; Planelles, 2004).

Con respecto a las medidas de fluorescencia de la clorofila, la medida de
Fv/Fm (tras 24 horas a saturacion y en oscuridad) se mantuvo por encima del valor de
0,75, valor este establecido para plantas que no sufren estrés (Bolhdr-Nordernkampf y

Oquist, 1993), indicando que no se dieron dafos permanentes por estrés en ninguno

95



Seguimiento-enw Campo-

de los casos. Las medidas de fluorescencia de la clorofila fueron las mds sensibles para
detectar las diferencias entre cultivos. El descenso estacional en los pardmetros
medidos a mediodia fue debido al cierre estomatico originado por un aumento de la
sequia eddfica. La consiguiente reduccién de CO:2 disponible, como consecuencia de
dicho cierre, ocasioné una merma en el ETR (Genty et al., 1998; Loreto et al., 1995;
Flexas et al., 2004). Las plantas del cultivo alternativo mostraron valores mds altos para
todos los pardmetros estudiados, excepto para el quenching no fotoguimico (NPQ) y
para el exceso de luz (rePPFD). Estos valores mds altos de NPQ y rePPDF registrados
para las plantas del cultivo tradicional indican que estdn disipando mayor energia en
forma de calor que las plantas del cultivo alternativo, debido a que éstas Ultimas
estdn usando la energia en el fransporte electrénico, que es mayor en este cultivo, y
en consecuencia en la fotosintesis (mayor gP) por lo que disipan menos energia
(menor NPQ) (Demmig-Adams y Adams lll, 1996; Demmig-Adams et al., 1996).

El descenso estacional de la relacidon ETR/A lo largo del tiempo se debié a que
al disminuir la tasa de fotosintesis, como consecuencia del descenso en la
conductancia estomdtica, los electrones se dirigen hacia otros sumideros que no son
la fijaciéon de CO2, como puede ser la formacién del anidn superéxido o una mayor
fotorrespiracién ya que cuanto mds alta es esta relaciéon mayor es la cantidad de
electrones que se dirigen hacia otfros sumideros (Krall y Edwars, 1992; Medrano et al.,
2002).

5. CONCLUSIONES

La supervivencia de las plantas fue disminuyendo a lo largo del periodo de
estudio y estuvo totalmente influida por el tipo de cultivo, presentando siempre una
mayor supervivencia, mayor desarrollo tanto morfoldgico como fenoldgico y un mejor
estado fisioldgico las plantas del cultivo alternativo, que supieron adaptar su fisiologia
a las condiciones menos propicias, quedando demostrado que la cantidad de
nutrientes aportados en la tierra de monte no es comparable a la aportada con la
fertilizacién, produciendo plantas de menor calidad.

Los resultados obtenidos refuerzan la conclusidon obtenida en la fase de vivero,
donde se propuso para el cultivo de pino canario de una savia contenedores de
volumen minimo de 300 cm3 utilizando sustratos formados por mezclas furbas
fertilizadas y materiales inertes.

Dentro de los pardmetros morfolégicos medidos en vivero, la altura y la relacién
Psa/Psr fueron los que mads informacién aportaron acerca de la calidad de la planta
por mostrar las mejores correlaciones con la supervivencia,

Con respecto a la altura maéxima permitida para el paso a campo de pino

canario de una savia, proponemaos revisar la normativa de calidad en cuanto a los
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pardmetros de altura mdaxima legal permitida para esta especie y ampliar este mdaximo,
actualmente de 25 cm, ya que como se ha demostrado a mayor altura inicial se
alcanzan mayores tasas de supervivencia.

Con respecto a los pardmetros fisioldgicos determinamos la concentracion de
nitrégeno foliar como la variable de mayor potencial predictivo del posterior desarrollo
y supervivencia de la planta en el campo. El potencial de regeneracion de la raiz,
dentro de los test de respuesta, fue el que aporté mayor informaciéon sobre el estado
en que se encontraban las plantas antes del paso a campo.

La respuesta fisioldgica de las plantas en el campo, fue variable y dependiente
de las condiciones ambientales, pero en general las plantas del cultivo alternativo
mostraron mayores tasas fotosintéticas. Las plantas del cultivo alternativo parecieron
seguir una estrategia mds arriesgada, reaccionando mejor que las plantas del cultivo
tfradicional a medida que las condiciones de estrés eran mds severas. Las medidas
conductancia estomdtica resultaron mejor pardmetro que el potencial hidrico para
detectar los fendbmenos de estrés hidrico debidos a la sequia eddfica. Asimismo, las
medidas de fluorescencia de la clorofila fueron las que mds informaciéon
proporcionaron a la hora de discriminar entre los distintos tipos de cultivo.

Después de evaluar todos los pardmetros medidos y las correlaciones entre
ellos, en las condiciones de este estudio queda clara la influencia de la altura inicial de
la planta tanto en la supervivencia, como se ha venido demostrando en diversas
especies mediterrdneas, como en su estado fisioldgico y en su capacidad de
respuesta-adaptacion a las condiciones estresantes del verano, principal causa de

mortalidad de las repoblaciones en zona seca de pino canario.
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1. INTRODUCCION

La caracteristica climdatica que define a los ecosistemnas mediterrdneos es la
estacionalidad con la existencia de un periodo de baja disponibilidad hidrica y altas
temperaturas, por lo que para que las plantas puedan sobrevivir en el campo deben
ser lo mas resistentes posible a estos dos factores o tener la capacidad de modificar su
morfologia y fisiologia para adaptarse a dichos periodos.

La disponibilidad hidrica estd considerada como el principal factor que afecta
a la actividad de las plantas en ecosistemas mediterrdneos (Di Castri et al., 1981;
Blondel y Aronson, 1990) principalmente durante el primer ano de plantacién, que es
cuando la mortalidad de las plantas suele ser mayor (Vilagrosa ef al., 1997; Vallejo y
Alloza, 1998; Villar-Salvador, 2003). Este déficit hidrico afecta prdcticamente a todos los
aspectos del desarrollo de las plantas, siendo quizds, el factor mds importante
implicado en la reduccién del crecimiento (Boyer, 1982; Chaves et al., 2003). Como se
ha ido indicando en los capitulos anteriores y se verd en los siguientes, el cultivo de la
planta en vivero modifica la morfologia de la planta y como consecuencia su fisiologia,
pudiéndola hacer mads resistente a fendmenos de estrés hidrico, aungue esto signifique
que pueda presentar tasas de crecimiento mds bajas, por lo que a la hora de obtener
plantas en vivero se ha de conseguir que presenten un buen equiilibrio entre la tasa de
crecimiento y la resistencia a la sequia.

Ademds de esta reduccidn de crecimiento, sinftomas del estrés hidrico son,
entre otros, caida del potencial hidrico y del turgor, cierre estomdtico y como
consecuencia de éste, reduccion de la fototosintesis (Fliexas et al., 2004), asi como la
reduccion de nitratos (Correia et al, 2005), produciéndose también bajo estas
condiciones especies reactivas de oxigeno (Reddy et al., 2004) que pueden producir
danos en las plantas comprometiendo su supervivencia.

Las plantas, para enfrentarse a este tipo de estrés, muestran distintas estrategias
(Larcher, 1995) desarrollando mecanismos que hacen a las plantas evitadoras o
tolerantes a dicho estrés, y que varian en funcidn de la especie, condiciones
ambientales o del estado de desarrollo de la planta (Valladares et al., 2004). Las
coniferas, en general, presentan estrategias evitadoras del estrés hidrico, y el pino
canario en particular, ha sido catalogado como evitador presentando
comportamiento isohidrico, o ahorrador de agua, (Morales et al., 1999) debido a la
morfologia que presenta su sistema radical con una raiz muy profunda y fuertemente
pivotante y al alto control estomdatico que muestra en situaciones de estrés hidrico,
manteniendo alto su contenido hidrico relativo y su potencial hidrico (Morales et al.,
1999; Peters, 2001).

En su proceso de adaptaciéon al medio y dependiendo de la estrategia que

presentan para resistir estos periodos de estrés, las plantas han desarrollado distintos
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procesos para adaptarse a ellos: modificando su superficie foliar; variondo la
distribucién de biomasa y con ella la relaciéon tallo: raizz  a través de fendmenos
fisioldgicos de aclimatacion como pueden ser dajustes osmoéticos mediante la
acumulacién de osmolitos como los carbohidratos solubles y la prolina (Morgan, 1984;
Colombo, 1987; Vivin et al., 1996); formacién de sustancias anfioxidantes; variaciones
de la conductancia hidrdulica (Tyree y Ewers, 1991; Menzier et al., 1995; Sperry, 2000);
modificaciones en la conductancia estomdtica, etc.. (Cregg, 1994; Valladares et al.,
2004, Breda et al., 2006).

El primer sinfoma que podemos detectar en las coniferas cuando se ven
sometidas a estas condiciones restrictivas de agua en el suelo, es la disminucién de la
tasa transpiratoria, producida por un descenso en la conductancia estomdtica. Este
cierre estomatico origina una disminucién en la absorciéon de COz, y por tanto de la
fotosintesis (Chaves, 1991; Cornic, 1994; Lawlor, 1995; Bota ef al., 2002, Breda, ef al.,
2006). La importancia de poder cuantificar la transpiracion ha hecho que se
desarrollen numerosos métodos para medirla, no sélo a nivel de hoja, como lo son las
medidas realizadas con el IRGA, sino fambién a nivel de ramas y planta entera, ya sea
juveniles o adultos mediante medidas de flujo de savia (Cermdk et al., 1973, 1982, 1991,
Kucera et al., 1977; Sakuratani, 1981; Granier, 1985; Swanson, 1967, 1994) para luego
poder extrapolar también esas medidas a nivel de bosque (Jiménez et al., 1996; Wieser
et al., 2002; Luis et al., 2005a0). Estas medidas de transpiracién a nivel de planta enteraq,
nos proporcionan informacién continua y exacta acerca del comportamiento global
de la planta, siendo asi una herramienta muy Util para evaluar los efectos de la sequia.

La resistencia a las altas temperaturas, junto con la resistencia al estrés hidrico,
es otfro factor muy importante, sobre todo en periodos de baja disponibilidad de agua
en el suelo y/o alta demanda evaporativa, en ellos, las plantas suelen reducir la
conductancia estomdtica, con lo cual el principal mecanismo de regulacién de la
temperatura a través de la transpiracion de la planta estd muy reducido, incluso
inactivo, y es entonces cuando un aumento de las temperaturas puede provocar
mayores danos (Breda et al., 2006).

El seguimiento del crecimiento y desarrollo de las plantas en el campo estd
influenciado por éstos y otros factores que, en condiciones naturales son dificiles de
controlar. En este capitulo, se van a estudiar los mismos pardmetros que los medidos en
el campo, incluyendo también medidas de flujo de savia, pero trasplantando las
plantas a macetas de volumen superior para que el crecimiento esté menos limitado
qgue en los contenedores de vivero y utilizando un sustrato lo mds similar posible al que

encontramos en las parcelas donde se realizd la repoblacion.
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1.1. Objetivos
Por todo lo mencionado anteriormente los objetivos concretos de este estudio

son:
1. Evaluar el desarrollo tfanto morfolégico como fenolégico de plantas de los
dos cultivos crecidas en maceta, compardndolo con el de las plantas llevadas al

campo.

2. Evaluar la respuesta fisioldgica tanto a nivel de hoja, (intercambio gaseoso,
fluorescencia de la clorofila y estado hidrico), como a nivel de planta entera (flujo de
savia) de los dos tipos de cultivo tras aplicar un tfratamiento de sequia en plantas
crecidas en maceta, y averiguar si dicho tratamiento es capaz de conferir a las

plantas distinta resistencia a las altas femperaturas.
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2. MATERIAL Y METODOS

2.1. Diseno experimental

Tras finalizar la segunda fase de cultivo en vivero se seleccionaron 30 plantas
del cultivo tradicional y 30 del cultivo alternativo que no fueron llevadas al campo. Se
extrajeron de los contenedores y se trasplantaron en macetas circulares de 20 litros de
capacidad utilizando una mezcla de tierra de monte y picdn (3:1) para que fuese lo
mds parecido al sustrato en el que se desarrollan en el campo. Durante 15 meses
fueron mantenidas en maceta y bien regadas en la Finca experimental La Tahonilla
Alta (610 m s.n.m), en La Laguna, haciéndoles un seguimiento morfolégico vy
fenolégico, hasta que alcanzaron el didmetro requerido para instalar los sensores de

flujo de savia y comenzar el experimento de estrés hidrico.

