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Resumen

Entradas cronicas de N por deposicion atmosférica en ecosistemas forestales pueden derivar en
una serie de sintomas de declive que reciben el nombre de “sindrome de Saturacion de N”. Aunque
los procesos implicados estan actualmente bien descritos, existe controversia en relacion a cual es el
factor critico involucrado en la respuesta de umbral que se produce desde el estado de limitacion al
de saturacion de N. Las observaciones previas de sintomas de saturacion de N en el bosque de Abies
pinsapo (Boiss.) de Sierra Bermeja (Malaga), con valores elevados de actividad fosfatasa del suelo
y de la relacion N/P de las aciculas, sugiere que la limitacion por P es el mecanismo que desencade-
na la aparicion de los sintomas de saturacion de N, por lo que un incremento en la disponibilidad de
P en el suelo deberfa reducir dichos sintomas. Para probar dicha hip6tesis se ha realizado experimen-
to in situ de fertilizacion compensatoria con P, en los dos extremos del gradiente altitudinal de dis-
tribucidn del pinsapar de Sierra Bermeja. Los resultados muestran que la fertilizacion con P ha
promovido la movilizacion de P en el suelo de los pinsapares, aumentando la actividad fosfatasa e
incrementando la concentracién de las fracciones méas labiles de P. Estas respuestas indican un
aumento en la disponibilidad de P en el suelo de los pinsapares, lo que explica que la relacion N/P
encontrada en los brotes de las parcelas de menor altitud fueran significativamente menores en las
parcelas fertilizadas que en las parcelas control.
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INTRODUCCION

La aparicion de ecosistemas saturados por N
es el resultado de procesos de deposicion cronica
asociados al aumento de emisiones derivadas de
la actividad antr6pica, siendo uno de los principa-
les componentes del Cambio Climatico a escala
global. En una fase inicial de entrada continua de
N, diversos mecanismos de retencion de este
nutriente promueven un incremento de la produc-
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tividad forestal, como respuesta al proceso de
“fertilizacion” con N (VITOUSEK & HOWARTH,
1991). En los casos en que la deposicidon atmos-
férica es cronica y de suficiente magnitud, puede
alcanzarse una situacion en que la disponibilidad
de N en el ecosistema exceda a la demanda, ini-
ciandose una fase de saturacion de N. Esta fase se
caracteriza por un incremento en las tasas de
nitrificacion y desnitrificacion, y por la perdida
del N excedente. Ademas, puede alcanzarse un
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desequilibrio nutricional en los arboles, que aca-
ban mostrando evidentes sintomas de declive.

Existen numerosos estudios que describen
detalladamente la serie de respuestas a la deposi-
cion cronica de N (ABER et al., 1998; FENN et al.,
1998). Sin embargo, no hay ningiin acuerdo en
relacion a cuél es el factor critico implicado en la
respuesta de umbral que se produce en la transi-
cion del bosque desde el estado de limitacion al
de saturacion de N. Se conoce que un incremen-
to en la disponibilidad de N lleva asociado un
aumento en la demanda de P por los arboles para
intentar equilibrar sus relaciones N/P (CARREIRA
et al., 2000). Este proceso reduciria las reservas
de P disponible en el suelo llegando a modificar
las tasas de transformacion del P.

Resultados previos (SALIDO, 2007) indican
un estado de saturacion de N para el pinsapar de
Sierra Bermeja, el mas proximo de los existentes
al poligono industrial del Campo de Gibraltar,
probable origen de la contaminacion. En dicho
pinsapar se han encontrado altas tasas de minera-
lizacion, nitrificacion y desnitrificacion (SALIDO,
2007). Ademas, existen evidencias de limitacion
por P en el bosque, como concentraciones muy
bajas de P disponible en el suelo, altas relaciones
N/P en aciculas, crecimiento preferencial de rai-
ces finas en medios fertilizados con P y una ele-
vada actividad fosfatasa (LIETOR, 2002). En base
a los datos previos, nuestra hip6tesis plantea que
la limitacion por P es el proceso que ha dispara-
do los sintomas de declive en el bosque de A.
pinsapo sometido a deposicion cronica de Ny,
por tanto, la aplicacion de una fertilizacion com-
pensatoria con P deberia reducir los sintomas de
saturacion de N del mismo. En este trabajo se ha
evaluado dicha hipdtesis comprobando si se ha
modificado el tamafio de las reservas de P en el
suelo asi como la actividad fosfomonoesterasa y
analizando el efecto del incremento de P sobre el
desequilibrio nutricional en A. pinsapo, particu-
larmente en aciculas y brotes.

