UNIVERSIDAD B CORDOBA

W\
ETSIAM

Escuela Técnica Superior de Ingenieria

Agronomica y de Montes

Departamento de Agronomia

Trabajo Fin de Méster

EFECTO RESIDUAL DE LA APLICACION DE SUBPRODUCTOS
AGROINDUSTRIALES COMO FUENTE DE FOSFORO EN GIRASOL

Alumno: Jose Javier Guerrero Criado

Titulacion: Master en Ingenieria Agrondémica

Curso académico: 2021/2022

Directores: Dr. D. Antonio Rafael Sdnchez Rodriguez

Dra. Diia. Maria Benlloch Gonzéalez






AGRADECIMIENTOS

Desde que me dieron la oportunidad de hacer este Trabajo fin de Méster, algunas personas entre
los que se encuentran mis profesores Antonio y Campi, junto a mi y a otras personas mas del equipo,
tuvimos claro que este no iba a ser un TFM normal y corriente. De hecho, nada que salga de la mente
de estas personas que me rodean suele ser comun, desde felicitar un cumpleafios con la denegacion de
una beca en la que han compinchado a mas de un profesional, hasta divulgar la ciencia disfrazados y

haciendo un scape room. Esto es lo que ocurre en el C4 12 planta, que todo parece siempre un juego.

Y de esta manera empezamos a jugar en septiembre, con nuestros girasoles, deseando verlos
florecer, pero con tantos y tantos dias de sacrificio para que todo saliese segun lo previsto. Sin embargo,
todo esfuerzo tiene su recompensa y mis profesores y tutores me fueron guiando de forma que al final
consegui que todo fuese segun su curso, y después de un largo proceso obtuvimos una gran cantidad
de resultados que hemos conseguido trasladar en este documento, que constituye el reflejo de 13 meses

de trabajo y dedicacion, no solo mia, sino de todo el equipo que forma esta gran familia de Edafologia.

Gracias en primer lugar a mis directores Antonio y Maria, por vuestra dedicacién y compresion
en todo momento. Gracias al resto de mis profesores, Campi, Vidal, Pepe, Maribel y Lola. Y gracias a
mis comparieros de laboratorio: José M?, Carlos, Fernando, Sana, Miguel, Belén, Juan Antonio, Lucia,
Ménica, MJ y Martin, que con su ayuda y sus risas han hecho mucho mas facil este trabajo. Y termino
dando las gracias a las personas que durante toda mi vida han estado a mi lado, acompafidndome en
todo el camino y sintiéndose orgullosos de la persona que soy actualmente. Gracias por ello a mis
abuelas, a mis padres, a mis hermanos y a mi pareja Fran, que siempre me han mostrado su apoyo y

carifilo mas sincero.

Espero que este trabajo haya sido el preludio de la etapa que hoy se abre, dando paso a 4 afios
que espero y deseo vivir con la misma energia, fuerza y ganas que he demostrado tener hasta ahora y
que espero compartir con las mismas y muchas personas mas que sigan aportando risas, buenos

momentos y mucha pasion por la ciencia y la investigacion.

Este trabajo ha sido financiado por la Agencia Estatal de Investigacion del Ministerio de
Ciencia e Innovacion del Gobierno de Espafia y por los Fondos Europeos de Desarrollo Regional
[Project PID2020-118503RB-C22; Fertilidad fosfatada y funciones del suelo en respuesta a la
aplicacion de fuentes aléctonas de fésforo] y por los Programas Severo Ochoa 'y Maria de Maeztu para
Centros y Unidades de Excelencia en Investigacion y Desarrollo [Ref. CEX2019-000968-M].