2.2. Seguimiento morfoldgico y fenolégico

Entre junio de 2004 y junio de 2005 se realizaron seguimientos de la altura y el
didmetro a las 60 plantas del experimento en 12 ocasiones. Simultdneamente se
realizaron seguimientos del estado de madurez de las plantas, segdn los mismos
criterios empleados en el campo (ver capitulo lll), mediante la presencia de yemas

terminales maduras y aciculas secundarias.

2.3. Experimento de estrés hidrico

En octubre 2004, una vez las plantas habian alcanzado el didmetro minimo
necesario para colocar los sensores de flujo de savia, se empezd el experimento de
sequia que durd 5 meses. Las plantas de cada fratamiento fueron divididas en dos
bloques suprimiendo totalmente el riego a 15 de ellas, mientras que las 15 restantes se
continuaron regando cada dia a capacidad de campo durante los 5 meses que durd
el experimento. Asi resultd un disefo de 2x2 con dos tratamientos de distinta calidad
de vivero (Tradicional y Alternativo) y dos tratamientos de riego (Riego y Sequia). Las
platas fueron colocadas al aire libre y las macetas fueron cubiertas con bolsas de
plastico microperforadas que permitian el
infercambio de gases entre el suelo y la atmdsfera
impidiendo que se mojara el sustrato en caso de
lluvia (Foto IV.1).

Foto IV.1. Disposicion de las plantas para el experimento
de sequia
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2.3.1. Condiciones climdticas

Desde el comienzo del experimento se instald una estacién meteoroldgica
(Mini-32, Unilog EMS, EMS Brno C2) en la finca experimental donde estaban las plantas.
La estacion se compone de un pirandmetro que mide la radiaciéon global (W m-2), de
un higrémetro para la humedad relativa del aire (%), un termdmetro para la
temperatura del adire (¢C) y un pluvidmetro para precipitacion (mm) todos ellos
conectados a un “datalogger” que registra las condiciones ambientales cada minuto
y promedia los datos cada 15. A partir de estos datos se elaboraron cursos diarios de
factores ambientales y se calcularon las medias de temperatura, humedad y radiacion
global. Asimismo, se calculd el déficit de presidn de vapor de agua en el aire (DPV)
como la diferencia entre la presion de vapor a saturacion (es) y la presidon de vapor del
momento actual (eq). La evapotranspiracion potencial (PET, mm d-') fue calculada
seglin Penman (1948) a partir de la radiacién, temperatura, humedad relativa vy
velocidad del viento. Los datos de velocidad del viento fueron tomados de una
estacion meteoroldgica cercana (Aeropuerto de los Rodeos) que dista sélo 500 metros

de la finca experimental.

2.3.2. Atributos morfolégicos

Justo antes del comienzo del experimento se cosecharon 5 plantas de cada
cultivo para caracterizarlas morfoldgicamente. Se midié altura, didmetro y peso seco
tanto de la parte aérea como de la raiz. Estas medidas se repitieron también en los dos

cultivos una vez finalizado el tfratamiento de sequia.

2.3.3. Concentracion de Osmolitos

Se determind la concentracion de Carbohidratos Solubles foliares en las 5
plantas cosechadas de cada cultivo justo antes del comienzo del experimento y una
vez finalizado el mismo se repitieron las medidas a 5 plantas de las que habian estado
sometidas a sequia y a 5 de las que estuvieron regadas. El protocolo de andilisis fue el
mismo que el ya descrito en el capitulo Il (Apdo. 2.2.2).

Otro osmolito analizado fue la Prolina. Se determind la concentracién foliar de
la misma tras finalizado el tratamiento de sequia a las plantas regadas y en sequia de
los dos cultivos. La concentraciéon de prolina se midid mediante espectrofotometria

segun el método de Bates et al. (1973) por reaccidn colorimétrica de la prolina.
2.3.4. Estado Hidrico

El estado hidrico se determind mediante medidas de potencial hidrico (y)

utilizando la cdmara de Scholander, y de contenido hidrico relativo (RWC) una vez al
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mes mientras durd el experimento, al amanecer y a mediodia solar siguiendo el mismo

procedimiento que el detallado en el capitulo anterior (Apdo. 2.3.2.y 2.3.3.)

2.3.5. Seguimiento del Flujo de savia

Para las medidas de flujo de savia se utilizaron 3 plantas de cada fratamiento,
resultando un total de 12 plantas. El medidor (T4.2 EMS, Brno, CZ) consta de 12 sensores
que van conectados a un registrador de datos que toma cada minuto y promedia
cada 15. Las medidas de flujo de savia se realizaron utilizando la técnica del balance
de calor (THB) dénde se suministra calor a los tejidos y se calcula la diferencia de
temperatura que existe en el punto de calentamiento y por debajo del mismo
(Cermdk et al., 1973; Kucera et al., 1977). El principio en el que se basa esta técnica es
que la energia suministrada se divide entre el calentamiento del agua que pasa por el
sistema conductor y las pérdidas de calor, segun la ecuacion:

P= @*dT*cw+dT*z

Donde P es la potencia suministrada (w), Q la tasa de flujo de savia kg s, dT la
diferencia de temperatura entre los puntos de medida (K), cw el calor especifico del
agua J kg K1) y z el coeficiente de pérdida de calor en el punto de medida (w K1),
Los sensores constan de un sistema de calentadores que de manera externa calientan
la superficie del tallo y dos termopares que se insertan en el tejido en el punto de

calentamiento y por debajo de él.

Foto IV. 2. Sensores utilizados para el seguimiento del flujo de savia en planta entera.

Sistema
suministrador del
calor, con aislante
de gomaespuma

Cubiertas de aluminio
para minimizar las
interferencias en la
temperatura

Termopar inferior
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Con el fin de evitar que se produzcan interferencias en el sistema por
variaciones de temperatura externas, todo el sistema se recubre con un papel de

aluminio que minimiza las interferencias (foto V. 2).

2.3.6. Intercambio gaseoso

Al igual que el resto de las medidas de fisiologia las medidas de intercambio
gaseoso se hicieron una vez al mes a mediodia solar utilizando el mismo IRGA que en
capitulo anterior, en las mismas plantas a las que se les estaba monitorizando el flujo
de savia y utilizando el mismo procedimiento descrito en el capitulo anterior (Apdo.
2.3.4).

2.3.7. Fluorescencia de la clorofila

Se realizaron dos tipos de medidas de la fluorescencia de la clorofila. Todas
ellas en fres plantas de cada tratamiento cada dia de medida, una vez al mes
mientras durd el experimento.

- Relacién Fv/Fm: A mediodia solar tras adaptar las hojas 30 minutos a
oscuridad (Fv/Fm mediodia) y de recuperacioén, tras mantenerlas 24 horas a saturacion
acuosa y en oscuridad (Fv/Fm recuperacion). Para esta medida se utilizé el fluorimetro
Handy-PEA (Plant Efficiency Analyser; Hansatech, U.K.)

- Medidas, a mediodia solar, de ®psi, ETR, gP, NPQ y rePPFD, de la misma
manera que en el capitulo anterior (Apdo. 2.3.5). Estas medidas se realizaron utilizando
el fluorimetro de luz modulada Mini-PAM (Pulse Amplitude Modulation; Walz, Effeltrich,

Alemania).

2.3.8. Resistencia a altas temperaturas

Se reqlizd un experimento de resistencia a altas femperaturas con las plantas
sometidas a los distintos tratamientos de sequia con el fin de evaluar si dicho
tfratamiento confirid una mayor resistencia a las plantas que habian estado sometidas
a sequia y si estas tenian distinta respuesta en funcién de los tratamientos de vivero
aplicados. Para ello se cogieron aciculas de las plantas de los distintos tratamientos al
final del fratamiento de sequia.

Las aciculas fueron sometidas a tratamientos de temperatura, sumergiéndolas
en un bano termostatado dentro de bolsas pldsticas midiendo la Fv/Fm tras el
tfratamiento de calor (Fv/Fmecet) y tras 24 horas a saturacion y en oscuridad (Fv/Fmiec). El
tfratamiento de temperatura inicial fue de 30° C y se fue aumentando de dos en dos
grados hasta llegar a 58° C donde todas las aciculas resultaron totalmente danadas.
La duracion de los fratamientos fue de 30 minutos siguiendo el procedimiento utilizado

en ofros experimentos similares (Larcher, 1973; Losch, 1980; Gonzdlez-Rodriguez, 1998;
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Peters, 2001). Para determinar el dano de cada tratamiento, los valores de Fv/Fm se
representaron frente a la temperatura. De estos grdficos se derivé la temperatura del
dano incipiente (LT10), del dano irreversible (LTS0) y del dano total (LT100) como las
temperaturas a las que los valores se desviaron un 10, 50 y 100 % de los valores
normales, esto es, aquellos obtenidos a 302 C (Piotrowska y Kacperska, 1990; Kacperska
y Szaniawski 1993; Manley y Hummel, 1996) utilizando las medidas de Fv/Fm de

recuperacion.

2.5. Andlisis Estadisticos

Las medidas de potencial hidrico, contenido hidrico relativo, intercambio
gaseoso y fluorescencia de la clorofila se analizaron aplicando ANOVAs de tres vias
con fratamiento, riego y fecha como factores principales, evaluando también las
interacciones entre ellos. En los casos donde no se detectaron diferencias entre fechas
se unificaron los datos y se analizaron mediante ANOVAs de dos vias con tratamiento y
rego como factores, de esta Ulfima manera se analizaron también los datos de

tfranspiracién total de las plantas.

3. RESULTADOS
3.1. Seguimientos morfolégico y fenoldégico

La tasa de crecimiento de las plantas de ambos cultivos fue bastante similar
durante el fiempo que estuvieron mantenidas en macetas siendo ligeramente superior

para las del cultivo alternativo de enero a aboril.

25 _ Diadmetro
70 ~ Altura

cm

10 4= —— Alfernativo I —a&— Altemativo
Tradicional Tradicional

0 T T T T T T 0 T T T T T T

jun-03 ago-03 oct-03 dic-03 feb-04 abr-04 jun-04 jun-03 ago-03 oct-03 dic-03 feb-04 abr-04 jun-04

Fecha Fecha

Figura IV.1. Evolucion de la altura y el didmetro de las plantas de los tratamientos tradicional y
alternativo durante el aino previo al experimento de sequia.

Debido principalmente a las diferencias de partida, las plantas del cultivo

alternativo alcanzaron los 56 cm de altura media frente a los 42 que alcanzaron Ias
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plantas del cultivo fradicional (Figura IV.1). Con respecto al didmetro, las plantas del
cultivo tradicional alcanzaron menores didmetros que las del cultivo alternativo (1,5
frente a 1,9 cm).

El desarrollo fenoldgico de las plantas también se vio afectado por el tipo de
cultivo. Las plantas del cultivo alternativo alcanzaron antes el estado de madurez
(Figura IV.2). En ambos cultivos primero se formaron las aciculas secundarias y luego las

yemas terminales maduras.

120 - Aciculas Secundarias 120 4 Yema Terminal
100 | 100
80 + Tradicional 80 - Tradicional
60 | —a— Alternativo 2 60 | —&— Alternativo
40 A 40 4
20 - 20
0 a—a ‘ ‘ ‘ ‘ 0O A—a—a—«
jun-03 sep-03  dic-03  mar04  jun-04 jun-03 sep-03  dic-03  mar-04  jun-04
Fecha Fecha

Figura IV.2. Porcentaje de plantas de cada tratamiento que presentan aciculas secundarias y
yema terminal a lo largo del tiempo.

3.2. Experimento de estrés hidrico

3.2.1. Condiciones climdticas

Las condiciones climdticas a las que estuvieron sometidas las plantas durante el
experimento se muestran en la figura IV.3. La ftemperatura media diaria fue
disminuyendo a lo largo del periodo pasando de los 23 °C hasta femperaturas
proximas a 10 °C.

Esta tendencia de descenso no se observé tan claramente en la
evapotranspiracion potencial que fue muy varioble a lo largo del periodo. La
humedad relativa se mantuvo bastante alta exceptuando algunos dias de calima o
tfiempo sur presentando medias mimimas de 35 %. La precipitacién a lo largo del
periodo fue de 298 mm. EL DPV oscilé a lo largo del tiempo variando entre valores

cercanos a cero y medias maximas de 1,27 KPa.

