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Resumen

Las plantas pueden usar multiples fuentes de nitrégeno (N), tanto inorganicas (nitrato y amonio) como
organicas (aminoacidos intactos y proteinas). El bajo coste metabolico del N organico, en comparacion con
el N inorganico, podria redundar en un mayor crecimiento o en aumento de tolerancia de las plantas a fac-
tores de estrés. Sin embargo, se ha estudiado poco el uso de N organico como fuente de fertilizacion de
especies forestales en vivero y el papel que juega en promover resistencia a factores de estrés abiotico en
las plantas. Se estudio el efecto de la fertilizacion con aminoacidos como fuente de N, en comparacion con
las fuentes de N inorganicas, sobre el crecimiento y resistencia al estrés por sequia o frio en plantas de
cinco especies de género Pinus. Los resultados mostraron que el N organico fue tan efectivo como las fuen-
tes inorganicas promoviendo el crecimiento de las plantas. En ausencia de aclimatacion a la sequia, el N
organico no incremento la tolerancia a la sequia en comparacion con las fuentes inorganicas de N. Sin
embargo, tras un periodo de aclimatacion a la sequia, las plantas fertilizadas con N organico tuvieron
mayor incremento en la concentracion de prolina, especialmente en el nivel de estrés severo. Aunque el
endurecimiento al frio se retraso en las plantas fertilizadas con N organico, éstas presentaron mayor tole-
rancia a heladas en invierno. Los resultados indican que el N organico puede ser usado como una alterna-
tiva viable en programas de fertilizacion de los viveros forestales, ya que puede mejorar caracteristicas
fisiologicas relacionadas con la resistencia de las plantas a factores de estrés sin afectar a su calidad mor-
fologica.
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Abstract

Plants can use a wide range of nitrogen (N) sources, both inorganic N (nitrate or ammonium) and orga-
nic N (amino acids and proteins). The low metabolic cost of organic N compared to inorganic N would
allow plants to enhance growth and tolerance to abiotic stress factors. Nevertheless, the use of organic N
as source of nitrogen fertilization has been rarely studied in nursery tree species. Furthermore, the function
of organic N on improves stress resistance has been barely addressed. We evaluated the effect of fertiliza-
tion with amino acids compared to that of inorganic N on the growth and tolerance to drought or frost in
Pinus spp. seedlings. Organic N was as effective as both inorganic N forms, ammonium and nitrate, in pro-
moting seedling growth. Before drought induction treatments, none of the studied variables of drought
potential tolerance were affected by N forms. However, after drought induction treatments, seedlings ferti-
lized with organic N increased the concentration of proline more than inorganic N forms, mainly at the
severe-drought level. While frost hardening was slightly delayed by organic N in winter, in mid-winter see-
dlings fertilized with organic N showed higher frost tolerance than inorganic N fertilized seedlings. Thus,
organic N can be a suitable N source in nursery fertilization programs as it increases plant resistance to
both drought and frost without negative effects on plant morphology.

Keywords: amino acids, drought resistance, fertilization, frost resistance, nitrogen forms.
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1. Introduccion

Los factores de estrés abidtico, cada vez mas frecuentes y extremos, represen-
tan una de las principales amenazas para los bosques de coniferas (Dumroese et al.,
2015). Para la recuperacion y conservacion de estos bosques, el cultivo en vivero
debe focalizarse en producir plantas con elevada resistencia y capacidad de aclima-
tacion al estrés post-trasplante (Grossnickle and MacDonald, 2018). En este senti-
do, la nutricion nitrogenada, ademas de influir en el crecimiento de las plantas,
mejora los procesos fisiologicos relacionados con la resistencia al estrés (Villar-Sal-
vador et al., 2012; Oliet et al., 2013).

Las plantas pueden usar distintas fuentes de nitrégeno (N), desde formas inor-
ganicas (amonio-NH4'- y nitrato-NQOs -) hasta compuestos organicos (aminoacidos,
péptidos y proteinas) (Ndsholm et al., 2009; Nacry et al., 2013). Los estudios sobre
nutricidn nitrogenada de especies forestales en vivero generalmente se han enfoca-
do hacia las formas inorgénicas (Lipson and Nédsholm, 2001). En distintas especies
de coniferas no solo esta demostrada la adquisicion de aminoacidos intactos (Pers-
son et al., 2006; Nasholm et al., 2009; Gruffman et al., 2014) sino que, ademas,
estos se absorben en tasas iguales o superiores a las formas de N inorganicas (Us-
colaet al., 2014, 2017).