INDICE GENERAL

RESUMEN. ..ottt ettt e st et et e st e b e st et e Rt e b e st et eseebe e e neabesee e neanentens \%
ABSTRACT ..ttt ettt ettt e b et et e st b e et E e R et R e b bRt R et e n e b e e e re e VIl
1. INTRODUGCCION ....ouiiiiiiiciciei sttt sttt 1
1.1  REGULACION EN MATERIA DE MEDIO AMBIENTE, CAMBIO CLIMATICO Y
K510 ] SRS 2
1.1.1  Union Europea: Un Pacto Verde EUMOPEO .......cviveiviieiiieriecsie e 2
1.1.2  Union Europea: ECONOMIa CIrCUIAT.........coiiiiiiiii e 3
1.1.3  Horizonte Europa: Un acuerdo sobre el suelo para EUropa.........ccccoceeerenininnsieieennenn, 3
1.2 MANEJO DE FOSFORO EN LOS SUELOS AGRICOLAS .........ccovvevierrerersveeereeeeesennn, 4
121  Ellegado de P en el SUBIO .....c.ooveiiecic et 5
1.2.2  Formas de fosforo en el SUelo Y reacCiones. ..........cccceveveeiieiiese e, 6
1.3 RECUPERACION DE FOSFORO A PARTIR DE SUBPRODUCTOS ORGANICOS.......8
1.3.1  Fertilizantes de fOsforo de base OrganiCa.........covereiriiiieire e 8
1.3.2  Sintesis de fertilizantes minerales a partir de subproductos organicos............c.cc.ceeeuenne. 9
1.4  INTERACCION ENTRE EL FOSFORO Y OTROS NUTRIENTES .......covvvieieceeeeee, 10
A © 1= | I V@ S T USSR 13
3. MATERIALES Y METODOS ......cooiieiciieeteeiese et es s ses s sessssss s ss s ssnsnsensnns 15
3.1 ENSAYO DE CULTIVO EN MACETAS ...ttt 15
3.1.1  Localizacion y recogida de las muestras de SUEIO ..........c.covveeveeiciieiieciic e 15
3.1.2  Caracterizacion de 10S SUElOS ULIIZAdOS .........cccceieiiiiiinieiceee e 16
3.1.3  Disefio experimental y preparacion del SUEIO ............cocoreiiiiiiinieiiieeseeee e 20
3.1.4  Siembray desarrollo del CUILIVO .........cccoiiiiiiiiii e 22
3.1.5  Determinaciones y medidas durante el ensayo de Cultivo ..........cccccooeiiniiiiiiiiicien, 24
3.1.6  Cosechay procesado de las muestras vegetales ..........cccccvvvveiveieiieienie e 25
3.1.7  Anélisis de las muestras vegetales (P, F&, CUY ZN) ... 27
3.1.8  Muestreo y procesado del suelo al final del ensayo............ccccoeeveiiiieciciicci e 27
3.1.9  Anélisis de 1as Muestras de SUEIOD..........ccueieierieiieiiie e 28
3.2 ANALISIS ESTADISTICO ...ttt 30
4, RESULTADOS ... .ottt ettt ettt se bt e st e b et et eseebe st e b esente st eneanens 33
4.1 PROPIEDADES FiSICO-QUIMICAS DE LOS SUELOS UTILIZADOS........cccccocvvunne 33
4.2 ENSAYO DE CULTIVO DE GIRASOL EN MACETAS......coo e 33
4.2.1  Evolucion del crecimiento (altura y diametro del tallo), indice de clorofila y estadio
fenologico de 1as plantas de GIraSol.........cooioiiiiiiii e 34
4.2.2  Peso seco de las plantas de girasol..........ccooeiiieiiiiiiiiniseeee 38



4.2.3  Contenido de fosforo en las plantas de girasol ...........ccccocvvevieieieciece e, 41

4.2.4  Contenido de micronutrientes en las plantas de girasol...........ccccccoveviiiveiieie e seennn, 44
4.25  Variables analizadas €n el SUBIO ........cccooiiiiiiiiiiie e 50

B, DISCUSION ...ttt sttt 57
51  TRABAJO FUTURO ..ottt e e sb e e e e et e e e taeeanteeeannes 63
B. CONCLUSIONES ...ttt ettt sttt e te e e e et e saesbesteaseaneaneeneeneens 65
7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ..ottt ettt 67
8. ANEXOS. ...t E et E et R bt ettt ne et e e ne e 75



RESUMEN

El fosforo (P) es el segundo elemento més importante en la nutricion mineral de las plantas, siendo
el responsable de muchos procesos metabdlicos implicados en su crecimiento y desarrollo. Sin embargo,
la roca fosforica, mineral del que se extrae el P como fertilizante, es un recurso no renovable sometido a
tensiones econdmicas internacionales. Por este motivo, se buscan alternativas al uso de fertilizantes
quimicos de P, como la recuperacion del P presente en residuos agroindustriales. La aplicacion de estas
estrategias en un contexto de auge demogréfico y cambio climéatico son fundamentales para alcanzar una
produccion agricola sostenible, que permita incrementar la produccion de alimentos y la salud del suelo,
en linea con el Pacto Verde Europeo y la Estrategia de la Granja a la Mesa. El objetivo principal de este
TFM fue evaluar el efecto residual de la aplicacion de 4 fertilizantes de base organica (harina de sangre-
HAS, alperujo compostado-ALP, residuo sélido urbano compostado-RSU y vermicompost-VER) y un
fertilizante inorganico (Super 18-S18) como fuente de P en girasol, como segundo cultivo de una rotacion
(trigo-girasol). Ademas, se pretendid estudiar la dinamica de estos subproductos en 4 suelos con distintas
propiedades fisico-quimicas (Rabanales-RAB, arenoso y no calcareo, y Tomejil-TOM, Sancho Miranda-
SAN y Encinefio-ENC, arcillosos y calcareos), analizar el efecto de la dosis de aplicacion (25 y 50 mg P
kg?) y realizar una comparacion del efecto en el suelo (pH, conductividad eléctrica, fosfatasa acida y
basica) y en la planta (rendimiento y contenido de P, Fe, Cuy Zn). Los resultados obtenidos al finalizar el
ensayo de cultivo de girasol bajo condiciones controladas (temperatura, humedad relativa y fotoperiodo)
determinaron que, generalmente, la aplicacion de estos subproductos incrementé el nivel de P disponible
para los cultivos en el suelo hasta niveles similares o superiores a los obtenidos con el fertilizante
inorgénico. También, los fertilizantes organicos modificaron la actividad enzimética en el suelo al final del
ciclo de cultivo, tanto en la fosfatasa &cida, como béasica (menor en RAB, de pH acido), sobre todo con el
tratamiento de HAS, que también incrementd notablemente la conductividad eléctrica de los suelos
calcareos. El aporte de P por los fertilizantes de base organicay el incremento del nivel de materia organica
en el suelo, permitieron el correcto desarrollo del cultivo de girasol en todos los suelos, que solo se redujo
con el uso del tratamiento HAS, de forma més acusada en el suelo SAN. Sin embargo, no se mostraron
diferencias en la mayoria de las variables respecto a la dosis de P. Finalmente, se determind que el efecto
de los fertilizantes de base organica sobre la dinamica de los nutrientes depende de las caracteristicas del
fertilizante y del suelo sobre el que se aplica. Ademas, su aplicacién aument6 el nivel de P y de materia
organica, mejorando la salud del suelo y obteniendo rendimientos en girasol comparables a cuando se