107



Seguimiento-enw Macetow

120 -
50 -
L 100 4
40 Precipitacion
80 1
30 |
g < 601
20
40 |
HR
10 | 20 |
0 A 0 ; ; ; ;
oct-04 nov-04 dic-04 ene-05 feb-05 oct-04 nov-04 dic-04 ene-05 feb-05
1,6 4 8 -
14 DPV PET
1,2 4 6
14
© S
2081 £ 4
0,6 - E
0,4 - 2
0,2 1
0 ‘ ; ; ‘ 0 ‘ ‘ ‘ ‘
oct-04  nov-04  dic-04  ene-05  feb-05 oct-04 nov-04 dic-04 ene-05 feb-05
25 -
201 Figura IV.3 Medias diarias de
Humedad relativa (HR, %), Déficit
15 | de presion de Vapor (DPV, kPa),
o Evapotranspiraciéon potencial (PET
’ mm dia ‘') y Temperatura (¢C) y
0 - U s
totales diarios de Precipitacion
(mm) durante el periodo de estudio
51 Temperatura en la finca experimental.
0 ; ; ;

oct-04 nov-04 dic-04 ene-05 feb-05

Aungue las plantas que estaban en sequia no se regaron y el agua de la lluvia
no llegaba al suelo de la maceta porque estaban cubiertas, como ya se explicd
anteriormente, la mayor parte del periodo estuvo lloviendo y por tanto las aciculas

estuvieron la mayoria del tiempo mojadas.

3.2.2. Atributos morfolégicos

Las plantas, independientemente del tfratamiento de sequia, crecieron durante
el periodo que durd el experimento (Figura IV.4). En ambos cultivos se observa una
tendencia a que las plantas en sequia crecieron un poco mas, pero las diferencias no

fueron significativas (Tabla 1V.1), mostrando mayores alturas las plantas del cultivo
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alternativo. Las diferencias observadas entre cultivos son las mismas antes y después

del fratamiento.

100 200
Altura Didmetro a 20 cm
80 160 -
60 + 120 -
£ £
) £
40 - 80
20 40 |
0 1 0 |
Antes Riego Sequia Antes Riego Sequia
120 14
Ps Aciculas Psr/Psa
100 4 1.2 1
14
80 -
0.8
o 60 -
D06 -
40 -
04 -
20 4 02 |
0 4 0
Antes Riego Sequia Antes Riego Sequia
O Tradicional B Alternativ o O Tradicional B Alternativo

Figura IV.4. Morfologia de las plantas, de ambos cultivos, antes y después del tratamiento de
sequia, se muestran las medias (columnas) y los errores (barras).

Tratamiento Riego T*R
F P F P F ]
Altura 4,871 * 1,293 ns 0,311 ns
Didmetro 7.045 * 0,667 ns 0,008 ns
Ps Foliar 0,764 ns 1,484 ns 0,141 ns
Psr/Psa 1,474 ns 0,705 ns 0,008 ns

Tabla IV.1. Tabla Anova para los datos de morfologia con Tratamiento y Riego como factores.
« (p<0,001), == (p<0,01), « (p<0,05), ns (p> 0,05).

Con respecto al didmetro de las plantas la tendencia fue muy similar a la
mostrada por la altura. Para las plantas del cultivo tradicional, las plantas en sequia
aumentaron su didmetro 10 mm mds que las regadas, y en el cultivo alternativo las
regadas crecieron 14 mm menos que las que estaban en sequia alcanzando éstas
Ultimas el valor mas alfo de didmetro (155 mm) mostrando diferencias débilmente

significativas entre cultivos. La variacion en los datos de biomasa foliar fue menos
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acusada no mostrando diferencias entre tipos de cultivo ni entre tfratamientos de
sequia. La relacién Psr/Psa se mantuvo mds o menos constante antes y después del
tfratamiento de sequia mostrando un ligero descenso, debido al crecimiento de la
parte aéreq, pero sin mostrar diferencias significativas y sin presentar diferencias entre
cultivos (Tabla IV.1).

3.2.3. Concentracion de Osmolitos

La concentracion de carbohidratos solubles se incrementd significativamente
durante el experimento, mostrando diferencias significativas entre las plantas regadas
y no regadas. Antes de empezar el mismo, las plantas presentaron valores bastante
bajos de concentraciéon, mientras que tras los 4 meses del experimento, las que se
mantuvieron regadas duplicaron su concentracién. Las que estuvieron en sequia
mostraron el mismo comportamiento independientemente del cultivo al que
pertenecian, tanto las del cultivo tradicional como las del alternativo mostraron una
concentracién 4 veces superior a la encontrada antes de empezar el experimento
(Figura 1IV.4). La prolina a su vez fue algo mds alta para las plantas del cultivo
alternativo aunqgue sin mostrar diferencias significativas, ademads las concentraciones

de este osmolito fueron bastante bajas.

200 80
CHS 70 -
160 Prolina
60 -
w120 | _ %04
o w
o %3 40 4
g 80 2 5
40 A 2 1
10 A
0 0
Antes Riego Sequia

Riego Sequia

8 Tradicional B Atemativ o @ Tradicional B Atemativo

Figura IV.5. Concentracion de carbohidratos solubles antes y después del experimento y prolina
tras el experimento, para las plantas de los dos cultivos en riego y sequia. Se muestran las
medias (columnas) y los errores estandar (barras).

Tratamiento Riego T*R
F P F p F p
CHS 1,262 ns 27,117 o 1,036 ns
Prolina 0,263 ns 1,264 ns 0,002 ns

Tabla IV.2. Tabla Anova para los datos de Carbohidratos solubles (CHS) y Prolina con
Tratamiento y riego como factores. «« (p<0,001), == (p<0,01), - (p<0,05), ns (p> 0,05).
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3.2.4. Estado Hidrico

El contenido hidrico relativo de las plantas no sufri® modificaciones con la
sequia ni en la medida de mediodia ni en la de amanecer (Figura [V.6),
encontrandose al amanecer entre un 85-96 % v ligeramente mds bajo en las medidas
de mediodia, pero siempre por encima del 75 %. Ninguno de los factores por
separado ejercid un efecto significativo en las medidas de contenido hidrico relativo,

aunque si se dieron algunas interacciones entre ellos que se muestran en la tabla V.3,

100 4 oct-04 nov-04 dic-04 ene-05 feb-05 mar-05
I 0
90 - ; ; = ﬁ/—ﬁ—@—\e
® 80 1 i‘{?
©
RwC ;E:. ki 1
Amanecer ¥
70 - 2 -+
Yy
60 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ Amanecer
oct-04 nov-04 dic-04 ene-05 feb-05 mar-05 -3 -
100

oct-04 nov-04 dic-04 ene-05 feb-05 mar-05
RWC

0
90 Mediodia %"\p

MPa
=
—eH
e
|

" |
60 - ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ 3] Mediodia
oct-04 nov-04 dic-04 ene-05 feb-05 mar-05
Fecha
—o—Ar---0--- As Tr Ts —9—Ar---0--- As Tr TS‘

Figura 1V.6. Contenido Hidrico Relativo (RWC, %) y Potencial hidrico (g, MPa) al amanecer y a
mediodia solar para las plantas de los dos cultivos (Tradicional (T), Alternativo (A)) en sequia (s) y
regadas (r) a lo largo del experimento.

Sin embargo, el potencial hidrico si se vid totalmente influido por el tratamiento
de sequia, mostrdndose las diferencias en el potencial hidrico de mediodia ya desde
la primera medida. La medida de amanecer se mantuvo para las plantas regadas de
ambos tratamientos sobre los -0,56 MPa durante todo el periodo, mientras que las que
estaban en sequia fueron disminuyendo alcanzando un minimo de -1,5 MPa. La
medida de mediodia mostrd potenciales mds bajos, hasta -2,3 MPa, para las plantas
del cultivo tfradicional en sequia. El tfratamiento tuvo un efecto significativo en los
potenciales, mostrando las plantas del cultivo alternativo potenciales menos negativos

que las del cultivo tradicional (Tabla 1V.3).
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RWC RWC Yy gy

Amanecer Mediodia Amanecer Mediodia

F p F p F o) F o)
Fecha 0,138 ns 2,29 ns 3,677 * 11,70 ek
Tratamiento | 0,644 ns 0516 | ns 6,24 * 0,019 ok
Riego 3,175 ns 2,978 ns 97 .91 % 100,55 ek
F*T 2,158 ns 0476 | ns | 0,857 ns | 0,213 ns

F*R 4,893 ok 0,239 ns 6,140 K 3,088 ns

T*R 6,508 * 2646 | ns | 2220 | ns | 0,840 ns
F*T*R 1,444 ns 1,119 ns 0,358 ns 0,651 ns

Tabla 1V.3. Resultado de la ANOVA de tres vias aplicada a los datos de Contenido hidrico
relativo (RWC) y Potencial Hidrico (¥) al amanecer y a mediodia con Fecha, Tratamiento y
Riego como factores. -« (p<0,001), := (p<0,01), = (p<0,05), ns (p> 0,05).

3.2.5. Flujo de savia

A partir de los datos diarios de flujo de savia se pudo conocer la transpiracion
diaria de las plantas que fue bastante variable. La franspiracién diaria expresada en
funcién de la biomasa foliar de cada planta durante todo el periodo varié entre 0,04 y
0,175 Kg g Ps! con una media de 0,108 Kg g Ps! (Figura IV.7).

En ella se puede observar que los valores mds altos son alcanzados por las
plantas del cultivo alternativo regadas, si bien hay una gran variacién segln las
condiciones evaporativas de cada dia. Estas diferencias se observan mejor en un dia
con alto DPV donde se acentuan las diferencias entre los distintos tratamientos (Figura
IV.8). En este dia la humedad relativa es bastante baja alcanzando a mediodia valores
cercanos al 20 %. En estas condiciones las plantas que se encuentran en sequida
franspiran mucho menos que las que tienen riego, haciéndolo un poco mds las plantas
del cultivo alternativo. Dentro de las plantas regadas también es el cultivo alternativo

el que mayores tasas de transpiracion alcanzo.

112



Capitulo- 1V

0,004
—~ 0,0035
©
5 0008 o ——Ar
o ° o Tr
o 0,0025
© ?
o 0,002
X
c
‘©© 00,0015
2 , K
= \
2 0,001 € A ? i 71 ﬂ
g | VI % 50 ! e
= { & ¥ / d 3
F 0,0005 | i y agd) 3 g | ¥ l
0 T T & T T
oct-04 nov-04 dic-04 ene-05 feb-05
0,004
~ 0,0035 -
. ---o--- Ag
®©
5 0,003 - Ts
Q
o 00025 |
© :
o 0,002 .
< ; ¢
c ’ .
2© 0,0015 14 "
8 ; Q 'Q
5 0001 |1 ah @ el 99 p ?
, 1 i PR o @ 3
2 Suoqt & o 56 P2 X9 0ai0 9 bR
g ol T o m O o s BEAT RPN e el p g o g
70,0005 | 0y 1 Be TiRai6 O i E YL S g (Tl
5 % S o mol @ o 5
0 T T T e T T
oct-04 nov-04 dic-04 ene-05 feb-05

Figura IV. 7. Evolucién de la transpiracion de las plantas del cultivo tradicional y alternativo tanto
en riego (grafica superior) como en sequia (grafica inferior) durante el periodo de estudio.
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Figura 1V.8. Ejemplo del flujo de savia y condiciones climdticas de un dia con alto DVP (1,12 kPa)
a los 4 meses de iniciado el tratamiento de sequia.

114



Flujo de Savia

Flujo de Savia

Capttulo-IV

La franspiracion total de las plantas durante todo el periodo no se vio afectada

por el fratamiento de riego, adn asi se observa una tendencia de las plantas a

franspirar menos en condiciones de sequia (Figura IV.9), mostrando mayores tasas las

plantas del cultivo alternativo. Si se dieron diferencias débilmente significativas entre

los tfratamientos de vivero (p= 0,04), y no se observd interaccién entre el riego vy el

tratamiento.

Figura

el periodo.

La transpiracion
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plantas se correlaciond con la evapotranspiracion potencial. Las plantas del cultivo

alternativo presentaron una correlacion fuertemente significativa (p<0,001) tanto en

sequia como en riego, presentando las regadas mayor coeficiente de correlacion. Sin

embargo, en las plantas del cultivo tradicional se didé una correlacion débilmente

significativa con las plantas regadas, pero no con las que se encontraban en sequia
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(Figura IV.10).

