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Resumen

La nutricién es uno de los factores que mas limita el crecimiento de la planta forestal. Por ello, el
manejo convencional de produccion en vivero se ha basado en la fertilizacién mineral enfocada a
potenciar un crecimiento vigoroso. Sin embargo, hoy dia se sabe que un aporte excesivo de
nitrégeno mineral puede causar desequilibrios morfolégicos y formar tejidos mas suculentos, y
esto, con frecuencia, incrementa la susceptibilidad de la planta al estrés. Como alternativa a la
fertilizacion convencional, en este trabajo se presenta el analisis comparativo de un abonado
mineral frente a un fertilizante organico de accién bioestimulante, en el que se evalla su efecto
en el crecimiento de Pinus radiata, asi como su respuesta a la infeccion por Fusarium circinatum
en planta de una y dos savias. Los parametros biométricos analizados a la finalizacién de la fase
de vivero muestran que la planta producida con el fertilizante organico es mas equilibrada,
destacando el gran desarrollo del sistema radical. Ademas, los parametros relacionados con la
sintomatologia de la infeccion tras la inoculacion con el patégeno y la determinacion del grado de
dano interno indican que la aplicacion del fertilizante organico incrementa la tolerancia de la
plantula a la enfermedad.
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1. Introduccion

Uno de los factores que mas delimita el crecimiento de la planta forestal en el vivero y que,
ademas, condiciona en gran medida su posterior desarrollo en campo es la nutricion. El manejo
convencional de la produccion de pino radiata se basa en la fertilizacion mineral (N-P-K), que
busca potenciar un crecimiento vigoroso que reduzca el estrés y mejore la salud general del arbol
(BLODGETT et al., 2005). En este sentido, varios trabajos constatan el efecto favorable de un
incremento en el aporte y la concentracion de nitrégeno en la actividad fotosintética (HAWKINS et
al., 1995) y, en consecuencia, en la extension de nuevas raices (VAN DEN DRIESSCHE, 1992), lo
que, tras el trasplante a campo, incrementaria su adaptaciéon a las nuevas condiciones y su
posterior crecimiento. Sin embargo, otros estudios han demostrado que el aporte de nitrogeno
puede tener efectos desfavorables al causar desequilibrios morfolégicos debido a un mayor
desarrollo aéreo (VAN DEN DRIESSCHE, 1992; LANDIS, 1989), lo que afecta negativamente a su
capacidad de tolerar el déficit hidrico post-trasplante; ademas, al favorecer la formaciéon de
tejidos mas suculentos (LANDIS, 1989), incrementa, asimismo, la susceptibilidad a organismos
patégenos (SNOEIJERS et al., 2000).

En la actualidad, como alternativa a la fertilizacion convencional, se plantean diversas
opciones de origen organico, pero, en general, su efectividad esta poco estudiada, y mas aln en
el caso de la produccion de planta forestal. La empresa Saionaimer SL ha obtenido, a partir de
residuos verdes horticolas procedentes de cultivos intensivos bajo plastico, un extracto vegetal
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metabdlicamente activo que, mediante la concurrencia de microorganismos eficientes,
principalmente solubilizadores de fésforo y de potasio, puede, ademas de contribuir a la nutricion
de la planta, estimular su metabolismo secundario, lo que segin BHATTACHARJEE & DEY (2014),
en su revision sobre biofertilizantes, podria contribuir a mejorar su tolerancia al estrés biético.

2. Objetivos

Valorar la efectividad del insumo agricola organico (biofertilizante) desarrollado por
Saionaimer SL en la produccién de Pinus radiata en vivero como alternativa a la fertilizacion
convencional (N-P-K) y, por otro lado, evaluar la susceptibilidad de la plantula de pino a la
infeccion por Fusarium circinatum en funcién de la fertilizacién aplicada en vivero.

3. Metodologia

La semilla de Huerto Semillero (procedencia 0.7. Montes vasco-navarros, lote 3409/1034),
se sembré en bandejas ARNABAT (35 alveolos de 200 cm3), sobre una mezcla de turba
rubia:turba negra en proporcion 1:1 (v/v). Se establecieron tres tratamientos de fertilizacion: 1)
Control, en el que las plantas Unicamente recibieron agua durante todo su crecimiento; 2)
Convencional, en el que 3 g/L de fertilizante de liberacion lenta Plantacote Plus (14:18:15 NPK +
2 Mg, Aglukon, Dusseldorf, Alemania; 8 meses de duracion) se mezclé con el sustrato de turba
previamente al llenado de las bandejas; 3) Organico: en el que las plantas fueron abonadas con
el insumo organico, aplicandolo una vez al mes, regando cada planta con 50 ml de la dilucién
recomendada (1:5, viv).