utilizo el fertilizante quimico S18.

Palabras clave: Fertilizantes de base organica, economia circular, fertilizacion de fésforo, salud del suelo,

girasol.
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ABSTRACT

Phosphorus (P) is the second most important element in plant mineral nutrition. This element is the
responsible for some metabolic processes involved in the plant growth and development. However,
phosphate rock, the mineral from which P is extracted as fertilizer, is a non-renewable resource subjected
to international economic pressures. For that reason, alternatives to the use of chemical P fertilizers are
under research, such as the recovery of P from agro-industrial residues. The application of these strategies
under increasing population and climate change scenarios is essential to achieve a sustainable agricultural
production, which promotes food production and soil health, according to the European Green Deal and
the Farm to Fork Strategy. The main aim of this Final Master Project was to evaluate the residual effect of
the application of 4 organic-based fertilizers (blood meal-HAS, composted alperujo-ALP, composted urban
solid waste-RSU and vermicompost-VER) and an inorganic fertilizer (Super 18 -S18) as a P source in
sunflower plants, as the second crop of a crop-rotation (wheat-sunflower). In addition, it was intended to
study the dynamics of these by-products in 4 soils with different physicochemical properties (Rabanales-
RAB, sandy and non-calcareous soil and Tomejil-TOM, Sancho Miranda-SAN and Encinefio-ENC, clayey
and calcareous soils), to analyze the effect of the application dose of the by-products (25 and 50 mg P kg
1y and make a comparison of the effect on the soil (pH, electrical conductivity, acid and alkaline
phosphatase) and on the plant (yield and content of P, Fe, Cu and Zn). Sunflower plants were grown under
controlled conditions (temperature, relative humidity and photoperiod) until the crop cycle was over. The
results obtained at harvest showed that, in general, the application of these by-products increased the level
of P available for crops in the soils to similar or higher levels than those obtained with inorganic fertilizer.
Also, organic fertilizers modified the enzymatic activity in the soils analyzed at the end of the crop cycle,
both in acid and alkaline phosphatase (lower in RAB, with acid pH), especially with the HAS treatment,
which also significantly increased the electrical conductivity of calcareous soils. However, there was no
visible effect of de P dose in most of the analyzed variables. Finally, the effect of organic-based fertilizers
on nutrient dynamics will depend on the properties of the fertilizer and the soil on which it is applied. In
addition, the application of these fertilizers resulted in an increase of P and organic matter levels, improving

soil health and leading to sunflower yields similar to those obtained with the chemical fertilizer S18.

Keywords: Organic-based fertilizers, circular economy, phosphorus fertilization, soil health, sunflower.
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1. INTRODUCCION

El acceso de una mayor parte de la poblacion mundial a los recursos de alimentacion y salud,
como consecuencia de la intensificacion de la produccién de alimentos y la globalizacion de los
mercados, ha propiciado que en las ultimas décadas se produzca un auge demografico. Segin Naciones
Unidas (2017), se estima que, en el afio 2050 la poblacion mundial alcance los 9800 millones de

personas (https://news.un.org/es/story/2017/06/1381161). Para mantener esta tendencia, y de forma

paralela, trabajar en el cumplimiento de los Objetivos de Desarrollo Sostenible (ODS), aprobados en
2015 por los Estados Miembros de Naciones Unidas, todos los habitantes del planeta deberian contar

con igual acceso a los recursos alimenticios.