En programas de fertilizacion de plamtas vivero, generalmente se emplean mez-
clas de las fuentes mencionadas de N inorganicas para mitigar los problemas que
presentan de manera independiente. Por un lado, el NH4" a altas dosis puede deri-
var en efectos de toxicidad para las plantas por la bajada de pH en el sustrato y la
baja capacidad de almacenamiento en la célula (Britto ez al., 2001). Ademas el
NHs" inhibe la adquisicion de otros cationes (Ohlund and Nisholm, 2001), incluso
en especies tolerantes o con alta preferencia a NH4+", como muchas coniferas (Brit-
to and Kronzucker, 2002). Por otra parte, el NOs™ es la forma de N con mayor coste
energético para su asimilacion a formas reducidas (Zerihun ef al., 1998); por ello,
la adquisicion de NOs™ por las plantas es altamente dependiente de la fotosintesis
(Gruffman et al., 2013).

La fertilizacién con N organico no presentaria, en teoria, las desventajas de las
fuentes de N inorganicas. Ademas, la absorcidn de aminoacidos intactos tendria la
ventaja afiadida de una reduccidén de costes metabdlicos para las plantas, tanto en
carbono (C) como en energia (Nasholm et al., 2009). Es decir, la absorcion de ami-
noacidos representaria una ganancia en C proveniente del C de los aminoacidos (un
"bonus" de C) que podria ser incorporado a la formacion de biomasa o en energia
disponible para otras funciones metabdlicas (Franklin ez al., 2017). Por ello, podria
haber un aumento en la eficiencia de uso de N en plantas fertilizadas con N orga-
nico en comparacién con el N inorganico. Sin embargo, las respuestas a la fertili-
zacion con aminodcidos en plantas forestales estan escasamente abordadas, menos
aun se ha analizado su papel en la resistencia a factores de estrés abiotico.

El objetivo del estudio fue investigar si el N organico, en comparacion con las
fuentes inorgénicas, promueve un adecuado crecimiento de diferentes especies de
Pinus cultivadas en vivero. Ademas, se analiza si el N orgdnico influye en los me-
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canismos fisioldégicos o bioquimicos que se relacionan con la resistencia a la sequia
y el frio. La primera hipdtesis planteada fue que el N organico, como fuente exclu-
siva de N, produciria un crecimiento mayor que las fuentes inorganicas. Ademas,
dado que la nutricién con aminoacidos intactos representa un ahorro energético y
un aporte extra de C, la segunda hipotesis fue que el N orgdnico favoreceria el des-
empefio de las plantas ante escenarios de estrés abiotico.

2. Material y métodos

Se desarrollaron tres experimentos independientes en vivero. Los dos primeros
tenian por objetivo analizar el efecto de las fuentes de N aplicadas de forma inde-
pendiente en el crecimiento y la resistencia a la sequia. El objetivo del ultimo ex-
perimento era comparar la fertilizacion convencional (mezcla de fuentes inorgéani-
cas) con la fertilizacion con N organico sobre la resistencia al frio.

Experimento 1

La finalidad del experimento fue estudiar si los aminoacidos, en comparacion
a las formas inorganicas de N, promueven cambios fisioldégicos o bioquimicos que
aumenten la resistencia a la sequia, en plantas de Pinus ponderosa Dougl. ex Laws,
una especie ampliamente distribuida en Estados Unidos de América y cominmen-
te usada en programas de conservacion forestal. Para ello, se utilizaron plantas de
un afio procedentes del vivero forestal Webster (Tumwater, WA, EE.UU.) cultiva-
das en contenedor de 170 cm’. Las caracteristicas morfologias de las plantas eran:
14.8+£0.8 cm de altura, 4.9+£0.2 mm de diametro, 3.0+£0.2 y 3.44+0.2 g de biomasa
aérea y radical, respectivamente. En marzo de 2017 las plantas se trasladaron a la
Universidad de Purdue (West Lafayette, IN, EE.UU.), donde se llevo a cabo el ex-
perimento.