MATERIAL Y METODOS

La zona de estudio se ha establecido en el
pinsapar de Los Reales de Sierra Bermeja, situa-
do en la provincia de Malaga, a 42 Km del poli-
gono industrial del Campo de Gibraltar, fuente
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principal del excedente de N. El bosque se
encuentra sometido a una estacionalidad clima-
tica de tipo Mediterraneo, con una precipitacion
anual que varfa entre 1100 y 2000 mm y una
temperatura media de 15°C. Las parcelas se
localizan en dos altitudes diferentes: 1200 m (5°
1270777 W, 36° 29" 26" N) y 1400 m (5° 127
26""W, 36° 297 26"" N), presentando una orien-
tacion NE y una pendiente media del 40%. El
sustrato litologico es ultrabésico y estd domina-
do por serpentinas y peridotitas.

Dentro de la zona de estudio se ha efectuado
una fertilizacidon compensatoria con P inorgéni-
co, en parcelas replicadas de 400 m’ (n = 3 para
controles (C) y tratamientos (F)), en ambos
extremos del gradiente altitudinal de distribucion
del pinsapo en Sierra Bermeja (1200 (BP) y
1400m (B)). En total se han realizado 3 fertiliza-
ciones con P en forma de superfosfato triple al
46% de riqueza, entre octubre de 2005 y octubre
de 2006, aplicandose un total de 94 Kg de P.ha'.
En cada parcela se tomaron 3 muestras, com-
puestas a su vez de tres submuestras indepen-
dientes, en los primeros 15 cm de suelo.
También se tomaron muestras de aciculas de
pinsapo de un afo de edad y de los brotes apare-
cidos en el ano 2006, de cuatro orientaciones
diferentes, en 6 arboles elegidos al azar.

Para evaluar los cambios en las reservas de
P en el suelo se analizd la concentracion de las
fracciones mas labiles de P (P extraible con
bicarbonato, P-bic, y P extraible con membranas
de intercambio i6nico, P-mem) aproximadamen-
te 6 meses después de cada fertilizacion. En el
presente trabajo se muestran los valores de estas
fracciones 6 meses después del Gltimo evento de
fertilizacion, en junio de 2007. Ademas se eva-
Iud la concentraciéon de P en cada fraccion del
suelo tras la segunda fertilizacion. El fracciona-
miento se llevd a cabo mediante el método de
extraccion secuencial de HEDLEY et al. (1982),
evaluandose la concentracion de fosforo en cada
fraccion mediante el método colorimétrico des-
crito por John (1970). La fraccidon de P micro-
biano (P-Mic) se obtuvo como la diferencia
entre la concentracion de P extraible con bicar-
bonato en muestras previamente fumigadas con
cloroformo y sus duplicados no fumigados.

Como una medida de las tasas de transforma-
cion del P se evalud la actividad fosfatasa acida
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en los primeros 5 cm de suelo tras el tercer even-
to de fertilizacion aplicando el método descrito
por TABATABAI & BREMNER (1969).

Para el analisis del contenido en P de los
brotes y las aciculas las muestras fueron secadas
en una estufa a 70 °C durante 48h y molidas pos-
teriormente. El P total de estas muestras se ana-
liz6 con un espectrometro de masas ICP-MS tras
realizar una digestion con acido nitrico y perclo-
rico. El contenido en C y N (%) se obtuvo con
un Analizador Elemental Thermo Finnigan
FlashEA1112 CHNS-O.