En este contexto, la agricultura adquiere un papel fundamental, articulando el sector
responsable, tanto de la produccién de alimentos seguros y de calidad, cuya demanda crece al mismo
ritmo que la poblacion, como de la generacién de residuos a lo largo de la cadena agroalimentaria,
cuya gestion y almacenamiento suponen un importante problema medioambiental. Por este motivo,
para incrementar la produccién de alimentos y reducir la generacion de residuos, el sector agricola
debe optimizar el uso de unos recursos que son cada vez mas escasos, ademas de introducir la
utilizacion de subproductos agroindustriales como insumos agricolas, aplicando asi los principios de
economia circular (cierre de ciclos productivos utilizando residuos revalorizados como subproductos
que pueden utilizarse en otros ciclos productivos), que permitira reducir el uso intensivo de las materias

primas y adaptar la produccion a la situacion actual de cambio climético.

Uno de estos recursos escasos es el fosforo (P), segundo elemento mas importante en la
nutricion vegetal y macronutriente para las plantas. La importancia de este elemento, al ser el
responsable de numerosos procesos metabolicos implicados en el crecimiento y desarrollo de las
mismas, ha provocado una creciente preocupacion por la escasez de sus reservas. La roca fosférica
(RP), mineral del que se genera el 90% del P como fertilizante, es un recurso no renovable, cuyas
reservas se encuentran bajo grandes tensiones econémicas (Chen y Graedel, 2016). Esto, sumado a
que su agotamiento se estima entre 2030-2050, pone en compromiso la sostenibilidad de la agricultura
(Nesme and Withers, 2016).

Para evitar situaciones de agotamiento de recursos y poder paliar la escasez de aquellos que
son imprescindibles para la produccion agricola, como el P, se deberan disefiar e implantar nuevas
practicas agricolas sostenibles y respetuosas con el medio ambiente, que permitan reducir los efectos
del cambio climatico a la par que favorezcan un incremento en la produccion de alimentos. Entre estas

practicas destacan la recuperacion del P procedente de residuos agroindustriales y su aplicacion como
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fertilizantes de base organica en los cultivos, asi como el aprovechamiento del legado del P en los
suelos agricolas, que se compone del P aplicado como fertilizante que no ha sido aprovechado por los
cultivos (Eichler-Lobermann et al., 2008; Gopinath et al., 2008). Mediante estas practicas se consigue
reducir el problema de la gestion de residuos y se reduce la dependencia de fertilizantes de sintesis

quimica de P, de elevado precio y escasa disponibilidad (Elser et al. 2014).

1.1 REGULACION EN MATERIA DE MEDIO AMBIENTE, CAMBIO CLIMATICO Y
SUELO

Las distintas organizaciones e instituciones gubernamentales han disefiado estrategias en
materia de cambio climatico y medio ambiente, que afectan directamente a la produccién agricola, a
partir de las medidas que proponen implantar. Por ello, para lograr una situacion de equilibrio entre
produccion y sostenibilidad, el sector agroalimentario debera adoptar estas medidas y adaptarse asi al

nuevo contexto productivo.
1.1.1 Unioén Europea: Un Pacto Verde Europeo

Como institucion internacional, la Unién Europea (UE) ha desarrollado diversos planes
estratégicos en este ambito, siendo el méas importante, el Pacto Verde Europeo (Green Deal). Este
pacto naci6 con la finalidad de mitigar los efectos que el cambio climatico estd causando sobre el
medio ambiente. Entre sus objetivos principales, destaca el de alcanzar una Europa neutra en emisiones
de carbono (C) en el afio 2050. Sin embargo, estudios de la Unién Europea (2019), determinaron que
en el afio 2015 Europa seguia siendo el tercer emisor de estos gases, detras de China y Estados Unidos,
con la agricultura como segundo sector responsable de estas emisiones (10,55%)

(https://www.europarl.europa.eu/news/es/headlines/society/20180301ST098928/emisiones-de-

gases-de-efecto-invernadero-por-pais-y-sector-infografia).

Para hacer frente a los retos planteados, el sector agroalimentario en la UE debera adoptar las
medidas recogidas en la accion por la agricultura del Green Deal, donde se apuesta como elemento
vertebrador por la Estrategia de la Granja a la Mesa, cuyo objetivo es hacer que los sistemas
alimentarios sean justos, saludables y respetuosos con el medio ambiente. En el marco de esta
estrategia, se plantean otras iniciativas como reducir en un 20% el uso de fertilizantes antes de 2030,
dedicar un 25% de la superficie agraria a la agricultura ecolédgica e impulsar la Economia Circular
Ademaés, tambien destaca la adaptacion de la nueva reforma de la Politica Agraria Comun (PAC 2023-
2027) a los objetivos del Green Deal, esto se conseguirda concretamente mediante los objetivos

especificos planteados para la nueva PAC sobre clima y medio ambiente, desde donde se persigue la
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mitigacion y adaptacion al cambio climéatico promoviendo el desarrollo sostenible y la gestion eficiente
de recursos naturales como el agua, el suelo, el aire y la energia, asi como mediante el objetivo
transversal de sostenibilidad (MAPA, 2019).