Cuatrocientas ochenta plantas se trasplantaron a alveolos de 650 cm®, organi-
zados en bandejas de 20 alveolos. Las plantas se dividieron en tres grupos de 160
individuos (tratamientos, en adelante) que se fertilizaron durante 10 semanas (abril-
junio) con soluciones nutritivas completas, en las que la concentracién de N fue 9
mM, pero diferenciadas por la forma quimica de N:

— 1. Nitrato (NO»").

— 2. Amonio (NHx4").

— 3. N organico (mezcla comercial de aminoacidos).

La cantidad total de N aportada por planta en el experimento fue de 150 mg. Al
finalizar la fertilizacidn, se cosecharon 10 plantas por tratamiento para la caracte-
rizaciéon morfo-fisiologica. Después, se evalud la respuesta de las plantas al estrés
por sequia en dos contextos:

— 1. Evaluacion de la tolerancia actual a la sequia.

— 2. Evaluacion de la capacidad de aclimatacion a distintos niveles de sequia.
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En el primer caso (tolerancia a sequia), se determinaron los parametros hidri-
cos a partir de curvas de presion-volumen en ocho plantas por tratamiento, siguien-
do el método descrito por Koide et al. (1989). Con ello se calculé: potencial osmo-
tico en el punto de pérdida de turgencia (Wup), potencial osmotico a plena turgen-
cia (Wnrsat), maximo modulo de elasticidad (Emax) y la fraccion de volumen simplas-
tico (Vs/Vi). Ademas, un grupo de 24 plantas por tratamiento se sometio a deseca-
cion, suspendiendo completamente el riego durante dos semanas. Cada 2-3 dias se
midi6 el potencial hidrico al alba (Wpd) y la liberacion de electrolitos en hojas, si-
guiendo la metodologia de Earnshaw (1993); asimismo, se midi¢ la tasa fotosinté-
tica a media manana (8:00-10:00h) en todas las plantas.

En el segundo contexto (capacidad de aclimatacion), se evaluo la respuesta de
30 plantas por tratamiento después de someterlas a tres niveles de sequia sosteni-
da durante ocho semanas:

— 1. Tratamiento control, en el que las plantas se mantuvieron con riego a sa-

turacién (Wpd =—0.5+£0.02 MPa).

— 2. Sequia moderada, sosteniendo un 30-35% de pérdida del peso a saturacion

de la bandeja (Wpd =—0.9+£0.05 MPa).

— 3. Sequia severa, 40-45% de pérdida del peso a saturacion (Wpd =—1.84+0.15

MPa).

Para tener certeza de que los niveles de sequia se diferenciaron, cada dos sema-
nas se midio el Wpd en seis plantas por tratamiento. Los niveles de peso a saturacion
se comprobaban y se regaba en funcidn de las necesidades cada dos dias. Al final,
se cosecharon 12 plantas por tratamiento de fuente de N y de sequia para la carac-
terizacion morfologica. Ademas, en estas plantas se determind la concentracion de
clorofilas (a+b), de acuerdo a la metodologia de Barnes ef al. (1992), y prolina, si-
guiendo el método descrito por Abraham et al. (2010).

Experimento 2

Se estudio el efecto de las fuentes de N sobre el crecimiento y la capacidad para
desarrollar mecanismos fisioldgicos de resistencia a sequia en plantas durante el
primer afio de crecimiento. En este caso, se utilizaron semillas de Pinus engelman-
nii Carr. y Pinus greggii Engelm., especies nativas de México que comunmente son
empleadas para planes de reforestacion y plantaciones productivas en ambientes
con amplios periodos de sequia. El experimento se llevo a cabo en los invernade-
ros de la Universidad Politécnica de Madrid. Las semillas se sembraron en alveo-
los de 200 cm?, con un sustrato de 74% turba rubia y 25% vermiculita.