Las plantas de Pinus radiata D.Don crecieron en el vivero Martintxune (Basalan, Diputacion
Foral de Bizkaia), bajo tunel abierto, con riego a demanda, hasta los 9 meses, momento en el
que se seleccionaron 25 plantas al azar de cada tratamiento y se caracterizaron con el fin de
evaluar el efecto de la fertilizaciéon a la finalizacién de la fase de vivero. La caracterizacion se
realiz6 en base a la altura, el didametro a nivel de cuello de raiz y el peso seco (raiz, tallo y parte
aérea), lo que permitié calcular el Indice de Calidad de Dickson (ICD)= peso seco total (g)/[(altura
(cm)/didmetro (mm)) + (peso seco parte aérea (g)/peso seco raiz (g))] (DICKSON et al., 1960).
Asimismo, se determiné el contenido en clorofilas en las aciculas, mediante extraccién con DMSO
(WELLBURN, 1994), y se analizd su contenido en macronutrientes N-P-K-Mg (laboratorios Neiker-
Tecnalia, Derio). A continuacion, las plantas se trasplantaron a contenedores QuickPot™ (110mm
x 110mm x 200mm y 1600 cm3 de capacidad), empleando la misma mezcla de sustrato de
turba:vermiculita (1:1, v/v). Un lote, compuesto por 30 plantas de cada tratamiento, se trasladé a
una camara de condiciones controladas donde, previa aclimatacion de un mes, se inoculd con F.
circinatum Nirenberg & O'Donnell a fin de evaluar su susceptibilidad. El resto de las plantas
siguieron creciendo en el vivero con los mismos tratamientos de fertilizacién, pero en exterior,
hasta los 17 meses, momento en el se trasladaron a la cadmara de crecimiento para, previa
aclimatacién de un mes, testar su susceptibilidad al patégeno.

La susceptibilidad se evalu6 mediante aplicacion de in6culo esporal y seguimiento de
sintomatologia de la enfermedad durante 7 semanas, seglin MARTIN-RODRIGUES y cols. (2013).
Ademas, se determiné la longitud del chancro formado en el tallo y se analizaron cortes
transversales seriados, a la altura del punto de inoculacién, con el fin de valorar el efecto de la
infeccion a nivel histolégico en base a la superficie del tallo afectada por necrosis, calculada con
el programa ImageJ a partir de las fotos realizadas a la lupa.

Los datos se analizaron con el paquete estadistico SPSS Inc (Chicago, lllinois). Tras
verificar la normalidad en la distribucién de los datos, el analisis de varianza (ANOVA), seguido de
una comparacion multiple post hoc de medias observadas mediante el test de Tukey, permitié
determinar las diferencias significativas entre grupos.
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4. Resultados

Al finalizar la fase de vivero las plantas de pino presentaban diferencias significativas en su
crecimiento en funcion del tratamiento de fertilizaciéon (Tabla 1). Las plantas Control, sin
aplicacion de fertilizacion, fueron las de menor desarrollo; mientras que las crecidas de forma
convencional, con abono de liberacidon lenta, fueron las que mas crecieron en parte aérea, tanto
en altura como en biomasa foliar; sin embargo, a nivel de raiz, fueron las crecidas con el insumo

organico las de mayor desarrollo radical.

Tabla 1. Parametros biométricos, contenido en clorofila y contenido en nutrientes de las plantas de pino radiata a los
9 meses de crecimiento en vivero con diferentes regimenes de fertilizacion: solo agua (Control), con fertilizacion
convencional (NPK liberacion lenta) y con fertilizacion organica. Letras diferentes indican la existencia de diferencias
significativas (x<0,05) entre tratamientos.

e Dm CR (mm) Peso seco (g) Indice de Clorofila
Fertil Alt - - - - )
ertiizacion ura (cm) Cuello Raiz |Media altura Raiz Tallo Aciculas Dickson (mg/gPS)
Control 23,5+0,41c| 2,9+0,11¢c | 2,4+0,08b [0,31+0,01¢c|0,14+0,01c | 0,39+0,07¢ | 0,08+0,01c|2,63+0,15¢
Convencional|63,8+1,72a| 7,7+0,43a | 3,9+0,21a (1,47+0,11b|1,14+0,06a|2,02+0,11a|0,44+0,02b|5,73+0,38b
Organica 48,1+1,45b| 6,4+0,21b | 3,1+0,15¢c |2,48+0,18a|0,71+0,04b|1,68+0,12b|0,58+0,03a|6,69+0,15a