1.1.2 Union Europea: Economia Circular

El concepto de Economia Circular define un nuevo modelo de consumo y produccion que
permite generar valor afiadido en los productos ya existentes, extendiendo su ciclo de vida y cuyo fin

practico consiste en reducir la generacion de residuos al minimo.

Para poder implantar este modelo de consumo de forma préactica, en marzo de 2020, la
Comision Europea adopto el nuevo Plan de Accion para la Economia Circular. En dicho plan, se
recogen 35 acciones que ayudaran a cumplir el Objetivo de neutralidad climatica del Green Deal, a la
par que se reduce la presidn sobre los recursos naturales y la dependencia de otros paises para su

abastecimiento.

De forma particular, en dicho Plan de Accion existe un apartado sobre la aplicacion de la
Economia Circular en el subsector de la alimentacién, el agua y los nutrientes. En este, se enuncia el
desarrollo de un futuro Plan de manejo integrado de nutrientes, desde el que se impulsaran medidas
para su recuperacion de las aguas residuales y lodos de depuradoras, asi como los que proceden de
otras fuentes naturales como las algas, entre otras posibles fuentes de nutrientes. Todas estas medidas
daran cabida al empleo de los subproductos organicos en la agricultura, confiriéndoles su

correspondiente valor afiadido y un gran potencial como insumos agricolas.
1.1.3 Horizonte Europa: Un acuerdo sobre el suelo para Europa

Desde Horizonte Europa, programa de financiacidn para la investigacion e innovacion en el
desarrollo y la aplicacion de las politicas de la UE, se han desarrollado varias misiones que aportan
soluciones concretas a desafios mundiales planteados antes de 2030. Estas misiones pretenden
satisfacer objetivos ambiciosos y relacionados con la transformacion de Europa en un continente mas

verde, saludable, sostenible y resiliente.

De forma concreta, la Mision “Un acuerdo sobre el suelo para Europa”

(https://environment.ec.europa.eu/strategy/soil-strategy _es), cuyo lema es cuidar del suelo es cuidar

la vida, tiene como objetivo principal liderar la transicion hacia suelos sanos antes de 2030. La
necesidad de desarrollar esta Mision reside en que, entre el 60 y 70% de los suelos de Europa no son

saludables (bajo determinados criterios de funcionalidad y capacidad de provision de servicios


https://environment.ec.europa.eu/strategy/soil-strategy_es

ecosistemicos), siendo imprescindible su gestion y salvaguarda para alcanzar en 2030 un 75% de

suelos sanos en Europa.

Para poder calificar a un suelo como sano, este debe cumplir una serie de criterios especificos
entre los que se incluyen la propia salud del suelo, asi como su funcionalidad y la capacidad del mismo
para proveer servicios ecosistémicos. Desde el punto de vista de la produccion agricola, la salud del
suelo se define como la aptitud que tiene el suelo para permitir el crecimiento de los cultivos sin verse
degradado, ni dafiar el medio ambiente. De esta manera, se diferencia del concepto calidad del suelo,
en que la salud del suelo tiene en cuenta los atributos ecoldgicos del suelo que influyen en capacidad
para la produccién de un cultivo determinado (Bunemann et al., 2018). Mientras, la funcionalidad del
suelo, segun Glenk et al. (2012), se define como el conjunto de los procesos que ocurren en el suelo y
que sustentan la provision de servicios ecosistémicos, definiéndose estos ultimos, como los beneficios

que las personas obtienen de los ecosistemas, en este caso, del suelo (Costanza et al., 1997).

En el marco de esta Mision, se podran englobar investigaciones como la que se ha llevado a
cabo en este estudio, ya que se encuentra estrechamente vinculada con la aplicacion de los principios
de la Economia Circular para preservar y mejorar la salud y la funcionalidad del suelo. Al mismo
tiempo, se satisfacen los objetivos planteados en el Green Deal, como son la neutralidad climética, la
preservacion de la biodiversidad y la gestion integrada de nutrientes; puntos clave de la Estrategia de

la Granja a la Mesa.