Dos meses después de la siembra, las plantas se dividieron en tres grupos de
200 plantas (tratamientos, en adelante) que se fertilizaron con soluciones nutritivas
diferenciadas por la forma quimica del N:

— 1. NOs

— 2. NH4"

— 3. N organico (mezcla comercial de aminoacidos).
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La dosis total de N fue de 150 mg por planta repartida a lo largo de 30 sema-
nas con dos aplicaciones por semana. Una vez concluidos los tratamientos de fer-
tilizacion, se cosecharon 16 plantas por tratamiento para su caracterizacion tras
cultivo. Asimismo, en seis plantas por tratamiento se evaluaron las relaciones hidri-
cas mediante curvas de presion-volumen, con objeto de evaluar el potencial de to-
lerancia a la sequia. El resto de las plantas cultivadas fueron usadas en pruebas de
comportamiento, tanto para evaluar la tolerancia a la sequia como la capacidad de
aclimatacién a distintos niveles de sequia (resultados todavia no procesados).

Experimento 3

El objetivo fue comparar la fertilizacion convencional (mezcla de fuentes de N
inorganicas) con la fertilizacidén con fuentes de N organicas y la dosis de N en la
resistencia a estrés por frio en plantas de Pinus sylvestris L. y Pinus halepensis Mill.
(Region de procedencia Sistema Ibérico Septentrional E-07/033/10 y Alcarria E-
07/049/10, respectivamente). Estas especies difieren en caracteristicas ecologicas
y habitos de crecimiento, asi como en su respuesta fisiologica al frio. El experimen-
to se llevo a cabo en los invernaderos de la Universidad Politécnica de Madrid. Las
semillas se sembraron en alveolos de 300 cm’ con un sustrato de 74% turba rubia
y 25% vermiculita.

Se desarrollé un experimento factorial con distintas:

— 1. Fuentes de N:

— N inorganico (NHsNO:s).
— N organico (mezcla comercial de aminoacidos, mayormente Glicina,
Alanina y Prolina).
— 2. Dosis de N:
— Baja (30 mg N planta™).
— Alta (130 mg N planta™).

Se utilizaron 200 plantas por combinacion de fuente y dosis de N. La fertiliza-
cion se inicid seis semanas después de la siembra, con aplicaciones una vez por se-
mana durante 28 semanas. Al finalizar la fertilizacion, se cosecharon 12 plantas por
tratamiento para su caracterizacion morfologica.

Posteriormente, seis plantas por tratamiento fueron sometidas a ciclos de hela-
da. Los ciclos de helada se repitieron en tres momentos durante el periodo de en-
durecimiento y a distintas temperaturas diana:

— 1. Mediados de otoio, 18-20 de octubre (0, —4, -8 y —12°C).

— 2. Principios de invierno, 12-14 de diciembre (-8, —12, —16 , 20 y —24 °C).

— 3. Mitad de invierno, 22-24 de enero (—12, —16, —20, —24, -28 y —32°C).

El dafio por helada se midi6 mediante la reduccion de la maxima eficiencia fo-
toquimica del PSII (Fv/Fm) en las hojas 144 h después de la helada.

Para cada momento de helada, la relacién de reduccion de Fv/Fm y temperatu-
ra (T) se ajustd con una funcidn logistica: y = a/(1 + e®©D®) donde, a es el valor ma-
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ximo de reduccion de Fv/Fm a la T mas alta probada, asintota derecha, b es el punto
medio de la curva, temperatura que produce un 50% de reduccién de Fv/Fm (LTs0)
y ¢ es un parametro escalar que describe la tasa de cambio (i.e. valores bajos de ¢
significan una caida mas pronunciada de reduccion de Fv/Fm). Las diferencias entre
parametros de cada curva se analizaron con un test de homogeneidad de pardme-
tros.

A su vez, en cada momento de helada se cosecharon 12 plantas por tratamien-
to para caracterizar la morfologia. Ademas, se determind la concentracién de azu-
cares solubles, para ello se hicieron cuatro muestras compuestas mezclando las
hojas de tres plantas de una misma bandeja.