L Nitrogeno total (%) Fosforo (g/Kg) Potasio (g/Kg) Magnesio (g/Kg)
Fertilizacion

Tallo Aciculas Tallo Aciculas Tallo Aciculas Tallo Aciculas

Control 0,32+0,08b| 0,5+0,1b | 1,87+0,2b | 2,58+0,2a | 6,75+0,5¢ | 12,9+1,4¢c | 0,81+0,2b | 0,86+0,2 b
Convencional|0,38+0,06b] 1,02+0,2a | 1,71+0,2b | 2,07+0,3a | 7,88+0,6b | 14,3+1,3b | 0,74+0,1b | 1,15+0,1a
Organica 0,51+0,11a| 0,86+0,1a | 2,35+0,3a | 2,32+0,1a | 12,9+0,7a | 20,9+1,3a | 1,07+0,1a | 1,17+0,1a

Las variables biométricas en conjunto, indican que son las plantas fertilizadas con el
insumo organico las que presentan la morfologia mas equilibrada, lo que se vio reflejado en el
mayor indice de calidad de Dickson. Asimismo, sefalar que estas plantas presentaron el
contenido mas alto en clorofila total de las aciculas y un contenido en P, K y Mg
significativamente mayor que las de los otros dos tratamientos, destacando especialmente el
elevado contenido en K; el contenido en N fue similar en ambos tratamientos de fertilizacion. Por
el contrario, las plantas control mostraban el efecto de la falta de fertilizacion, tanto en el
contenido en clorofila, reflejado en el color clorético de las aciculas, como en el bajo contenido en
nutrientes en tallo y aciculas.

La inoculacion con el patégeno causdé un progresivo deterioro de las plantas, pero con
diferente nivel de severidad dependiendo del tratamiento de fertilizacién aplicado y de la edad de
las plantas. A los de 10 meses del ensayo, sélo un 10% de las plantas control (no fertilizadas)
sobrevivieron, frente al 25 % de las fertilizadas, destacando entre éstas que sélo un 10% de las
crecidas con abono de liberacion lenta se mantuvieron asintomaticas frente al 21% de las
crecidas con insumo organico (Figura 1). Las plantas de 18 meses mostraron mayor tolerancia a
la infeccion, con una supervivencia del 60% en el caso de las plantas no fertilizadas y en el de las
fertilizadas de forma convencional, mientras que las plantas producidas con el fertilizante
organico destacan por presentar una tasa de supervivencia del 90% y por mantenerse
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asintomaticas mas de un 70% de las plantas transcurridos 49 dias de la inoculacion. Cabe
destacar también que las plantas fertilizadas de forma convencional fueron las que mas resina
exudaron, manteniéndose la resina fresca transcurridos 49 dias de la inoculacion. Sin embargo,
los pinos crecidos con aplicacion de fertilizante organico resinaron menos y la resina aparecia
solidificada sobre la herida.

B Asintomaticas H Apice caido ®Muertas

Pinos de 10 meses Pinos de 18 meses

100% 1

80% -

60% -

40% -

20% A

-

C CONV ORG C CONV ORG

0% -

Figura 1. Incidencia de la enfermedad en base a la sintomatologia observada a los 49 dias de la inoculacién con
Fusarium circinatum en pinos crecidos durante 10 y 18 meses en vivero con diferentes regimenes de fertilizacion: solo
agua (C), con fertilizacion convencional NPK liberacion lenta (CONV) y con fertilizante organico (ORG).(n=30)

Las diferencias entre tratamientos de fertilizacion también se apreciaron al eliminar las
aciculas y medir la longitud del chancro formado (Figura 2), ya que en los pinos crecidos con
abono de liberacion lenta se formaron los mas grandes, tanto en planta de 10 meses como de
18, de 3 cm y casi 4 cm respectivamente; en los pinos control, la longitud media fue de 2,6 cm a
los de 10 meses y casi 3 cm a los 18 meses; sin embargo, en los pinos crecidos con el insumo
organico, los chancros no superaban 1,5 cm en las plantas mas jévenes y el valor era alin menor
en las de 18 meses, encontrandose varias plantas sin indicios de formacién de chancro.