1.2 MANEJO DE FOSFORO EN LOS SUELOS AGRICOLAS

El uso del P en la agricultura de una forma poco sostenible ha acelerado que la disponibilidad
de este elemento, esencial para la nutricion vegetal, y recurso no renovable (por la limitada
disponibilidad de la roca fosforica) se vea amenazada. De esta manera, su posible escasez causada por
una aplicacién continuada y sin control del P como fertilizante en los suelos agricolas durante décadas,
puede ser el origen de una crisis en la produccion de alimentos antes de 2050 (Elser and Bennett, 2011).
Como muestra de la importancia que tiene el P no solo para la agricultura sino para la geopolitica
mundial, son las continuas tensiones regidas por intereses comerciales internacionales. Cabe destacar
que las principales reservas de RP se concentran en minas situadas en China, en EEUU y en el Sahara
Occidental (Jasinski, 2010), encontrandose estas ultimas explotadas por Marruecos. Para evitar que se
alcance una situacion de no retorno, provocando la inaccesibilidad del sector agricola a los fertilizantes
de P inorganicos a base de RP, se deberan implementar practicas que garanticen un manejo sostenible

de este nutriente. Entre estas practicas, se encuentra el aprovechamiento sostenible del P contenido en



el suelo en formas disponibles para los cultivos, que forma parte del legado de P, asi como del P

presente en otros recursos, como el agua y los subproductos agroindustriales.
1.2.1 Ellegado de P en el suelo

Tan solo el 20% del P que se utiliza en la agricultura se encuentra en los alimentos que son
consumidos por el ser humano (Schroder et al., 2011). Esto significa, que gran parte del P restante se
encuentra retenido en el suelo donde es aplicado, o en su defecto, se pierde mediante el lavado del
suelo favoreciendo la eutrofizacion de las masas de agua. El legado de P en los suelos agricolas incluye
todo el P acumulado en el suelo, que ha sido aplicado a partir de fertilizantes y enmiendas, que no ha
sido utilizado por los cultivos. Segun Sattari et al. (2012) en algunos casos, el legado de P puede
alcanzar los 550 kg P ha en 50 afios, equivalente a la fertilizacion de P media de un suelo entre 9 y
22 anos, dependiendo de su disponibilidad, en funcion de las propiedades fisico-quimicas del suelo y
el clima, e incluso de las estrategias de adquisicién de P de los distintos cultivos (importancia de las
rotaciones de cultivos, cubiertas vegetales).

Este legado de P se compone de distintas fracciones donde el P se encuentra en diferentes
formas, fruto de las reacciones quimicas de fijacion, inmovilizacion, adsorcion, precipitacion, etc., en
las que este elemento, aplicado como fertilizante, se ha visto involucrado (Delgado and Scalenghe,
2008). Estas reacciones tendran lugar en mayor o menor medida dependiendo de las propiedades
fisico-quimicas del suelo, como su pH y mineralogia (Shen et al., 2011; Barrow and Debnath, 2014).
Por ello, en funcién de las caracteristicas del suelo, el legado de P podra ser utilizado con mayor o
menor dificultad por parte de los cultivos. El aprovechamiento del legado de P por las plantas estara
condicionado por las formas en las que este elemento se encuentra en el suelo, asi como del grado de
disponibilidad de las mismas. Por ello, sera imprescindible conocer donde y como se encuentra ya que,
en un marco de fertilizacion sostenible, su aprovechamiento sera una de las principales fuentes de P

para la agricultura.

De acuerdo con Staver y Brinsfield (2001), el control del legado de P evitara que se agraven
los problemas de eutrofizacion de las aguas derivados de la percolacion del P presente en el suelo y en
otros recursos, como residuos agroindustriales, hacia capas inferiores y que, en su contribucion a rios,
lagos y mares, causen un problema medioambiental de mayor severidad (McDowell et al., 2015). Para
alcanzar este proposito, se deben disefiar y poner en préactica estrategias que tengan como objetivo un
aprovechamiento integral y sostenible del P, que implique su reciclaje en los propios sistemas agricolas
(Ott and Rechberger, 2012; Recena et al., 2016; 2017). Entre las estrategias de manejo de los nutrientes

a lo largo de la cadena agroalimentaria, destaca la de las 5 R, propuesta por Withers et al. (2015) y



que, aplicada al manejo del P, se compone de los siguientes items: 1. Reordenar las aplicaciones de P
para maximizar su eficiencia; 2. Reducir las pérdidas de P hacia los océanos; 3. Reciclar el P de los
recursos bioldgicos; 4. Recuperar y reutilizar el P de los residuos; 5. Redefinir los requerimientos de

P en la cadena agroalimentaria.
1.2.2 Formas de fosforo en el suelo y reacciones.