Figura IV.10.
Correlaciones
entre la media
diaria de flujo
de savia (kg H20
dia' g Ps foliar-1)
de los distintos
tratamientos y la
evapotranspiraci
on potencial
(mm dia-").
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3.2.6. Intercambio Gaseoso

Las medidas de intercambio gaseoso fueron variables durante el periodo,
viéndose afectadas principalmente por las condiciones climdticas de los dias de
medida, donde, aunque todos fueron dias soleados en algunos los valores de DPV
fueron bastante altos, influyendo en la respuesta puntual de las plantas. Es por ello que
se presentan los datos como las medias de cada pardmetro para el periodo (Figura
IV.11). Las tasas de A alcanzadas se encontraron denfro de los rangos normales
descritos para esta especie, al igual que con la E, gs, y WUE. El andlisis estadistico de
los datos no reveld que ningunos de los factores analizados (riego y fratamiento)
estuviera ejerciendo un efecto significativo en los pardmetros medidos (Tabla 1V.4), si

bien es cierto que se observan ciertas tendencias.
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Figura IV.11. Medias y errores para el periodo de los datos de fotosintesis neta (A), transpiracion
(E), conductancia estomdtica, (gs), y eficiencia en el uso de agua (WUE) para las plantas del
cultivo tradicional y alternativo en riego y en sequia.

Las tasas fotosintéticas de ambos tratamientos fueron bastante similares para

las plantas que estaban bien regadas, presentando las del cultivo alternativo valores
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algo superiores en condiciones de sequia. La franspiracién media de ambos culfivos
fue la misma cuando estuvieron bien regadas mientras que fue superior para las
plantas del cultivo alternativo cuando estaban en sequia. Con respecto a la
conductancia estomdatica, los valores de las plantas regadas fueron superiores a los de
las plantas en sequia, y dentro de éstas dltimas las del cultivo alternativo presentaron
mayor cierre estomdtico, ddndose la ftendencia opuesta en el caso del riego.
Finalmente, los valores de WUE fueron, al igual que ocurrié con la transpiraciéon, casi
idénticos para ambos tratamientos en condiciones de riego, mientras que en sequia
las plantas del cultivo alternativo mostraron una tendencia a ser mds eficientes en el

uso del agua.

A E S WUE
F o) F o) F p F o)
Riego 1.603 ns 4,665 ns 3.740 ns 2,557 ns
Tratamiento | 0,003 ns 0,252 ns 0,111 ns 0,819 ns
R*T 0216 ns 0,792 ns 0,677 ns 0,544 ns

Tabla IV.5. ANOVA de dos vias aplicada a los datos de Fotosintesis (A), Transpiracion (E),
conductancia estomdtica (gs) y eficiencia en el uso del agua (WUE) con tratamiento y riego
como factores. .« (p<0,001), == (p<0,01), - (p<0,05), ns (p> 0,05).

3.2.7. Fluorescencia de la clorofila

La relaciéon Fv/Fm no mostré diferencias entre fechas por lo que, al igual que los
datos de infercambio gaseoso, se muestran las medias por tratamiento y riego de las
plantas durante el periodo (Figura 1V.12). Los valores se mantuvieron en todo momento
por encima del valor de 0,75, por debagjo del cual comienza a haber dano en el

aparato fotosintético.

0,95 ~ 0,95 -
FvFm Amanecer FvFm Mediodia
0,8 - 0,8 -
0,65 T 0,65 .
Riego Sequia Riego Sequia
O Tradicional B Alternativo ‘n Tradicional ® Alternativo

Figura IV.12. Medias para el periodo de los datos de Fv/Fm de Amanecer y de mediodia para
las plantas del cultivo tradicional y alternativo en riego y en sequia. Se muestran las medias y los
errores estandar.
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Esta relacion mostré diferencias significativas entre tratamientos tanto en las
medidas de mediodia como en las de amanecer (Tabla 1V.6), mostrando las plantas
del cultivo alternativo valores algo superiores. Sin embargo, no se observaron
diferencias dependiendo del riego en los valores de mediodia, pero si en los de
amanecer, mostrando una vez mds valores ligeramente superiores las plantas del

cultivo alternativo.

Riego Tratamiento R*T
F P F P F o
OPSII 0,05 ns 0,06 ns 0,27 ns
ETR 0.58 ns 0,12 ns 1,80 ns
qP 0,98 ns 0,72 ns 0.25 ns
NPQ 0,38 ns 0,35 ns 0,00 ns
Fv/Fm Rec 6,00 * 5,34 * 0,62 ns
Fv/Fm Mediodia 0,38 ns 13,04 * 0,12 ns

Tabla IV.6 ANOVA de dos vias aplicada a los datos de eficiencia qudntica del fotosistema Il
(®PSIl), transporte electrénico (ETR), quenching fotoquimico (gP), quenching fotoquimico
(NPQ), Fv/Fm de amanecer y de mediodia, con fratamiento y riego como factores. s
(p<0,001), :+ (p<0,01), = (p<0,05), ns (p> 0,05).

Los valores de fluorescencia obtenidos en condiciones de luz ambiental a
mediodia (®PSII, ETR, gP, NPQ) no se vieron influidos por ninguno de los factores (Fecha,

Tratamiento, Riego) (Tabla IV.6). Los valores obtenidos estuvieron dentro de los rangos

normales.
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Figura IV.13. Medias para el periodo de los datos de eficiencia qudntica del fotosistema I
(®PSII), transporte electrénico (ETR), quenching fotoquimico (gP) y quenching no fotoquimico
(NPQ) para las plantas del cultivo tradicional y alternativo en riego y en sequia. Se muestran las
medias y los errores estandar.
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3.2.8. Resistencia a altas temperaturas

Los valores de Fv/Fm de las plantas tras los tratamientos de temperatura se
muestran en la figura 1IV.14. Vemos como estos valores van desvidndose de los
normales a medida que la tfemperatura es mas alta. La respuesta fue similar en todos
los casos, pero las desviaciones comenzaron a producirse a distintas temperaturas
segun el tipo de cultivo. Considerando los datos mas estables, los de recuperacion tras
24 horas, es a partir de ellos con los que se calcularon los danos que se representan en
la tabla IV.7. Con respecto al fratamiento de riego, éste tuvo un efecto significativo en
el dano irreversible LT50 y en el dano total LT1I00 (Tabla 1V.8), presentando mayor
resistencia las plantas que habian estado sometidas al tratamiento de sequia. Las
plantas no mostraron diferencias significativas en el dano incipiente ni en el total entre
tipos de cultivo pero si en la temperatura donde se produjo el dano irreversible (LTso)

siendo mads resistentes las del cultivo alternativo y dentro de éste las que estaban en

sequia.
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LTio LTs0 LT100
Tr 430+058 | 46,3+0,67 | 52,0+0,00
Ts 4304178 | 488+044 | 54,0+0,00
Ar 433 +0,67 | 483+0,33 | 52,3 +0,33
As 443 +0,67 | 490+058 | 55,0+0,58

Tabla IV.7. Temperaturas (¢ C) a las que se produce el dano incipiente (LTi0), dano irreversible
(LTs0) y daio total (LTi00) en las aciculas de las plantas del tratamiento tradicional regado (Tr),
tradicional en sequia (Ts), alternativo regado (Ar) y alternativo en sequia (As), basadas en los
valores de Fv/Fm de recuperacion.

Tratamiento Riego T*R
F P F ] F P
LT10 0,645 ns 0,232 ns 0,232 ns
LT50 7410 * 5,769 * 1,256 ns
LT100 4,000 ns 49,000 ** 1,000 ns

Tabla IV.8. ANOVA de dos vias aplicada a los datos de dano incipiente (LTio), daino
irreversible (LTso) y dano total (LTig). =« (p<0,001), -« (p<0,01), - (p<0,05), ns (p> 0,05).

4. DISCUSION

4.1. Sequimiento morfolégico y fenolégico

Al hacer un seguimiento en maceta con plantas de los mismos lotes que Ias
llevadas al campo, hemos podido constatar que durante un ano de seguimiento, las
plantas de ambos tipos de cultivo mostraron tasas de crecimiento similares, aunque
ligeramente superior las del alternativo en el periodo donde dio el mayor crecimiento
(desde enero a abril), lo que hizo que este lote de plantas, que ya tenia mayor altura
de partida, alcanzaran una altura final mayor de igual manera que ocurrié con el
didmetro. Al comparar esta respuesta con los resultados obtenidos en campo vemos
que es similar, alcanzando mayores alturas las plantas del cultivo alternativo,
guedando asi constatado que la altura inicial influye en el crecimiento de las plantas.

Al igual que ocurrid en el campo, el desarrollo fenoldégico fue claramente
diferente entre los dos tipos de cultivo. Las plantas del cultivo alternativo, con un mayor
porte desarrollaron antes las nuevas aciculas y las yemas terminales maduras. También
en condiciones contfroladas, el cambio de fase se dio cuando las plantas presentaron
alturas cercanas a los 43 cm, descritos por Climent ef al. (2006a) como valor umbral a

partir del cual se produce dicho cambio de estado.

4.2. Experimento de estrés hidrico

Al readlizar el experimento de sequia con las mismas plantas durante los
siguientes meses, pudimos constatar que las diferencias morfoldgicas continuaron. Las

plantas del cultivo alternativo no sélo presentaron una mayor altura y diédmetro, sino
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también mayor biomasa aérea y radical, sin afectar a ninguno de estos pardmetros el
tfratamiento de sequia impuesto. Hay que hacer notar que este tratamiento se realizd
durante los meses de octubre a febrero de un ano que fue bastante lluvioso. Aunque
las plantas estuvieron protegidas con pldsticos microperforados para evitar que el
agua de lluvia llegara a la maceta, el agua si llegaba a las aciculas y aunque existia
una sequia eddfica, la mayoria de los dias no habia sequia ambiental por lo que no
afecté de una manera significativa al crecimiento.

Este agua de lluvia pudo ser absorbida por las aciculas y reestablecer de esta
manera su contenido hidrico como se ha visto que ocurre en otras plantas con el rocio
(Waisel, 1958; Boucher et al., 1995, Munné-Bosch y Alegre, 1999) por Io que no se
detectaron variaciones en el contenido hidrico relativo de las plantas debido al
fratamiento de riego. El contenido hidrico relativo tampoco varid significativamente
entre cultivos. En todo el periodo se mantuvo por encima del 70% incluso a mediodia,
lo que indica que el estrés al que estuvieron sometidas estas plantas no fue en ningdn
momento severo (Cornic y Massaci, 1996; Chaves et al., 2002; Chaves y Oliveira, 2004),
concordando estos datos con los obtenidos en el campo (capitulo Ill), donde aunque
hubo sequia eddfica, las nieblas matutinas que se dieron en la parcela mantuvieron
alto el contenido hidrico en las hojas.

A pesar de ello se dio cierto grado de ajuste osmdtico, en el que claramente no
intervino la prolina. Aungque es un osmolito frecuente en este tipo de respuesta (Hayashi
et al, 2000; Sakamoto y Murata, 2002; Rontein et al, 2002; Yin et al, 2005), las
concentraciones encontradas no fueron lo suficientemente altas como para que
estuviera interviniendo como regulador en este proceso, sin mostrar diferencias de
concentraciones entre fratamientos de riego. También es cierfto que en las
condiciones del experimento, quizds el estrés no fuera lo suficientemente restrictivo
como para que se diera esta acumulaciéon (Collet y Guehl, 1997: Shangguan et al.,
1999). Los azdcares solubles, sin embargo, si que incrementaron su concentracién con
el tratamiento de sequia hasta casi el doble, como se ha observado en otros trabajos
(Ludiow et al., 1980; Munns y Weir, 1981; Quick et al., 1992; Picon-Cochard y Guehl,
1999).

El potencial hidrico mostrd diferencias entre los tipos de cultivo a lo largo del
tfiempo, tanto en los medidos al amanecer como en los del mediodia, produciéndose
una disminucién en las plantas que se enconfraban en sequia, respuesta que es
normal en la mayoria de las plantas (Thomas y Eamus, 1999; Chaves y Oliveira, 2004;
Ohashi et al, 2006; Subrahmanyam et al., 2006), siendo esta disminucion
significativamente mayor en las plantas del cultivo tradicional. Este hecho pudo ser
debido al mayor porte presentado por las plantas de cultivo alternativo de igual

manera que se constatd en las medias realizadas en el campo.
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Aungue a nivel de aciculas, no se enconfraron diferencias significativas entre
las plantas regadas y no regadas en los pardmetros de intercambio gaseoso, si se
pudieron encontrar a nivel de planta entera, siendo esta una medida integral del
comportamiento de la planta (Cermdk ef al, 2004). Asi se pudo constatar la
disminucién de la franspiracién en las plantas sometidas a sequia y cdmo esta
disminucioén fue mayor en las que tenian el potencial hidrico mds bajo, es decir en las
del cultivo tradicional. Aungque en general, el pino canario presenta una estrategia
evitadora frente al estrés hidrico (Morales et al., 1999), las diferencias entre tipos de
cultivo se acentuaron cuando las condiciones fueron mds estresantes, mostrando las
plantas del cultivo tradicional en general una estrategia mds conservadora (menor
pérdida de agua) que las del cultivo alternativo a la hora de responder frente a
condiciones climdticas y eddficas cambiantes. La ausencia de correlacion entre la
evapotranspiracion potencial y la pérdida de agua por transpiracion en las plantas del
cultivo tradicional, manteniendo valores siempre muy bajos, indica un excesivo control
de la misma que aunque no se pusieron de manifiesto en los valores de conductancia
estomdtica a nivel de hoja, si indica este tipo de comportamiento menos arriesgado
de perder menos agua auque sea a costa de también tomar menos CO2 con la
consiguiente merma del crecimiento.