4,5
10 meses
4

18 meses

3,5 A
3 -
2,5 1
2

1,5 1

Longitud del chancro (cm)

14

0,5

Control Convencional Orgénica

Figura 2. Longitud del chancro, a los 49 dias de la inoculacion con el patégeno en tallo de pinos crecidos durante 10y
18 meses en vivero con diferentes regimenes de fertilizacion: solo agua (control), fertilizante NPK de liberacion lenta
(Convencional) y fertilizante organico (Organica). Letras diferentes indican la existencia de diferencias significativas
(a<0,05) entre tratamientos para cada grupo de edad.

Finalmente, con respecto a los tejidos del tallo en corte transversal, su analisis a la lupa
mostré que, aunque en el caso de las plantas sintomaticas no habia diferencias significativas
(Figura 3), en las que permanecian asintomaticas a los 49 dias de la inoculacion, las crecidas
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con aplicacion del insumo organico presentaban la mayor cantidad de tejido vivo en el tallo,
incluida la medula, llegando en algunas plantas a no presentar afeccion alguna, a pesar de tener
un didmetro de tallo en el punto de inoculacion significativamente menor que el de las plantas
crecidas con abono mineral.

Pinos de 10 meses Pinos de 18 meses
100 - " Sintomaticos ™ Asintomaticos 100 - A ¥ Sintomaticos ™ Asintomaticos

& S
8 87 g 80
B B
G 60 - g 60
2 2
(] -
g 40 g 40
% t
& 20 1 g 20
=1 =]
(7} (%}

0 - 0

Control Convencional Orgéanica Control Convencional Orgénica

Figura 3. Porcentaje de la superficie del tallo, en corte transversal, afectada por necrosis de los tejidos, en pinos
sintomaticos y asintomaticos a los 49 dias de la inoculacion con el patégeno. Plantas crecidas en vivero durante 10
meses (izquierda) y 18 meses (derecha) bajo diferentes regimenes de fertilizacion: solo agua (control), fertilizante NPK
de liberacion lenta (Convencional) y fertilizante organico (Organica). Letras diferentes indican la existencia de
diferencias significativas (¢<0,05) entre tratamientos en funcién de la sintomatologia.

5. Discusion

Los resultados obtenidos muestran un patrén de crecimiento del pino diferente en funcion
de la fertilizacion aplicada en el vivero, lo que coincide con estudios previos que indican que
tanto la cantidad como la fuente de nitrégeno utilizada influyen en la forma en la que se reparte
el crecimiento en la planta, favoreciéndose la parte aérea cuando el aporte es elevado, y la parte
radical cuando es mas limitado (ERICSSON, 1995; KAAKINEN et al., 2004; HERMANS et al.,
2006). La aplicacion del biofertilizante dota a la planta de un buen contenido en nitrégeno, muy
similar al de las plantas fertilizadas con el abono convencional, pero con la ventaja de desarrollar
un crecimiento radical mucho mayor, lo que favorece un crecimiento mas equilibrado vy
proporciona un mejor indice de calidad de planta. Estas diferencias a la finalizacién de la fase de
vivero son de vital importancia para la supervivencia y posterior crecimiento de los plantones tras
el trasplante a campo. Una mayor biomasa radical supone una ventaja competitiva en
condiciones de campo, y, como senalan GRUFFMAN et al. (2012), favorece el crecimiento tras el
trasplante.

Con respecto a la susceptibilidad a la infeccion por F. circinatum, las plantas mas
afectadas por la inoculacién con el patégeno han sido las no fertilizadas (control), con un
crecimiento reducido y claros sintomas de deficiencia en nutrientes. En el caso de las fertilizadas,
es de destacar que las mas susceptibles son las crecidas con abono de liberacion lenta; las
crecidas con el fertilizante organico, visualmente mas robustas y endurecidas, son las que
muestran el mayor porcentaje de plantas asintomaticas y menor grado de dano de los tejidos
internos del tallo a la altura del punto de inoculacion, con diferencias especialmente destacables
en el caso de las plantas asintomaticas. Estos resultados son coincidentes con estudios previos
sobre fertilizacion y susceptibilidad a la infeccion, en los que se ha observado que la fertilizacién
con N aumenta la mortalidad en plantulas de Pinus pinaster Aiton infectadas con F. circinatum
(VIVAS et al., 2009), que la adicién de N y P inorganico a plantaciones de Pinus elliottii Engelm.
infectadas incrementa la mortalidad y merma el crecimiento de los arboles (FISHER et al., 1981)
o0 que la adicion de NPK a plantulas de Pinus virginiana Mill. incrementa el tamafo de los
chancros con respecto a las plantulas que sélo reciben Py K (FRAEDRICH & WITCHER, 1982).
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Finalmente destacar que, segin GORDON y cols. (1998), si la longitud de la lesién causada por F.
circinatum, permanece por debajo de los 2 cm, es indicativo de una respuesta resistente para
este patégeno. La longitud del chancro de las plantas crecidas con el fertilizante organico no
superé 1,5 cm, a diferencia de las no fertilizadas y las abonadas con liberacién lenta, que
superaron 2 cm y 3 cm respectivamente, 1o que refuerza la idea de una significativa menor
susceptibilidad.