El suministro de P en la agricultura se ha realizado tradicionalmente mediante la aplicacion de
fertilizantes de P al suelo donde se desarrollan los cultivos. Sin embargo, la aplicacion de fertilizantes
inorgénicos de P no implica que este elemento se encuentre disponible de forma inmediata para la
nutricion de las plantas ya que, un porcentaje del fertilizante aplicado suele inmovilizarse de una forma
mas o menos rapida (Sample et al., 1980). De esta forma, esta porcién de fertilizante inmovilizado no
Ilega a estar disponible para los cultivos hasta que no ocurra una reaccion que de nuevo lo transforme
en P fitodisponible (Richardson et al., 2011). Sin embargo, una fraccion considerable del P aplicado
como fertilizante precipita (como fosfatos de Ca y Fe, en funcion de las caracteristicas del suelo)
rapidamente cuando éste se solubiliza, al alcanzarse elevadas concentraciones de P en las
inmediaciones del granulo de fertilizante. Otra via por la cual, una parte del P inorganico aplicado deja
de estar disponible para los cultivos, es la adsorcion del mismo por los minerales presentes en el suelo,
como arcillas, 6xidos de hierro (Fe) y aluminio (Al) o carbonatos de calcio (Ca), ademas de su
incorporacion en la materia organica del suelo (Frossard et al., 2000; Shen et al., 2011). No obstante,
esta adsorcion dependera de la naturaleza de los fertilizantes utilizados y de las propiedades fisico-
quimicas del suelo, las cuales, en los suelos calcéareos influyen de una forma mas acusada sobre la

fijacion de los fosfatos (Chand y Tomar, 1994).

La preocupacion de forma generalizada por la fraccion de P inorganico en el suelo es el motivo
principal de que, los fertilizantes de P solubles en agua como los superfosfatos simples y triples se
hayan utilizado como estrategia de fertilizacion fosfatada en el desarrollo de los cultivos tanto en suelos
acidos como alcalinos (Dominguez, 1996). Sin embargo, la elevada rapidez con la que estos
fertilizantes se solubilizan y pasan a formas de P no labiles, suponiendo una escasa eficiencia en el uso
del P, hace que se hayan buscado alternativas, como la aplicacion de RP tanto en suelos acidos como

bésicos.

En los suelos &cidos, la aplicacién directa de RP, ademas de reducir las pérdidas de P por lavado
o inmovilizacion debido a su menor solubilidad (He et al., 1999), ha permitido alcanzar una efectividad
similar a largo plazo que la aplicacion de superfosfatos (Chien & Hammond, 1989; Zoysa et al., 2001).

Sin embargo, a corto plazo, su eficiencia como fuente de P es menor que los fertilizantes solubles en



agua (Dominguez, 1996). Entre las estrategias para aumentar la disponibilidad de P a partir de la RP
se encuentra la aplicacion de bioestimulantes edaficos que incrementan la actividad de las enzimas del
suelo (Rodriguez-Morgado et al., 2015). La accion de estas enzimas, junto con microorganismos
solubilizadores de fésforo (Jorquera et al., 20014; Sundara et al., 2002) y rizobacterias promotoras del
crecimiento de la planta (de Freitas et al., 1997), incrementan el contenido de P de la solucion del

suelo, encontrandose en formas que las plantas pueden tomar facilmente.

Otros fertilizantes, como los que proceden de residuos organicos, realizan aportaciones de P al
suelo principalmente en formas organicas que, para transformarse en P disponible para los cultivos,
deberén ser mineralizadas por los microorganismos del suelo. Sin embargo, en algunos de ellos, el P
inorganico sera la forma principal en la que se encuentra este elemento. Estudios realizados por Garcia-
Albacete et al. (2012) y Sinaj et al. (2002) determinaron la presencia de P organico tan solo entre un 1
y un 30% del P total en residuos organicos de distinto origen y sometidos a diferentes tratamientos.
No obstante, en la mayoria de estos residuos, como el estiércol procedente de diferentes especies
animales, el contenido de P orgénico puede alcanzar hasta un 80% del P total presente en los mismos
(Pagliari y Laboski, 2012; 2013).

Entre las principales ventajas que conlleva la aplicacion de fertilizantes de base organica como
fuente de P al suelo, esté el aporte de materia organica que se aplica al mismo (elemento clave en la
funcionalidad y salud del suelo) y que supone un aumento de la presencia y actividad de los
microorganismos en el suelo (Ehlers et al., 2010; Krey et al., 2013). Esta actividad microbiana
incrementa la dinamica del P en el suelo, debido a la inmovilizacion del P inorgéanico y a la
mineralizacion del P orgéanico, asi como la sintesis de P que realizan los microorganismos (Richardson
y Simpson, 2011). En paralelo al mencionado incremento de la actividad microbiana en el suelo, hay
gue mencionar el aumento de la actividad de las enzimas del suelo como las fosfatasas acidas y basicas,
que son excretadas tanto por los cultivos, como por los microorganismos (Dick et al., 2000) y que
actian como catalizadores de la hidrolisis de formas organicas de P como los ésteres y anhidridos de
acidos fosforicos (Eivazi y Tabatabai, 1977). Sin embargo, la susceptibilidad con la que estas formas
organicas de P son degradadas por las enzimas del suelo hacia formas de P inorganico difiere entre las
mismas (Bowman y Cole, 1978). Esta tematica es motivo de estudio y diversos autores como
Annaheim et al. (2013) y He et al. (2004) han evaluado la capacidad de hidrolisis de formas organicas

de P mediante aplicaciones de enzimas fosfatasas junto a compost y otras enmiendas organicas.