Las medidas de fluorescencia de la clorofila en condiciones de luz ambiental a
mediodia no dieron diferencias significativas ni entre los tfratamientos de riego ni entre
los tipos de cultivo. Los valores la relacién Fv/Fm, aungue se mantuvieron en todo
momento por encima del 0,75, valor limite general para considerar que las plantas no
se encuentran sometidas a condiciones de estrés (Bolhdr-Nordenkampf y Oquist, 1993),
fueron significativamente superiores para las plantas del cultivo alternativo tanto a
mediodia solar como en las medidas de recuperacion, poniendo de manifiesto un
mejor estado del aparato fotosintético en esta plantas. Las plantas regadas mostraron,
como era de esperar, mayores valores que las que estuvieron en sequia para ambos
tfratamientos.

El estrés hidrico potencié una mayor capacidad para resistir condiciones de
altas femperaturas. Este resultado ilustra la naturaleza dindmica del PSIl que es capaz
de incrementar su termotolerancia en respuesta de varios estimulos ambientales, tales
como la luz, el déficit hidrico, o las condiciones suaves de calor (Havaux y Strasser, 1992;
Ladjal et al, 2000; Ghouil et al, 2003). Las plantas sometidas a estrés hidrico
presentaron valores de LT10, LT50 y LT100 mayores que las regadas y este fendmeno se
potenci® mds en las del cultivo alternatfivo. Esto puede ser extremadamente
importante para la supervivencia de las plantas en un ambiente cdlido. En el campo,
el estrés por calor es normalmente progresivo (y por lo tanto precedido de una fase de

temperaturas moderadamente altas) y en la mayoria de los casos estd acompanado
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por estrés hidrico y altas irradiancias solares que son susceptibles de endurecer el PSII.
Aungue en las condiciones naturales en que se desarrolla el pino canario No son
frecuentes las temperaturas por encima de 42 °C, en momentos de gran insolacion y
baja transpiracion, las aciculas si pueden llegar a calentarse en exceso, por lo tanto
esta mayor capacidad de resistencia en las aciculas de las plantas del cultivo
alternafivo pueden suponer una mejor adaptacion para resistir estas temperaturas

extremas y no comprometer la supervivencia de la planta.

5. CONCLUSIONES

Las diferencias morfolégicas a la salida de vivero, se mantuvieron incluso
durante mds de un ano de cultivo en maceta. Tanto la morfologia como el desarrollo
fenolégico de las plantas crecidas en maceta siguieron el mismo patrén que el
observado por las crecidas en el campo. Las plantas del cultivo alternativo alcanzaron
mayor altura y didmetro, mostrando mayores incrementos para ambos pardmetros
adlcanzando antes el estado de madurez, lo que les puede conferir una mayor
resistencia a condiciones de estrés durante las primeras etapas.

En las condiciones de estrés hidrico eddfico, provocado en el experimento de
sequia, las plantas presentaron un agjuste osmdtico por medio de la acumulacién de
carbohidratos solubles en sus aciculas, sin intervenir la prolina. Este ajuste fue similar en
los dos tipos de cultivo.

Bajo las condiciones de sequia eddfica del experimento, las plantas del cultivo
fradicional, mostraron un comportamiento menos arriesgado que las del culfivo
alternativo, con valores mds bajos de potencial hidrico y de transpiracion total por
planta, que se mantuvo muy bagja incluso en las condiciones de mayor demanda
evaporativa. Esto que supone una buena defensa frente al estrés hidrico, influyd de
manera negativa en el crecimiento.

Las plantas del cultivo alternativo desarrollaron una mayor capacidad de
soportar altas temperaturas bajo condiciones de estrés hidrico que las tradicionales, lo
que puede suponer una ventaja para su supervivencia en las zonas de repoblacién de
la vertiente sur de las Islas donde las temperaturas pueden ser considerablemente altas

en momento puntuales.

123



Capitulo-V.
Modificacidw de lav Arquitectura
Hidrauwlicaw mediante Fertiigacidwy
Sombreo-

“Lav mejor estructurar no- gowrontizord loy resudtados ni el
rendimiento; pero-lov estructurar equivocadaw es una gowrantiow de
ﬁ_ 2

Peter Drucker



Capitulo-V

1. INTRODUCCION

1.2. Manipulacién de las caracteristicas morfofuncionales mediante técnicas de vivero

La fertilizacidn es una técnica viveristica ampliamente aplicada para modificar
las caracteristicas morfofuncionales de las plantas (Dominguez-Lerena, 2000; Oliet et al.,
2003, 2005). Una elevada fertilizacion nitrogenada fomenta un mayor desarrollo de la
parte aérea de la planta, tfanto en altura como en drea foliar, en detrimento de la
radical, disminuyendo asi la relacién Psr/Psa (Oliet et al., 1997; Villar-Salvador et al.,
2004, Vilagrosa et al., 2004). Hay autores que indican que estas variaciones hacen a la
planta menos resistente a la sequia (Tan y Hogan, 1995; Leiva y Ferndndez-Ales, 1998).
Los resulfados obtenidos hasta el momento en esta memoria, tanto en la fase de
campo, como en el experimento en maceta no han mostrado que la fertilizacion haya
supuesto ninguna desventaja a las plantas, sino mds bien la tendencia opuesta.

Otro tfratamiento que modifica sustancialmente la morfologia de las plantas
durante la fase de cultivo es el sombreo (José et al., 2003; Fownes y Harrington, 2004;
Climent ef al., 2006b). Las plantas cultivadas bajo menores intensidades de luz son mds
esbeltas, es decir, la relacién entre didmetro y altura disminuye, presentando menores
didmetros en el cuello de la raiz y mayores alturas y dreas foliares (Mitchell, 2003; Luis,
2000; Peters et al., 2001) para optimizar la captaciéon de luz, siendo estas variaciones
son similares a las originadas por la fertilizacion nitrogenada (Villar-Salvador et al., 2004).
Aungue se ha visto que estas caracteristicas podrian reducir la tolerancia frente al
estrés hidrico (Aranda ef al., 2001), también hay otros autores que han observado que
el sombreo puede mejorar el crecimiento y la supervivencia de las pldntulas en zonas
secas (Holmgren, 2000). Tal y como ha sido observado en otras especies, estas
variaciones morfolégicas originadas por la fertilizacidn y el sombreo pueden modificar
la arquitectura hidraulica de la planta, asi como su capacidad de transporte de agua
e intercambio gaseoso (Krasowski y Caputa, 2005, Herndndez ef al., 2006, Trubat et al.,
20006).

1.2. Arquitectura hidraulica de la planta

Como ya se ha venido mencionando a lo largo de esta memoria una de las
mayores limitaciones que fienen las plantas a la hora de establecerse en el campo es
la capacidad de suministro de agua por la raiz. La capacidad de absorciéon de agua
no sélo depende de la cantidad de raices que la planta tfenga, sino de su morfologia,
de la profundidad a la que llegue el sistema radical, del tipo de ramificacién que
presenta, de la cantidad de raices menores de 2 mm, que son las que tienen funcién
absorbente, etc, es decir, del diseno del sistema conductor y de la capacidad de
transporte que tenga dicho sistema para elevar el agua hacia las hojas por las distintas

partes de la planta (arquitectura hidrdaulica). El disefio hidrdulico de las plantas influye
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pues en el suministro de agua desde las raices hasta las hojas; por lo fanto diferentes
disefios hidrdulicos pueden tener diferentes consecuencias en el suministro de agua
(Tyree y Ewers, 1991; Menzier et al., 1995; Sperry, 2000). Este diseno viene dado por una
serie de variables de la arquitectura hidraulica de la planta Zimmermann y Brown,
1971) y diversos frabajos han demostrado que la capacidad de transporte de agua
determina diferentes adaptaciones de las especies a la sequia (Tyree et al., 1993; Villar-
Salvador, 1997; Abril y Hanano, 1998; Becker ef al., 1999; Nardini y Tyree, 1999). La
arquitectura hidrdulica se ve condicionada, entre otros factores, por el sistema de
cultivo empleado (fertilizacion, sombreo, etc.) y por lo tanto se puede manipular
mediante técnicas viveristicas (Vilagrosa, 2002). En ambientes con fuertes restricciones
hidricas, como es el mediterrdneo, las plantas deben desarrollar estrategias que sean
lo mds eficientes posibles para mejorar la absorcién y transporte del agua (Levit, 1980;
Larcher, 1995), ya que la supervivencia de éstas depende en gran medida de la
disponibilidad de agua que tengan (Cortina ef al, 2004). Dado que la mayor
mortalidad de plantas se produce durante el primer periodo de sequia al que se ven
sometidas las plantas tras el paso a campo, (Vilagrosa et al., 1997; Vallejo y Alloza, 1998,
Luis et al, 2000), es éste uno de los momentos fundamentales donde tener una
elevada capacidad de suministro de agua a las hojas juega un papel fundamental. La
tfrascendencia del transporte de agua por el tallo es, por tanto, evidente por su
influencia en el estado hidrico de las hojas, donde tienen lugar procesos tan
importantes como el infercambio gaseoso o la fijacidn de carbono, que estdn
determinados por el estado hidrico foliar (Hsiao, 1973) y son vitales a la hora del

establecimiento de la planta en el campo.

1.3. Conductancia hidrdulica y respuesta en campo

El concepto de continuo suelo-planta-atmdsfera (SPAC) analiza el flujo de
agua en los vegetales terrestres como un proceso dindmico desde el suelo hasta la
atmaésfera. El agua asciende desde el suelo hasta las hojas de la planta y es alli donde
tienen lugar los fendmenos de intercambio gaseoso (fotosintesis y tfranspiracion). Para
que el agua pueda subir desde el suelo hasta las hojas a tfravés de las raices y tallos
por los tejidos del xilema, es necesaria una fuerza que la conduzca hacia arriba,
explicdndose este proceso mediante la teoria de la tensidn-cohesidon (Bdhm, 1983).

En el transporte de agua intervienen dos factores, una fuerza conductora, que
estd originada por un gradiente de potencial entre el suelo y la atmaésfera, y en
segundo lugar la conductancia, que es inversamente proporcional a la resistencia que
pone el xilema al paso del agua. La capacidad de transporte de agua por el xilema
recibe el nombre de conductancia hidraulica (Kw). Esta variable mide el flujo de agua

(Kg) expresado como gradiente de presion (MPa) por unidad de tiempo. Esta
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constante nos define adecuadamente la cantfidad de agua que puede atravesar una
determinada estructura (raiz, tallo, peciolo). En términos prdcticos, cuanto mayor sea
el valor de esta variable mayor serd el abastecimiento de agua al resto de la planta a
tfravés de esta parte del sistemna conductor. Como este pardmetro puede verse
influenciado por caracteristicas anatémicas (famano de vasos, drea del xilema, etc.)
se utiliza la conductancia hidraulica especifica Ks, que se obtiene tras dividirla por el
drea de la seccion transversal del tallo. Normalmente para realizar estudios
comparativos se estandariza la conductancia hidraulica en funcidn de la superficie
foliar, pasando a llamarse conductancia hidrdulica especifica foliar, o conductancia
especifica foliar K. o en funcién de la superficie absorbente de la raiz, denomindndose
conductancia especifica radical Kr. Todas estas conductancias cuando se expresan

en funcién de la longitud del segmento medido, se denominan conductividades.

1.4. Objetivos
Por todo lo mencionado anteriormente partimos de la hipdtesis de que la

fertilizaciéon y el sombreo modifican las caracteristicas morfofuncionales de las plantas
modificando su conductancia hidraulica, las tasas de fotosintesis neta y la eficiencia
en el uso del agua. Para demostrarlo nos marcamos os siguientes objetivos:

1. Evaluar cémo la fertilizacion y el sombreo modifican la morfologia de la
planta y la distribuciéon de la biomasa.

2. Estudiar cémo estos cambios morfoldgicos afectan a la fisiologia de la planta
en términos de conductancia hidrdulica y su influencia en la fotosintesis y eficiencia en

el uso del agua.