Por otra parte, hay que destacar que en los pinos asintomaticos, en la zona de inoculacién,
se observaba un cambio de color a marrén oscuro con exudacion de gotas del mismo color,
mucho mas intenso y localizado en los pinos crecidos con fertilizante organico, en los que
ademas, no se observaba avance de infeccion hacia los tejidos internos. Las coniferas responden
a la infeccién por un patégeno con la induccién de diferentes cambios estructurales como por
ejemplo la acumulacion de lignina y suberina y el oscurecimiento del cortex y de la regién
endodérmica del tallo debido a un incremento en la concentracion de fenoles (KOZLOWSKI &
METRAUX, 1998). Los compuestos fendlicos, presentes principalmente en el floema, la corteza, y
en células especializadas del parénquima de los pinos (FRANCESCHI et al., 2005) dificultan la
colonizacion de los tejidos por el organismo invasor. En este sentido, el estudio realizado por
BLODGETT et al. (2005) en Pinus resinosa Aiton con Sphaeropsis sapinea (Fr.) Dyko & B. Sutton,
hongo patégeno que produce una sintomatologia similar a la de F. circinatum, mostré que la
aplicacion de NPK (18-5-4) produce un crecimiento vigoroso del pino, pero disminuye
significativamente la resistencia al patégeno, incrementando en un 50% el tamano del chancro
causado por la inoculaciéon y reduciendo los niveles de lignina y el contenido total en fenoles de
los tejidos del pino. A elevada disponibilidad de N, el metabolismo de la planta cambia, algunos
enzimas claves del metabolismo de los fenoles tienen menor actividad, el contenido en fenoles
desciende y el contenido en lignina puede ser menor (DORDAS, 2008), lo que merma la
capacidad defensiva de la planta.

Otro importante mecanismo de resistencia quimica es la produccion de oleorresina que,
ante un agente agresor, genera una importante barrera fisica toxica para la muchos hongos
patégenos. Sin embargo, en el caso de F. circinatum, no es asi, ya que ademas de tolerar la
resina, incluso estimula su produccion para utilizarla en la colonizacion vertical de nuevas zonas
del tallo de Pinus radiata (MARTIN-RODRIGUES et al., 2013), lo que sugiere que la produccién de
resina es proporcional al grado de susceptibilidad del pino al patégeno. La inoculacion produjo
una estimulacion de la produccion de resina, especialmente destacable en las plantas
fertilizadas con abono de liberacién lenta que, ademas, se mantenia fresca 7 semanas después
de la inoculacion. Por el contrario, en practicamente todas las plantas no fertilizadas y en las
fertilizadas con el insumo organico, se formd una costra seca en la herida. Al producirse una
herida, los mono- y sesquiterpenos que componen la resina se volatilizan en contacto con el aire,
los diterpenos se oxidan y la resina remanente polimeriza generando una especie de costra que
la cierra (ZAS & SAMPEDRO, 2013), por lo que los resultados obtenidos sugieren una diferente
composicion de la resina en funcion de la nutricion de la planta.

6. Conclusiones

La aplicacion del fertilizante organico de accion bioestimulante durante la fase de
crecimiento en vivero posibilita la produccion de planta de pino con una elevada relacion
raiz/parte aérea, sin deficiencias nutricionales y con un sistema radical bien ramificado, factores
clave para superar con éxito el estrés post-trasplante. Ademas, favorece la capacidad defensiva
de la planta al estimular los mecanismos de defensa de la planta y favorecer una composicion de
los tejidos que dificulta el avance de la infeccion, lo que contribuye a reducir la susceptibilidad al
patégeno.
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