3. Resultados y discusion
Efecto del N orgdnico en el crecimiento

Las cinco especies de Pinus fueron capaces de crecer con N organico como
fuente exclusiva de N, siendo su crecimiento igual al obtenido con fuentes inorga-
nicas en P. ponderosa (Exp. 1)y tanto en P ponderosa (Exp. 1) como en P engel-
manii (p>0.05 en todos los 6rganos; Exp.2). Las plantas de P greegii cultivadas con
N organico tuvieron una produccion de biomasa igual a las fertilizadas con NH4",
pero significativamente mayor a aquellas que crecieron con NOs (F=12.8, p=0.002;
Exp. 2, (Fig. 1)). Igualmente, tanto las plantas de P sy/vestris como las de P hale-
pensis tuvieron mayor crecimiento con N organico a dosis baja, principalmente en

Pinus engelmannii Pinus greggii

-~ AmMonio
61 -a- Nitrato
-®- Organico

Biomasa (g)

160 180 200 220 240 260 160 180 200 220 240 260
Dias después de siembra

Figura 1. Crecimiento acumulado en biomasa total de plantas de Pinus engelmannii y P greggii
cultivadas con distintas fuentes de N en vivero.
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biomasa de raiz (interaccion fuente de N x dosis, p<0.05; Exp. 3, datos no mostra-
dos).

Muchas coniferas tienen mayor preferencia por aminoacidos y NH4" que por
NOs, por ejemplo P, halepensis (Uscola et al., 2017), Picea abies (Marschner et al.,
1991) o Picea glauca (Kronzucker et al., 1997), traduciéndose en un mayor desarro-
llo cuando se cultivan con estas fuentes de N. La explicacion mas habitual a esta
preferencia es que las especies se adaptan a la fuente de N dominante en sus habi-
tats (Metcalfe et al., 2011). Generalmente, en suelos forestales, las fuentes de N do-
minantes son NHs" y aminoacidos (Kielland, 1994; Nasholm et al., 1998; McKane
et al., 2002; Delgado-Baquerizo et al., 2011), lo que explicaria la mayor preferen-
cia de las coniferas por estas fuentes, aunque con excepciones (ver por ejemplo
Schulz ef al. (2011)).

Por otra parte, el mayor crecimiento de raiz en plantas de P sylvestris y P ha-
lepensis con dosis baja de N orgénico, concuerda con otros trabajos en los que el
N organico también incrementdé el crecimiento de raiz en comparacién con el N in-
organico (Gruffman et al., 2012; Franklin et al., 2017). De esta forma, es probable
que el crecimiento de la raiz no sélo se vea afectado por la dosis de fertilizacion,
sino también por la forma quimica de N.

Pinus engelmannii Pinus greggii
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Figura 2. Potencial osmoético en el punto de pérdida de turgencia determinado a partir de curvas
de Presion-Volumen en plantas de Pinus engelmannii y P greggii de un afo fertilizadas con dis-
tintas fuentes de N (Exp. 2).
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Efecto del N orgdnico en la resistencia y tolerancia a sequia

En general, la variacion en las relaciones hidricas de las plantas dependio prin-
cipalmente de la especie. Por ejemplo, los valores promedio de Wnip fueron de —1.6
MPa en P, greggii, —1.9 MPa en P engelmannii y —2.3 MPa en P ponderosa. Tanto
en P greggii como en P. ponderosa, los parametros hidricos no difirieron entre
fuentes de N (p>0.05). Sin embargo, en P engelmannii, las plantas fertilizadas con
NOs y NH4" presentaron Wrip mas bajos que aquellas fertilizadas con N orgéanico
(F=7.17, p=0.005; Fig. 2). Esto indicaria que las plantas fertilizadas con N organi-
co potencialmente tendrian menor tolerancia a la deshidratacion en comparacion
con las fuentes inorganicas.

El comportamiento de las variables fisiologicas con la reduccion del potencial
hidrico en Pinus ponderosa (Exp. 1), como la liberacion de electrolitos o la tasa fo-
tosintética, mostré que la fuente de N organico promovio una respuesta similar a las
fuentes inorganicas (Fig. 3). En promedio, los valores de Wpa donde la fotosintesis
neta es cercana a cero (Fig. 3-4), o bien comienza a aumentar el dafio de la mem-
brana celular (Fig. 3-B), coinciden con el punto de pérdida de turgencia (Wrip=—2.3
MPa). Estos resultados indican que la fuente de N no afectaria a la estabilidad de
las membranas frente a desecacion ni a la capacidad de ajuste osmoético actual (en
ausencia de un periodo de aclimatacion).