2. MATERIAL Y METODOS

2.1. Diseno experimental

Este experimento se realizé en el Centro de Estudios Ambientales del
Mediterraneo (CEAM) de Alicante. Para llevarlo a cabo se partidé del mismo material
vegetal que el empleado en las demds fases del trabajo. Las semillas de pino canario
(Procedencia FS-27/01/38/004) fueron enviadas al CEAM (Alicante) donde fueron
sembradas en enero de 2005 en el vivero de Santa Faz (Servicios Territoriales de
Alicante, Conselleria de Territori i Habitatge, Generalitat Valenciana). Para el cultivo
de la planta se emplearon contenedores ForesPot® de 300 cms3 con riego adecuado a
las necesidades de cultivo. El substrato de cultivo ufilizado fue una mezcla de turba
rubia fertilizada vy fibra de coco (1:1 v/v) que produce los mejores resultados en cuanto
al desarrollo de sistema radical y caracteristicas morfofuncionales de los plantones
segun experiencias previas del CEAM vy los resultados obtenidos en las fases anteriores

de este trabagjo. El cultivo se mantuvo durante 6 meses en vivero. El fertilizante aplicado
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fue Osmocote® con una concentracion de macronutrientes N:P:K (12 % N; 8 % P20s; 12

% K20) y elementos esenciales (B, Cu, Fe, Mn, Mo, Zn) estableciéndose tres niveles de

fertilizacion:

- Nivel 1: fertilizacion de base aportada con la turba (67 mg dm-3 sustrato de Nitrato;
69 mg dm?= sustrato de Amonio; 60 mg dm-3 sustrato de P y 344 mg dm-3 sustrato de
K) sin Osmocote, denominado 0.

- Nivel 2: base suplementada con 2 g I'T de Osmocote (N:P:K 12:8:12) denominado
2.

- Nivel 3: base con § g I'' de Osmocote denominado 5.

Las plantas fueron separadas en dos lotes y colocadas en dos ambientes
luminosos diferentes. Un blogque a pleno sol, que se denominard plantas de SOL, y otro
en un umbrdculo con un 40 % de reduccidén de luz, denominado de SOMBRA.

De esta manera, el experimento quedd con un disefo de 2x3, con 2 niveles de

sombreo y tres dosis de fertilizacion.

2.2. Caracterizaciéon morfolégica

Para la caracterizaciéon morfoldgica se utilizaron 10 plantas de cada
tfratamiento. Se midié la altura, el didmetro en el cuello de la raiz y el indice de
Esbeltez.

Las plantas fueron extraidas de los contenedores y una vez eliminado el sustrato
fueron lavadas y se calculd el area foliar proyectada (Ar, cm?2), la longitud de la raiz (Lr,
cm) y el superficie absorbente de la raiz (Ar, cm?) mediante un escdner profesional
con adaptador de transparencia y un software para andlisis de imdagenes (WinRhizo,
Régent Instruments Inc., Québec Canada).

Tras secar las plantas en la estufa se obtuvo el peso seco de aciculas
expresado en gramos (Psa) y de las raices (Psr). Con estos datos se calculd la relacion

entre la biomasa radical y foliar (Psr/Psa).

2.3. Conductancia hidrdulica

La conductancia hidrdaulica del sistema radical fue medida en 7 plantas de
cada tratamiento siguiendo la técnica descrita por Tyree et al. (1995) con un medidor
de flujo de alta presién High Pressure Flow Meter Method (HPFM, Dynamax, USA). Este
equipo permite readlizar medidas in sifu de los componentes principales de la
arquitectura hidrdulica de una planta.

El aparato de medida se compone de una bombona de agua destilada
desionizada y desgasificada la cual se somete a presiones crecientes en un rango
entre 0,1 y 0,5 MPa. Esta bombona va conectada por un tubo de seccién conocida a

la parte de tejido vegetal que queremos medir su conductancia, en nuestro caso al
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cuello de la raiz. Entre la bombona vy el tejido vegetal se interponen dos transductores
de presidn, gue miden uno la presién con la que sale el agua de la bombona y el otro
la presidn con la que entra el agua al tallo, ambos conectados a un ordenador. La
diferencia de presidn entre los dos transductores junto con la seccidén del tubo
conocida, nos determina el flujo de agua por unidad de tiempo que pasa a través de
la planta y el gradiente de presidon que se establece en cada punto, para finalmente
determinar la conductancia hidrdulica de la raiz (Kv) como la pendiente de la recta
de regresion entre el flujo por unidad de tiempo y el gradiente de presidn generado
(Tyree et al., 1995). Las plantas fueron cortadas bajo el agua, para impedir que
penetrara aire en los vasos del xilema y se embolizasen, sin extraerlas del contenedor
para no danar las raices. Una vez cortadas se conectaron al medidor de flujo para
hacer las medidas.

La conductancia hidraulica del sistema radical estd determinada por la
superficie absorbente de la raiz que se encuentra en contacto con suelo y por el drea
foliar (Nardini et al., 1998). La conductancia hidrdaulica de la raiz en base a la superficie
foliar (Kis) se calculé como el cociente entre la conductancia hidrdulica especifica y el
area foliar y en base a la raiz (Krs) como el cociente entre la conductancia hidrdulica

especifica y el drea absorbente de la raiz segln Nardini et al. (1998).

2.4. Intercambio gaseoso

Las medidas de infercambio gaseoso se readlizaron con un analizador IRGA
(segln el mismo procedimiento descrito en el capitulo lll) pero utilizando un equipo
diferente, en este caso un Li-Cor 6400 (LI-COR Biosciences UK Ltd).

Se determinaron los mismos pardmetros que en ocasiones anteriores (A, E, gs y
WUE). Para las medidas en condiciones naturales se eligieron 5 plantas de cada
tfratamiento y se realizaron las medidas en el vivero a mediodia solar en aciculas
primarias, ya que debido a la duracién del cultivo éstas carecian adn de aciculas

secundarias.

2.5. Andlisis estadisticos

El andlisis de los datos se hizo mediante ANOVAs de dos vias con la fertilizacion
y el sombreo como factores. Cuando se dieron diferencias entre niveles de fertilizacion
se realizé un contraste a posteriori tipo Tukey-b con un nivel de significacién de a =0,05.
Cuando fue necesario se hicieron andlisis separando tratamientos de sombreo para
profundizar en los distintos efectos. Los datos fueron fransformados cuando fue
necesario para cumplir las condiciones de normalidad, linealidad y homocedasticidad.
Los andlisis fueron llevados a cabo utilizando el paqguete estadistico SPSS (v. 12.0, SPSS
Inc., Chicago, IL, U.S.A).
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3. RESULTADOS
3.1. Morfologia

La fertilizacion ejercid un efecto fuertemente significativo en todos los
pardmetros medidos (p<0,001) (Tabla V.1), produciendo plantas mayores y con mayor
biomasa aérea a altas dosis de fertilizacion con menores valores de peso seco de
raices y menor relaciéon Psr/Psa.

El tratamiento de somibreo tuvo efectos fuertemente significativos en la altura
de las plantas y en la relacién Psr/Psa, produciendo plantas mds esbeltas y con menor
valor de esta relacion en la sombra que a pleno sol. También influyd en la biomasa de

la plantas, pero en menor medida (Tabla V. 1).

Factores Luz Fertilizacion Luz*Fertilizacion

Variables F p F p F p
Altura (cm) 15,76 ok 531,91 ok 20,86 ok
Didmetro (mm) 0,09 ns 24,21 HEE 2,61 *
Indice de Esbeltez 15,59 ok 143,55 oAk 1,90 ns
Peso seco foliar (g) 051 ns 119,01 ke 5,01 o
Peso seco Raiz (g) 5.46 * 80.39 ok 441 *
Area foliar (cm?) 3,70 * 126,74 ek 0,55 ns
Longitud Radical (cm) 0,01 ns 49,73 ek 1,22 ns
Supeifficie absorbente de 0,37 ns 54,72 ok 1,85 ns
raiz (cm?2)
Relacién Psr/Psa 31,22 ok 24,44 ok 1,62 ns

Tabla V.1. ANOVA de dos vias para la fertilizacion y la luz en los caracteres morfologicos y de
biomasa. -« (p<0,001), = (p<0,01), - (p<0,05), ns (p> 0,05).

Con respecto a la altura, ésta aumentd notablemente con la fertilizacion, tanto
en sombra como en sol, siendo en las dosis de 0 y 2 mayor en la sombra, aungue en la
dosis de 5 la sombra produjo plantas algo mas pequenas que el sol, de ahi que se
observe una interacciéon entre estos dos factores. El didmetro no mostré variaciones
entre sol y sombra en la dosis de 0 ni en la de 2 g I, sin embargo en la dosis de 5 las
plantas crecidas al sol desarrollaron un mayor grosor. Al analizar los tratamientos por
separado el efecto de la fertilizacidn fue el mismo en el sol y en la sombra,
presentando diferencias en altura entre los tres niveles de fertilizacion. El digmetro
también aumentd con la fertilizacidén, aunque no se dieron diferencias significativas
entre las dosis de 2 y 5 g |1, pero si entre estas dos con la de 0. La esbeltez de las
plantas fue aumentando con la fertilizaciéon y ademds fue mayor en sombra que en sol
en todas las dosis. Al igual que ocurrié con la altura, tanto la biomasa aérea como la
de la raiz fue aumentando con la fertilizaciéon. La biomasa aérea se vio influida por el
tratamiento de sombreo, ya que al sol se encontraron diferencias entre los tres niveles

de fertilizacién y a la sombra las de 2 y 5 fueron similares. El andilisis de las distintas
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fracciones de la biomasa de raiz mostrd que el 100 % de la biomasa radical estuvo
formado por raices finas de menos de 2 mm de didmetro, con funcidén principalmente
de absorcién no encontrdndose raices con funcién de reserva (mayores de 2 mm de

didmetro).

30 Altura b Diametro

-1

cm mm

|
So Sombra Sol Sombra
Sol Sombra
34 Psa 39 Psr 14 Pst/Psa
257 0g{ 9
’ a
2 A
C 0,6 b B
B
0,4 4
0,2
0
Sol Sombra Sol Sombra Sol Sombra
200 ~ ol c 500 1 superficie absorbente raiz 2,5 1 c Longitud Raiz
B
150 | 400 - 2 A
300 - 1,5
£ 100 4 g g
200 - 14
50 A
100 - 0,5 -
0 - 0 - 0 -
Sol Sombra Sol Sombra Sol Sombra

Figura V.1. Morfologia de las plantas de los diferentes tratamientos en funcién de la fertilizacion y
el sombreo. Se muestran las medias y los errores estdndar para cada tratamiento. (IE: indice de
Esbeltez; Psa: Peso seco aéreo; Psr: Peso seco Raiz, Relacién: Psr/Psa. En verdes de mds claro a
mds oscuro, plantas 0, 2 y 5 respectivamente. Letras diferentes indican diferencias significativas
(p< 0,05) entre niveles de fertilizacion dentro del mismo nivel de sombreo, en minisculas para el
Sol y mayusculas para la Sombra.
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La relaciéon Psr/Psa disminuyd con el aumento de la fertilizacion, ya que ésta
favorece el desarrollo de la parte aérea en detrimento de la radical, y por eso la
relaciéon entre las partes disminuye, ésta fue siempre menor en sombra que en sol.

El drea foliar aumentd también con la fertilizacion y con la sombra, sin embargo
la superficie radical aumentd también con la fertilizacién pero en el caso de la dosis de
5 fue superior en sombra que en sol, en sombra no se dieron diferencias entre los
niveles de 2 y 5. La longitud de la raiz siguié la misma tendencia que la superficie de la

raiz.

3.2. Conductancia Hidrdulica

El tfratfamiento de sombreo no produjo ninguna modificacién en la
conductancia hidraulica (Tabla V.2) sin embargo la fertilizacion si produjo
modificaciones mostrando diferencias significativas tanto en KL como en Kr no se

detectd ningun tipo de interaccidn entre estos dos factores.

Factores Luz Fertilizacion Luz*Fertilizacion
Variable F o] F [o] F [o]
KL 0.177 ns 11.47 ok 1.32 ns
Kr 3.00 ns 5.16 ok 2.47 ns

Tabla V.2. ANOVA de dos vias con la luz y fertilizacion como factores para la conductancia
hidraulica especifica de la raiz y de la hoja. :«« (p<0,001), -« (p<0,01), - (p<0,05), ns (p> 0,05).