La significacion de los tratamientos se deter-
mind mediante un ANOVA factorial (fertiliza-
cion y altitud como factores) y un test a
posteriori de Fisher (P<0.05). Los anélisis se
realizaron empleando el programa informético
Statistica 7 para Windows.

RESULTADOS

Efectos delafertilizacion sobrelareservay
ciclado de P en el suelo de los pinsapares
Como era de esperar, los tres eventos de fer-
tilizacion han promovido un incremento signifi-
cativo de la concentracion de P 1abil en el suelo,
tanto para las formas inorganicas (Figura 1)
como para las formas organicas de P (Figura 2).
Los mayores valores de concentracion se dieron
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para el P inorgéanico, siendo la fraccion extraida
con bicarbonato la forma méas abundante, con
valores de hasta 35 ug P.g"' suelo seco. Por el
contrario, el P organico extraido con bicarbona-
to mostré la menor concentracion de todas las
formas analizadas, alcanzando 7 ug P.g"' suelo
seco en el mejor de los casos. En todos los casos
los incrementos respecto a los controles alcanza-
ron un orden de magnitud, excepto en el caso del
P organico extraido con bicarbonato. El patron
de incremento de la disponibilidad de P en par-
celas fertilizadas se mantuvo de forma consis-
tente en los dos extremos del gradiente
altitudinal del pinsapar de Sierra Bermeja, aun-
que con ligeras tendencias que indican que la
disponibilidad de P 1abil es mayor en la masa de
pinsapar situada a 1200 m.

El fraccionamiento de P permiti6 evaluar los
cambios en los niveles totales de P inorgénico y
organico en relacion al tratamiento. No se
encontraron diferencias significativas en ninglin
caso para el P organico, mientras que el P inor-
ganico y total mostraron un claro patron de
incremento en respuesta a la fertilizacion, con
valores en las parcelas fertilizadas que alcanza-
ron el doble de aquellos encontrados en las par-
celas control (Tabla 1).

Los procesos de transformacion de P en el
suelo del pinsapar se evaluaron través de la
medida de la actividad fosfomonoesterasa

50 S 50
() —Pimem (®) = Po-bic
== Pibic — P-mic
40 4 ]
= 0 c B 40 s
g b
1]
T S 30 30 1 B
s 3
2
27, 207 20
o
:S_DD ’ b
~ 10 1 a A a A 10 A a ab
A A
; - | |, e B
F c F c F C F C
1200m 1400m 1200m 1400m

Figura 1. Concentracion media en el suelo superficial (0-5 y 5-15cm de profundidad) de las fracciones ldbiles de P
inorgdnico (A, extraido con membranas de intercambio ionico (P-mem) o con bicarbonato (Pi-bic)) y P orgdnico (B,

extraido con bicarbonato (Po-bic) y P microbiano (P-mic) p
extremos del gradiente altitudinal. Las barras indican la desv

ara las parcelas fertilizadas (F) y control (C) en los dos
iacion estdndar. Letras diferentes indican diferencias sig-

nificativas (P<0.05, ANOVA factorial y test a posteriori Fisher LSD) en miniisculas para Pi-mem y Po-bic y en mayu-

suclas para Pi-bic y P-mic
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Figura 2. Actividad fosfomonoesterasa en muestras de suelo de parcelas fertilizadas (F) y controles (C) en ambos
extremos del gradiente altitudinal de Sierra Bermeja. Las barras representan la desviacion estdndar. Letras diferentes
indican diferencias significativas (P<0.05, ANOVA factorial y test a posteriori Fisher LSD)

Altitud (m) Tratamiento 2P inorgéanico 2P orgénico P total

1200 F 110,0 (40,5) a 116,6 (12,1) a 407,3 (33,5) ab
C 47,6 (5,9 b 116,2 (27.,1) a 3478 (24,5)b

1400 F 117,0 (51,7) a 113,8 (11,2) a 436,0 (94,1) a
C 63,1 (6,7) ab 138,9 (8,2) a 283,1 (329)b

Tabla 1. Valores de P inorgdnico, orgdnico y total obtenidos como la suma de las fracciones analizadas en muestras de
suelo de parcelas fertilizadas y controles en los dos extremos del gradiente altitudinal del pinsapar de Sierra Bermeja