En escenarios de sequia inducida, las plantas de P ponderosa (Exp. 1), fertili-
zadas tanto con NH+" como con N organico, presentaron concentraciones de cloro-
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Figura 3. Tasa fotosintética a media manana (A) y liberacion de electrolitos (B) en funcién del po-
tencial hidrico al alba en plantas de un afio de Pinus ponderosa fertilizadas con distintas fuentes
de N (Exp.I). Cada punto representa una medicion en una planta en un dia; por tanto, cada plan-
ta tuvo varias mediciones a lo largo de la prueba. Las lineas representan los valores predichos para
cada tratamiento con ajuste a una funcién logistica.
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filas superiores a las plantas con NOs (F=11.8, p<0.0001, (Fig. 4-A)). La sequia
afecto significativamente a la concentracion de prolina (F=7.57, p=0.0009). Las
plantas con estrés severo tuvieron mayor acumulacion de prolina en comparacion
con las plantas sin estrés o estrés moderado (Fig. 4-B). La fuente de N no influyo
en la concentracion de prolina después de la sequia (F=0.13, p=0.87), pero si en el
incremento (F=4.50, p=0.014), calculado con respecto a la concentracion antes de
la sequia. En promedio, el N orgdnico produjo un incremento de prolina del 89.5%,
mientras que las plantas con NO:" y NH4" incrementaron la concentracion en 74.1
y 33.9%, respectivamente. Una mayor acumulacion de prolina es considerada como
buen indicador de resistencia al estrés en plantas (Heuer 2010), ya que juega un
papel importante como osmolito soluble, dando estabilidad a las estructuras subce-
lulares ante efectos del estrés hidrico (Szabados y Savouré, 2010).

Los resultados pre-aclimatacion no muestran una clara ventaja del N organico
promoviendo la tolerancia actual a la sequia (por ejemplo, en potencial osmotico en
el punto de pérdida de turgencia). Sin embargo, el incremento de prolina después
del periodo de sequia, indica que la fertilizacién con N organico podria facilitar la
sintesis de osmolitos en las plantas durante el proceso de aclimatacion a la sequia,
en comparacion con las fuentes inorganicas.

Efecto del N orgdnico en la tolerancia a frio
En general la tolerancia al frio se incremento de otofio a invierno, siendo el en-

durecimiento especialmente rapido de octubre a diciembre, indicado por valores
cada vez mas negativos de LTso (Fig. 5-A). Las plantas de P sylvestris tuvieron una
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Figura 4. Concentracion de clorofilas totales (a+b) (A) y prolina (B) determinados en plantas de
un afo de Pinus ponderosa fertilizadas con distintas fuentes de N y sometidas a tres escenarios de
sequia inducida de cuatro semanas de duracion (Exp. 1).
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Figura 5. LTso (A), temperatura a la que la Fv/Fn disminuye al 50%, considerado como el parame-
tro b de los modelos completos ajustados en cada momento de heladas, y concentracion de azuca-
res solubles (B) en plantas de un afio de Pinus halepensis cultivadas con distintas dosis de N y dos
fertilizantes con distinta fuente de N, inorganica vs organica, durante el periodo de endurecimien-
to (Exp. 3).

elevada resistencia a dafio por helada, especialmente en enero, ya que no se alcan-
z6 el 50% de dafio ni en la temperatura mas baja (—32°C, datos no mostrados). En
P halepensis, con menor tolerancia que P sylvestris, los valores de LTso fueron de
—6.3°C en octubre hasta —18.6°C en diciembre.