En general a medida que aumentd la fertilizacion disminuyd la conductancia
hidraulica de las plantas (Figura V.2), aunque cuando se andlizan los efectos de la
fertilizacién y el sombreo por separado se observa que en las plantas crecidas al sol, las
menos fertilizadas (nivel 1) alcanzaron valores significativamente superiores de Kiy de Kr
a los de plantas cultivadas con 2 y 5 g de ferfilizante, sin darse diferencias entre éstos
dos ultimos lotes. Las plantas O mostraron entre dos y tres veces mayor conductancia
hidraulica que las 2 y 5 de fertilizacion, respectivamente. La respuesta de las plantas en
la sombra fue la misma, independientemente de la fertilizacién, y aunque se observa
una cierta tendencia a alcanzar valores mds altos las plantas 0, no se dieron

diferencias significativas.
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3.3. Intercambio gaseoso

Figura V.2. Conductancia hidraulica especifica
foliar (K. Kg m=2 s MPa) y conductancia
hidrdulica especifica de la raiz (Kr: Kg m-2s-' MPa)
para el sol y la sombra en los tres niveles de
fertilizacion. Letras diferentes indican diferencias
significativas dentro de cada tratamiento de luz
(p<0,05), en minGsculas para el sol y mayusculas
para la sombra.

El fratamiento de sombreo sélo tuvo influencia en la tasa de fotosintesis neta,

dio interaccién entre los dos factores.

mientras que la fertilizacién lo hizo tanto en la fotosintesis, como en la transpiracién y

en la eficiencia en el uso del agua aunque en diferente intensidad (Tabla V.3). No se

Factores Luz Fertilizacion Luz*Fertilizacion
Variable F p F o] F [e)
A 6,93 * 43,48 ok 2,24 ns
E 1,65 ns 343 * 0,38 ns
as 0,16 ns 1.39 ns 0,09 ns
WUE 0,02 ns 49,26 ook 0,03 ns

Tabla V.3. ANOVA de dos vias con la luz y fertilizacion como factores para la fotosintesis neta
(A), transpiracion (E), conductancia estomdtica (gs) y eficiencia en el uso del agua (WUE). .
(p<0,001), : (p<0,01), « (p<0,05), ns (p> 0,05).

La fotosintesis (A) y la eficiencia en el uso del agua (WUE) se vieron fuertemente

afectadas por la fertilizacion, aumentando con ella (Figura V.3). Las plantas fertilizadas
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mostraron tasas de fotosintesis aproximadamente fres veces superiores a las que no lo
estaban y ademds mejoraron la eficiencia en el uso del agua hasta un 80 % en las
plantas fertilizadas.

No se observaron diferencias entre las dosis de 2 y 5 g 1. Con respecto a la
tfranspiracioén, la conducta fue la opuesta, disminuyendo con la fertilizacién al igual
que la conductancia estomdtica, aunque no mostrd diferencias significativas con
ninguno de los dos factores, observdndose una tendencia bastante clara a disminuir a
medida que aumentdé la fertilizacion. Al analizar los datos en funcidén de los
tfratamientos de sombreo se observan diferentes respuestas en funciéon del pardmetro
estudiado, con respecto a la fotosintesis se da la misma tendencia tanto en la sombra
como en el sol, presentando diferencias entre las plantas fertilizadas y las que no o
estdn y no entfre las dosis de 2 y 5 g I, Ni la transpiracién ni la conductancia
estomatica mostraron diferencias entre niveles de fertilizacion ni en la sombra ni en el
sol (Tabla V.3). Por dltimo, la eficiencia del uso del agua es diferente para cada nivel

de fertilizacién tanto para el sol como para la sombra siendo mayor en las plantas mds

fertilizadas.
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Figura V.3. Fotosintesis neta (A: pmol CO:2 m2 s’'), transpiracion (E: mmol H20 m? s),
conductancia estomdtica (gs: mmol H20-") y eficiencia en el uso del agua (WUE: umol CO2 mmol
H20 -1) para el sol y la sombra en los tres niveles de fertilizacion. Letras diferentes indican
diferencias significativas dentro de cada tratamiento de luz (p<0,05), en mindsculas para el sol y
mayusculas para la sombra.
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4. DISCUSION
4.1. Morfologia

La morfologia de las plantas se vio modificada por ambos tratamientos de
vivero. La fertilizacién produjo plantas mds grandes en cuanto a altura y didmetro,
biomasa aérea, biomasa subterrdnea, drea foliar, superficie absorbente y longitud de
raiz, como se habia visto en otros frabajos con especies mediterrdneas (Canham et al.,
1996; Dominguez-Lerena, 2000; Oliet et al., 2003, 2005) y en las fases anteriores de esta
memoria, siendo la relacién Psr/Psa el Unico pardmetro que disminuyd con la
fertilizacion como consecuencia de los mayores portes aéreos de las plantas
fertilizadas (Oliet et al., 1997, Graff et al.,1999; Berger y Glatzel, 2001; Villar-Salvador et
al., 2004). El fratamiento de sombreo tuvo menor influencia en la morfologia, siendo las
diferencias entre niveles de sombreo altamente significativas en la altura de las plantas
pero débilimente significativas o ausentes en el resto de los pardmetros morfoldgicos
indicando que el pino canario soporta bien ciertos niveles de sombreo. Sin embargo,
en trabagjos con sombra mucho mds densa (1-2 % de PAR) si ha afectado a la
supervivencia y crecimiento de las plantas (Peters ef al., 2001; Climent et al., 2006b).
Ademds, pudo darse una limitaciéon luminosa que hizo que no se aprovecharan al
maximo los recursos nutricionales por verse limitada la fotosintesis y por tanto la fijaciéon

de CO2 en términos de crecimiento.

4.2. Conductancia hidrdulica e intercambio gaseoso

Las variaciones morfoldgicas descritas anteriormente hacen a la planta menos
resistente a la sequia (menor Psr/Psa) segun varios autores (Tan y Hogan, 1995; Leiva y
Ferndndez-Ales, 1998; Aranda et al., 2001).

Estas variaciones, provocaron modificaciones en la arquitectura hidraulica de
la planta, que dieron lugar a una disminucién de la capacidad de transporte de agua
KLy Ks) a medida que aumentd la dosis de fertilizacion, similar al comportamiento
observado en pldntulas de lentisco y alcornoque (Herndndez ef al., 2006) y también en
abeto, donde se describe una disminucién de la conductancia hidrdulica de la raiz a
medida que aumenta el volumen de la misma (Krasowski y Caputa, 2005). El descenso
de la conductancia hidraulica desencadend una bajada de la conductancia
estomdtica evitando asi los riesgos de cavitacion (Vilagrosa et al., 2003; Martinez-Vilalta
et al, 2004; Valladares et al., 2004). El hecho de que no se dieran diferencias
significativas entre los niveles 2 y 5 de fertilizacidon en las tasas de conductancia
hidrdulica puede deberse a gque los pinos presentan una estrategia conservadora y no
responden a pequenas diferencias en las dosis de fertilizacion, aunque si a fertilizar o

no.
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Como consecuencia de esta disminucidn de la conductancia estomdtica, la
franspiraciéon se vio reducida, al aumentar la fertilizacién, como se ha puesto de
manifiesto en otras plantas (Ewers et al., 1999; Ewers y Sperry, 2000) pero al mismo
tfiempo las tasas de fotosintesis se incrementaron. Este aumento de la fotosintesis se
explica porgue el aumento provocado por la fertilizaciéon (Folk et al., 1996; Green y
Mitchell, 1992; Jose et al., 2003; Planelles, 2004) contrarrestd la posible disminucion
debida al cierre estomdtico.

Ademds, diversos trabajos han relacionado la arquitectura hidrdulica de las
plantas con su capacidad fotosintética y la eficiencia en el uso del agua (Nardini y
Salleo, 2000; Martinez-Vilalta et al., 2004; Brodribb et al., 2005). Segun estos aufores, una
deficiente capacidad de suministro de agua puede originar una disminucion en la
tasa fotosintética poniendo la supervivencia y el crecimiento de la planta en peligro.
Sin embargo, a pesar de que la conductancia hidrdulica disminuyd con la fertilizacion,
el efecto combinado del aumento de Ay bajada de E, hizo que aumentase la WUE de
las plantas mds fertilizadas, tanto al sol como a la sombra, que junto con el alto control
estomdtico descrito para el pino canario (Peters et al., 2003) hacen a estas plantas
mads tolerantes a fendmenos de baja disponibilidad hidrica en el suelo, siendo esto una
ventgja a la hora de establecerse en el campo en periodos de escasez de agua.
Comparando la respuesta de estas plantas con la obtenida en los capitulos anteriores,
vemos que la tendencia se mantiene, mostrando las plantas del cultivo alternativo

(fertilizadas) mayor eficiencia en el uso del agua tanto en campo como en maceta.

5. CONCLUSIONES

Todos los pardmetros morfolégicos y de biomasa medidos se vieron
fuertemente influidos por el tratamiento de fertilizaciéon resultando, por fanto, un buen
método para manipular la morfologia del pino canario. La altura y la relacién entre
biomasa radical y foliar (Psr/Psa) fueron los pardmetros que mds variaron debido al
tfratamiento de sombreo, no influyendo, o haciéndolo en menor medida los demds
pardmetros medidos.

El tfratfamiento de sombreo no produjo ninguna modificaciéon en la
conductancia hidraulica de las plantas. Sin embargo, la fertilizacidn produjo
modificaciones significativas, causando una disminucién en la capacidad de
fransporte de agua con el incremento en la dosis de nutrientes.

Los pardmetros de intercambio gaseoso también se vieron modificados por el
tfratamiento de fertilizacidon y sélo la tasa de fotosintesis neta se vio débilmente
alterada por el sombreo. El hecho de que la reduccién de PAR no influyese en las
variables fisioldgicas, indica que el pino canario soporta bien ciertos niveles de

somibreo.
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El efecto combinado de la fertilizacion sobre la capacidad de transporte de
agua y la actividad fotosintética a nivel de hoja produjo un incremento de la
eficiencia en el uso del agua, mostrando que la fertilizacién puede suponer una
mejora en la capacidad de arraigo de la planta ante situaciones donde la escasez de

agua en el suelo es un factor limitante para su supervivencia.
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1. El método de cultivo en vivero del pino canario tuvo una influencia totalmente
significativa en las caracteristicas morfofuncionales de las plantas, resultando de
mejor calidad las cultivadas utilizando turbas fertilizadas (Cultivo Alternativo), en

lugar de tierra de monte sin fertilizar (Cultivo Tradicional).

2. El cultivo alternativo produjo plantas mds grandes, mds equilioradas y mejor
nutridas que el cultivo tradicional, asimismo dichas plantas fuvieron mejores
respuestas en los test aplicados para medir el crecimiento de raices y el vigor de las

plantas.

3. No se dieron grandes diferencias dentro de los contenedores empleados,
mostrando todos buenos resultados cuando se utilizaban sustratos a base de turbas,
por lo que se propone el uso de contenedores de al menos 300 cms3 para este tipo
de cultivo, ya que el aumento a 400 cms3 no supuso una mejora considerable en la

calidad de las plantas.

4. La fertilizacion resultd ser fundamental para un mejor desarrollo de las plantas
tanto en vivero como en el campo. No se dieron grandes diferencias entre la
fertilizacion sélida y la liquida, ni entre las dosis aplicadas, por lo que la aplicacién
de un tipo u otro de fertilizacidén podrd variar en funcién de la infraestructura del

vivero.

5. Dentro de los pardmetros morfoldgicos mads Utiles a la hora de cuantificar la
calidad de planta, la altura a la salida de vivero, fue la que definitivamente aportd
mejores resultfados, siempre y cuando las plantas se encontraran adecuadamente

equilibradas.

6. Dentro de los pardmetros fisioldgicos evaluados, la concentracién de nitrégeno
foliar fue la que mayores diferencias mostrdé entre tratamientos, aportando los
demds nutrientes y azdcares solubles evaluados mucha menor informacion en
cuanto a calidad de planta se refiere. El test de regeneracidén de la raiz fue el que
mejores resulfados aportd, y las diferencias de respuesta entre los fratamientos

fueron bastante marcadas.

7. La supervivencia de las plantas en el campo fue descendiendo a lo largo del
periodo de estudio, siendo mds pronunciado el descenso durante el primer periodo
de sequia estival. Las tasas de supervivencia fueron muy superiores para el cultivo

alternativo, 95 % y 84 %, frente a un 67 % y 32 % que mostraron las plantas del
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culfivo tradicional en los ensayos 2002 y 2003, respectivamente. Quedd
demostrado que las plantas mds grandes tuvieron mayor tasa de supervivencia y
mayor crecimiento en el campo, alcanzando mayor volumen de raices vy

desarrollando sistemas radicales mds profundos.