(Figura 3). Tras el tercer evento de fertilizacion,
se encontraron valores significativamente mayo-
res en el suelo de las parcelas control situadas a
1200 m, con un valor medio en torno a 3500 ug
p-NP.g"' suelo seco/h, mientras en el resto de
parcelas el valor vario desde 2440 a 2550 ug p-
NP.g"' suelo seco.h! en las parcelas fertilizadas a
1400 y 1200 m, respectivamente. As{, existe una
cierta tendencia que apunta a la inhibicion de la
actividad bajo condiciones de mayor disponibi-
lidad de P (valores significativamente menores
encontrados en las parcelas fertilizadas a 1400
m). Este patron, sin embargo no se observd en
las parcelas situadas a mayor altitud donde se
observaron valores menores de P 1abil.

Respuesta del estado nutricional de los
arboles al tratamiento de fertilizacion con P
No se encontraron diferencias significativas
en los contenidos de N y P en funcion del trata-
miento de fertilizacion, la altitud o la edad de la
estructura vegetativa (aciculas o brotes), excep-
to en las parcelas situadas a 1200 m, donde se
encontraron valores menores del contenido en P
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en los brotes de nueva formacion, independien-
temente del tratamiento de fertilizacion (Tabla
2). De cualquier forma, las ligeras diferencias en
los contenidos de N y P permiten que empiecen
a observarse efectos de la fertilizacion sobre el
estado nutricional de los nuevos brotes, ya que
se encontraron valores significativamente
menores de la relacion N/P en los brotes de los
arboles situados tanto a 1200 como a 1400 m,
respecto a sus respectivos controles, aunque este
efecto fue claramente mas apreciable en las par-
celas de mayor altitud, con valores en general
menores de dicha relacion.

DISCUSION

Efectos de la fertilizacion sobre las reservas
de Py la actividad fosfomonoester asa acida
La presencia de P en formas facilmente asi-
milables encontrada en el suelo de las masas de
pinsapar de Sierra Bermeja es realmente escasa,
como corresponde al sustrato litologico en que
se sitian las mismas, ademas de existir una gran
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Altitud (m) Tratamiento N (%) P (%) N/P

Aciculas 1200 F 0,96 (0,08) a 0,056 (0,003) a 17121 a
C 0,99 (0,03)a 0,056 (0,004) a 179(1,7) a

1400 F 0,91 (0,06) a 0,047 (0,008) a 19,6 (2,6) a

C 0,95(0,00)a 0,048 (0,013) a 20,8 (5,0) a

Brotes 1200 F 295(0,099a 0,390(0,050)ab  7,68(0,8) b
C 3,05(0,21)a 0,310 (0,030) b 9,73(0,7)c

1400 F 3,18(042)a 0,480 (0,100) a 6,61 (0,7) a

C 332(028)a 0,480(0,050)a 6,89(0,2) ab

Tabla 2. Contenido en Ny Py relacion entre ambos nutrientes en aciculas y brotes de drboles presentes en parcelas de
pinsapar fertilizadas (F) y control (C), situadas a 1200 y 1440 m. Letras diferentes en cada columna (aciculas o bro-
tes) indican diferencias significativas (P<0.05, ANOVA factorial y test a posteriori Fisher LSD)

capacidad de adsorcion de P por parte del suelo
junto a la gran demanda de P de los arboles pro-
vocada por el exceso de N (CARREIRA et al.,
2000). A pesar de que los tres eventos de ferti-
lizacion han tenido efecto sobre todas las for-
mas de P disponible el incremento en fosforo
inorganico 1abil ha sido mucho mayor que el
organico. Sin embargo, este resultado no se ha
correspondido con el obtenido para el total de
formas inorgénicas y organicas de P, es decir,
incluyendo las fracciones mas fuertemente uni-
das al sustrato. De cualquier forma, los cambios
en las proporciones de las fracciones mas labi-
les son los que realmente pueden afectar a todos
aquellos procesos biologicos regulados por la
relacidon Po/Pi a corto plazo, lo que implica que
se estd variando el estado nutricional del suelo
de los pinsapares en el futuro més inmediato de
cada fertilizacion.