El efecto de la fuente y dosis de N sobre la tolerancia al frio en P halepensis
dependi6 de la fecha. En octubre, los parametros de las curvas de Fv/Fm se diferen-
ciaron por la fuente de N (p<<0.0001) y no por la dosis (p=0.48), siendo las fuentes
inorganicas las que indujeron una mayor resistencia al frio (i.e. menor LTs0). En
cambio, en diciembre y enero, los parametros cambiaron tanto por la fuente de N
(p=0.002; p=0.049, respectivamente) como por la dosis de N (p<0.0001; p=0.0007,
respectivamente). En general, la dosis alta de N promovi6 mayor tolerancia al frio,
mientras que el N orgadnico fue la fuente que manifesté mejor comportamiento,
principalmente en enero. En este sentido, el efecto de la dosis de N contrasta con
los resultados presentados por Villar-Salvador et al. (2005), quienes encontraron un
mayor dafio por frio en plantas de Pinus con mayor dosis de N, aunque las diferen-
cias tendieron a desaparecer durante el endurecimiento.

El proceso endurecimiento en Pinus esta asociado a la acumulacidn de azica-
res solubles (Greer et al., 2000). En coherencia con esta idea, en ambas especies
la concentracion de azucares solubles se incremento a lo largo del invierno (Figu-
ra 5-B). Sin embargo, las plantas con baja dosis de N, que tuvieron mayores con-
centraciones de azucares solubles en todas las fechas, no mostraron mayor resis-
tencia al frio (LTso). En este sentido, recientes trabajos no muestran un claro vin-
culo de los azucares totales con la tolerancia al frio en distintas especies de pinos
mediterraneos (Toca et al., 2018; Fernandez-Pérez et al., 2018). Esta discrepan-
cia podria explicarse si s6lo algunos de los azucares u otros compuestos estuvie-



82 Sigala et al. | Cuad. Soc. Esp. Cienc. For. (2019) 45(2) 71-86

ran involucrados en la tolerancia al frio. En este sentido, Taibi et al. (2018) encon-
traron mayor concentracion de azucares especificos como glucosa y fructosa, en
plantas de P halepensis resistentes al frio comparadas con plantas sensibles, al
igual que otros compuestos como la prolina, la arginina, el glutation (GHS) y el
triptofano (Trp).

Las diferencias en concentracion de azucares solubles fueron mas notables de-
bido a la dosis que a la fuente de N. Bajo condiciones de baja disponibilidad de N,
la reducida demanda de C para el crecimiento y la asimilacion de N incrementa el
almacenamiento de C como almidén o azucares solubles (Villar-Salvador et al.,
2013). No obstante, tanto en dosis baja como en alta, las plantas fertilizadas con N
organico aumentaron su concentracion de azucares progresivamente desde octubre
hasta enero. En cambio, las plantas con N inorganico aumentan la concentracion
hasta diciembre para luego mantenerla constante o incluso disminuirla en enero.
Este patrdn se correlaciona con los niveles de tolerancia medidos como LTs0. Todo
ello sugiere que la fuente de N orgédnico podria estar relacionada con la sintesis de
metabolitos especificos como los reportados por Taibi et al. (2018), confiriendo
mayor resistencia al frio hacia final del invierno.

4. Conclusiones

El N orgénico fue tan eficiente como las fuentes de N inorganicas promovien-
do el crecimiento de las plantas. Los parametros hidricos pre-aclimatacidén que se
relacionan con la resistencia potencial a la sequia, se mantuvieron al mismo nivel
en plantas fertilizadas con N organico que con N inorganico, tanto en Pinus pon-
derosa como P. greggii, pero fueron afectados negativamente en P engelmannii. Sin
embargo, después de un periodo de aclimatacion a la sequia, la fertilizacion con N
organico incremento en mayor medida la concentracion de prolina, en comparacion
con las fuentes inorganicas. Ademas, se encontraron diferencias en la resistencia al
frio asociadas a la dosis y las fuentes N. Durante el endurecimiento en invierno, la
concentracion de azucares solubles y patrones de resistencia la frio fueron mejora-
dos en las plantas cultivadas con N organico con respecto a aquellas cultivadas con
fuentes inorganicas. Los resultados indican que el N organico puede ser usado
como una alternativa viable en programas de fertilizacion de los viveros forestales,
optimizando las caracteristicas de resistencia en las plantas sin afectar su calidad
morfologica.
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