8. La altura inicial de las plantas en el campo fue el mejor pardmetro predictivo de
la supervivencia, tal y como lo demuestra el alto nivel de ajuste mostrado por el

modelo de regresidn obtenido entre dicha altura y la supervivencia de las plantas.

9. La respuesta fisioldgica de las plantas en el campo, fue variable y dependiente
de las condiciones ambientales y eddficas, mostrando en general, las plantas del
cultivo alternativo mayores tasas fotosintéticas y de conductancia estomdtica y
reaccionando mejor que las plantas del cultivo tradicional a medida que las
condiciones de estrés eran mds severas. Las medidas de fluorescencia de la
clorofila fueron las que mds informacién proporcionaron a la hora de discriminar

enftre los distintos tratamientos.

10. Las diferencias morfoldgicas a la salida de vivero, se mantuvieron incluso
durante mds de un ano de cultivo en maceta. Tanto la morfologia como el
desarrollo fenoldgico de las plantas crecidas en maceta siguieron el mismo patrén
que el observado por las crecidas en el campo. Las plantas del cultivo alternativo
alcanzaron mayor altura y didmetro, mostrando mayores incrementos para ambos

pardmetros y alcanzando antes el estado de madurez.

11. Las plantas cultivadas en maceta mostraron el mismo tipo de respuesta frente a
la sequia que las observadas en el campo. Bajo las condiciones de sequia eddfica
del experimento, las plantas del cultivo tradicional, mostraron un comportamiento
menos arriesgado que las del cultivo alternativo, con valores mds bajos de
potencial hidrico y de franspiracién total por planta, que se mantuvo muy baja,
incluso en las condiciones de mayor demanda evaporativa. Esto que supone una
buena defensa frente al estrés hidrico, influyd de manera negativa en el

crecimiento, creciendo mas las plantas del cultivo alternativo.

12. El tfratamiento de sequia aumentd la resistencia de las aciculas a las altas
temperaturas en ambos fratamientos, presentando las plantas del cultivo
alternativo mayor resistencia a las mismas, suponiendo esto, una ventaja para su
supervivencia en las zonas de repoblacion de la vertiente sur de las Islas donde las

temperaturas pueden ser considerablemente altas en momento puntuales.
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13. Las modificaciones observadas en la morfologia de la planta con la fertilizacion,
hicieron que se produjera una disminucién de la conductancia hidrdaulica, pero a
pesar de esto, el efecto combinado del aumento de la fotosintesis y el descenso
de las tasas de transpiracion, hizo que aumentase la eficiencia en el uso del agua
de las plantas mads fertilizadas. Estas modificaciones producen plantas mds
tolerantes a fendmenos de baja disponibilidad hidrica en el suelo, hecho que
supone una ventgja a la hora de establecerse en el campo en periodos de

escasez de agua.

14. El tratamiento de sombreo no influyd de una manera tan decisiva en la
morfologia de las plantas, ya que no produjo ninguna modificacién en la
conductancia hidrdulica, y dentro de los pardmetros de intercambio gaseoso, sélo

la tasa de fotosintesis neta se vio débilmente alterada por éste.,
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Anexo-I

Férmulas, conversiones y correcciones usadas por el analizador de gases por infrarrojo
(IRGA)

Radiacién fotosintéticamente activa incidente en la hoja (Qeat en pumol m2 s1):

Qleaf = Q * Trw

donde Q es el PAR (umol m2 s1); y Trw es el factor de transmision del PAR para la

ventana de la cdmara (adimensional).

Conversidn del flujo molar a flujo volumétrico:

V =u*Vm20 * (273+Tcnh)/293 * p * 60

donde u es el flujo de aire (mol s1); Vm20 el volumen de 1 mol de aire a 20 °C y 1 bar

de presion (M3); Ten la temperatura de la cdmara (°C); y p la presidn ambiente (bares).

Flujo molar de aire por m2 de superficie de hoja (us):

us = u/drea

donde u es el flujo molar (mol s1); y drea es el drea proyectada de la hoja (m?2),

Correccioén para las lecturas de CO2 (de referencia y de andlisis) para la presencia
de H20 (Cref 0 Can) (Vpm):

Cret = (Cref) T + b * Wres * (Crer) 1
donde (Crf)1 es la presion corregida de CO2 de la lectura de referencia ((Can)l
cuando se trata de la de andlisis) (vpm); b es un factor de compensacién (cuyo valor
es el mismo para la de andlisis) (adimensional); y Wieses la presion de vapor de agua
de referencia (Wan cuando es la de andilisis) (mol mol-1).

Correccién del andlisis de CO:2 para la dilucion por vapor de agua (C’an) (vpm):

C’Gn = an * (]—Wref) / (]—Wgn)
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donde Can es el CO2 que sale de la cdmara (vpm); Wrer s la concentracion del vapor
de agua que entra en la cdmara (mol mol'); y Wan s la concentracion de vapor de
agua que sale de la cdmara (mol mol-1).

Diferencia en la concentracion de CO2 (vom (mol mol-1)):

DC = Cret—C'an

donde Ciet €5 el CO2 que fluye al interior de la cdmara (umol mol1); y C'an es el CO2
que fluye hacia fuera de la cdmara (umol mol-1).

Correccién del andlisis de H20 para la dilucion por la franspiracion

(ch}n) (mO| mOl']): W’an = Wan * (]—Wref) / (]—Won)

donde Wan es la concentracion de vapor de agua de andlisis (mol mol); y Wrer es la

concentracién de vapor de agua de referencia (mol mol-1).

Compensacion de las lecturas CO2 y H2O debido a la variacion de la

presion

((Can)D) (vpm): (Can)1 = (Can) * s / P

donde ps es la presidon de referencia (mbar); y p la presion ambiente (mbar).

Constantes:

Volumen de 1 mol de aire a 20°C y 1 bar (Vm20c)
Valor usado: 2.4387 * 10-2 m3.

Calor latente de la vaporizaciéon del agua ()
Valor usado: 45064.3 — (Ten * 42.9) J mol-'.

Constante de Boltzmann (s)
Valor usado: 5.7 * 10-8 W m-2 K4,

Peso molecular del aire (Ma)
Valor usado: 28.97.
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Calor especifico a presidon constante (Cp)
Valor usado: 1.012 J g-1 K-1T.

Tasa de transpiracion (E) (mol m2 s1):

E=us*DW

donde DW es la concentracion de vapor de agua diferencial (mol mol-); y us es el flujo

de masa del aire dentro de la cdmara por m2 de drea de la hoja (mol s'' m-2),

Resistencia estomdatica al vapor de agua (rs) (m2s mol-):

[s= ((Whojg-Won) / (DW * us))-rbo

donde Whoja €5 la concentracion de vapor saturada a temperatura ambiente (mol mol
1) (Whoja = €5 /p; siendo es la presidon de vapor saturada a la femperatura de la hoja
(mbar) y p la presién atmosférica (mbar)); DW el vapor de agua diferencial a través de
la cdmara (mol mol!); Wan la concentracion de vapor de agua fuera de la cdmara
(mol mol); rs la resistencia de la capa limite al vapor de agua (m2 s mol-1); y us el flujo

de masa del aire por m2 de hoja (mol m2 s1),

Conductancia estomatica al vapor de agua (gs) (mol m-2 s-1):

gs=1/rs

donde rs es la resistencia estomdtica al vapor de agua (m2s mol-1).

Temperatura calculada de la hoja (Theja) CC):

Thoja = Ten + (((Q * Hfactor) - IE) / (0.93 Ma Cp /rb) + 4s * (Ten + 273.16)3)

donde Teh €5 la temperatura de la cdmara CC); Q la intensidad de flujo foténico
sobre la ventana de la cdmara (umol m2 s1); Hfactor el factor de conversion de
energia (adimensional); | el calor latente de vaporizacion del agua (J mol); Ma el
peso molecular del aire (adimensional); Cp el calor especifico a presidon constante (J g-

1 K); rb la resistencia de la capa limite a la tfransferencia de vapor (m2 s mol-'); y s la

constante de Boltzmann (W m-2 K-4).
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Tasa fotosintética (tasa de intercambio de CO2 en la cdmara) (Pn) (umol m-2 s-1):

Pn=us*DC

donde DC es la diferencia en la concentracién de CO2 a través de la cdmara (umol

mol-1); y us el flujio de masa del aire por m2de darea de la hoja (mol m-2 s-1),

Concentraciéon de CO:z en la cavidad subestomdatica (Ci) (umol mol-1):

Ci = ((((ge-(E/2)) * C'an) / (ge + (E/2)))

dondegc=1/(.6rs+ 137 rb); C'an el CO2 que sale de la cadmara (umol mol'); E es la

tasa de franspiracion (mol m2 s1); rb la resistencia de la capa limite al vapor de agua

(m2s mol); y rs la resistencia estomdatica al vapor de agua (m2 s mol).

Presion de vapor saturada de agua (es) (bar):

Para temperaturas sobre 0 °C:

es = 6.13753 * 10-3 * e * ((Teh (18.564 — (Tcn/254.4)))/(Teh + 255.57))

donde Ten es la temperatura de la cadmara CC).

Presion de vapor de agua dentro y fuera de la cdmara (eref ¥ €an, respectivamente)

(mbar):

eref = Wref * p; ean = Wan * p

donde Wret Y Wan sSON concentraciones de vapor de agua (mol mol-1); y p es la presion

atmosférica (mbar).

Cdlculos para la humedad relativa dentro y fuera de la cdmara (Wrer ¥ Wan,

respectivamente) (%):

Wret = €ref / €sat * 100; Wan = €an / €sat * 100

donde erer €5 la presidn de vapor de agua en la cdmara (mbar); y esqat es la presion de

vapor de agua a la temperatura de la cdmara (mbar).
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Diferencia de presion de vapor de agua (De) (mbar):

De =e’an — eret

donde erefes la presion de vapor de agua dentro de la cdmara (mbar); y €’an la

presidon de vapor de agua fuera de la cdmara (mbar).
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Anexo-Fotogrifico

Foto 1: Disposicion de
las bandejas en los
canteros. Primera fase
de cultivo.

Foto 2: Germinaciéon
de las plantas.

Foto 3: Disposicion de
las bandejas en los
canteros. Segunda fase
de cultivo
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Foto 4.

Ensayo 2002 (Octubre 2003)
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Foto 5.
Cultivo Alternativo
(Octubre 2003)

Foto 6.
Culfivo Tradicional
(Octubre 2003)
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* éj‘i«é*fg{é"%""fit:’::.,l_\’ﬂéhi',’

Foto 7. Extracciéon de raiz
de una planta del cultivo
Alternativo

Foto 8. Comparacion
cultivo Alternativo (izgda,
cultivo tradicional, dcha)

Foto 9. Detalles del
sistema radical en el
levantamiento de
las plantas cultivo
Alternativo (izgda) y
cultivo Tradicional
(dcha.
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Foto 10. Ensayo 2002 en Octubre 2004. Mar de nubes llegando a la
parcela

Foto 11. Ensayo 2002. Cultivo Foto 12. Ensayo 2002.Cultivo
Alternativo (Octubre 2004) Tradicional (Octubre 2004)
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Foto 13.
Ensayo 2003.
Nubes
llegando ala
parcela

Foto 14. Comparacion cultivo
Alternativo (superior)
Cultivo Tradicional (inferior).
Octubre 2003
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Foto 15. Ensayo 2003. Foto 16. Ensayo 2003.
Cultivo Alternativo (Mayo Cultivo Tradicional
2004) (Mayo 2004)

Foto 17. Aparatos de medida de fisiologia. IRGA,
Schélander y Mini-Pam.
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Anexo-Fotogrifico

Fotos 18 y 19. Experimento en maceta. Plantas en Noviembre 2003
(foto superior) y en Julio 2004 (foto inferior), antes de empezar el
estrés por sequia, en ambos casos las plantas cultivadas de manera
fradicional estdn a la izgda. de la foto y las cultivadas de manera
alternativa a la dcha.
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Foto 20 y 21. Experimento en condiciones controladas. Medidores de
fluio de savia recubiertos fundas termoportectoras (foto superior) y
plantas cubiertas para evitar interaccion de la lluvia (foto inferior) una

vez empezado el experimento.
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Anexo- Fotogrdfico

Foto 22 y 23. Experimento de manipulacién de la arquitectura
hidraulica. Vivero de Santa Faz (Alicante). Plantas cultivadas a
pleno sol (foto superior) y bajo umbrdculo (foto inferior), ademds
de Pino canario, Alcornoque y Lentisco.
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Foto 24. Equipo de medida de Conductividad
Hidrdulica (Dinamax)
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