El incremento de las fracciones de P mas
labiles en parcelas fertilizadas tendria como con-
secuencia un aumento del P microbiano, como se
observa en los resultados mostrados. Pero esto
parece estar modulado a su vez por las condicio-
nes climéticas, ya que en las parcelas control
existe un patron estacional, que muestra concen-
traciones menores de P-mic en primavera que en
otono (junio de 2007 respecto a octubre de 2006,
datos no mostrados). Dicha diferencia estacional
puede deberse a que en primavera, los arboles
pasan a un estado de gran actividad y la retirada
de nutrientes del suelo se incrementa. Tal vez,
esta disminucion del P-mic sea el resultado de la
competencia por el recurso limitante con las
plantas. Por el contrario, en las parcelas fertiliza-
das el P disponible debe estar en suficiente con-

centracion para satisfacer a productores prima-
rios y a microorganismos del suelo.

La adicion en grandes cantidades de P inor-
géanico deberfa disminuir la actividad fosfatasa,
por inhibicion de la enzima por producto o por
disminucion en la liberacion de la enzima en el
suelo, procedente de los microorganismos y rai-
ces, ya que éstos dispondrian de P 1abil suficien-
te. OLANDER & VITOUSEK (2000), tras fertilizar
durante cuatro afios un suelo deficiente de P con
100 Kg.ha'.aho", encontraron una disminucion
de la actividad fosfatasa. Sin embargo, a corto
plazo no hubo diferencias, atribuyendo la dismi-
nuciodn de la actividad no a una inhibicion direc-
ta sino a una represion en su produccion. La
medida de actividad es una medida potencial en
la que se afade sustrato en exceso, siendo la
actividad fosfatasa funcidn principalmente de la
concentracion de enzimas. La ausencia de dife-
rencias en la actividad entre parcelas fertilizadas
y control indicarfa, por tanto, que no existen
diferencias en su concentracion de enzimas. Sin
embargo, esto no descarta que existan diferen-
cias en la mineralizacion real, ya que un aumen-
to en el pool de P inorgénico deberia traducirse
en un aumento de la inmovilizacion y del P
organico. Este incremento en el sustrato de la
enzima aumentarfa la mineralizacion neta de las
parcelas fertilizadas, pero s6lo hasta que la can-
tidad de P labil fuera suficiente para que se
empezaran a dar mecanismos de feed-back
negativo, disminuyendo finalmente dicha mine-
ralizacion. Los resultados obtenidos apoyan esta
hipdtesis, mostrando en las parcelas fertilizadas
mayores concentraciones de P-mic y de Po-bic
(la fraccion méas facilmente mineralizable).
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Efectos de la fertilizacion en el balance
nutricional de Abies pinsapo

Los anélisis foliares se consideran un buen
indicador del estado nutricional de las plantas y
de la saturacidon de N (ABER et al., 1998). Los
valores de N y P observados en las aciculas son
claramente menores que aquellos encontrados
por LIETOR (2002) en aciculas de A. pinsapo de
un bosque no saturado por N (Yunquera,
Malaga), lo que sostiene que la saturacion de N
disminuye el porcentaje de P foliar. La fertiliza-
¢ion no provocd ninghin efecto sobre el conteni-
do de P ni N en las aciculas, posiblemente
debido a que las yemas de éstas se preformaron
antes de esta fertilizacion. Sin embargo si se
observo un aumento en el contenido de P en los
brotes generados con posterioridad a la fertiliza-
cion, lo que indica que se estd mejorando el
balance nutricional en los tejidos con el consi-
guiente alivio de los efectos causados por el
exceso de N en las hojas.
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