De esta forma, mediante la aplicacion de fertilizantes de base orgéanica se complementa tanto

la fraccion de P inorganico, como organico en el suelo, representando este ultimo un elevado porcentaje



del P total en el suelo (Nash et al., 2014), que en el caso de los suelos mediterraneos puede alcanzar
hasta un 75 % (Recena et al., 2017). En esta fraccion organica, se incluyen diferentes formas de P que
a priori, se encuentran en menor disponibilidad para los cultivos. Sin embargo, tras su hidrolisis a cargo
de las enzimas y de los microorganismos del suelo, el P organico se transforma en P inorganico,

incrementando el contenido de P disponible para su absorcién por parte de los cultivos.

1.3 RECUPERACION DE FOSFORO A PARTIR DE SUBPRODUCTOS ORGANICOS

En 2007 la Comision Europea comenzd a establecer distinciones entre residuos y subproductos.
En este ultimo concepto, se engloban aquellos residuos de produccién que pueden ser reutilizados en
otros procesos productivos de forma segura y sin necesidad de transformaciones previas. Sin embargo,
para mejorar las caracteristicas de estos subproductos, de forma que puedan ser utilizados como
fertilizantes de base organica, se deberdn someter a tratamientos previos como el compostaje, el

digerido, el secado, la estabilizacion bioldgica, etc.

Para contrarrestar el manejo ineficiente del P como fertilizante descrito en apartados anteriores,
se requieren estrategias que permitan la reincorporacion de este nutriente en los sistemas
agroindustriales (Ott y Rechberger, 2012). Una de las alternativas mas estudiadas para recuperar y el
reciclar el P, reside en la reutilizacion de los distintos residuos organicos, generados a lo largo de la
cadena alimentaria y en otros sectores que, siendo ricos en P, han sido desechados hasta hace escasos

anos.
1.3.1 Fertilizantes de fésforo de base organica

Entre los subproductos organicos destacan los que proceden de la produccion ganadera y
agricola, asi como los residuos solidos urbanos y lodos generados en la depuracion de las aguas
residuales urbanas, cuya riqueza en P es, en parte, consecuencia del lavado de este elemento por la
escorrentia en los sistemas agricolas y su filtracion hacia las masas de agua superficiales y subterraneas
que abastecen el consumo humano e industrial. Ademas, existen subproductos extrinsecos a la
produccién agroalimentaria, como los digestatos anaerdbicos generados durante la obtencién de

energia en plantas de biogas, cuyo contenido de P es necesario tener en cuenta (Withers et al., 2014).

Entre los subproductos agroindustriales que tienen un mayor contenido de P destaca el estiércol
que, segiin MacDonald et al. (2011), acumula alrededor del 40% del P total utilizado en la agricultura
y cuyos efectos sobre la disponibilidad de P en el suelo han sido ampliamente estudiados (Pizzeghello
et al., 2011). Otros subproductos de origen animal son la harina de sangre o hemoabono estabilizado,
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procedente de la industria carnica, y el vermicompost, resultado de la descomposicion de la materia
organica por las lombrices presentes en el suelo y cuya utilizacion se ha extendido en los ultimos afos.
Por el contrario, existe mucha menos informacién sobre el aprovechamiento de los residuos
procedentes de los cultivos (Damon et al., 2014), entre los que se encuentra el alperujo, generado
durante molturacion de las aceitunas para la obtencion de aceite de oliva. Como consecuencia, son
escasos los estudios cientificos que han tratado el efecto de la aplicacion de estos subproductos sobre

la eficiencia en el uso del P y las formas de este, presentes en el suelo.

En el disefio de las diferentes estrategias de manejo sostenible del P habra que considerar la
presencia en estos subproductos orgénicos de formas organicas e inorganicas de P (He et al., 2009),
las cuales interaccionan con la materia orgénica y los minerales del suelo, participando en reacciones
de adsorcién y precipitacion (Delgado et al., 2002). Ademas, para poner a disposicion de los cultivos

estas formas organicas de P, sera necesaria la actividad de las enzimas hidroliticas del suelo.

Una de las formas de P orgénico predominante en los residuos agricolas, ganaderos y urbanos,
que también es producido mediante el metabolismo microbiano, es el inositol hexafosfato, también
denominado acido fitico (IP6). Sin embargo, la disponibilidad para los cultivos de esta forma de P
organico dependera de su desorcion de la fase solida del suelo y no tanto de la hidrdlisis llevada a cabo
por las enzimas rizosféricas fitasas (Garcia-Lopez y Delgado, 2016). De esta forma, de nuevo se
evidencia la importancia de identificar las propiedades especificas del suelo que influyen de forma

directa en la dindmica del P en el suelo y en su fitodisponibilidad.
1.3.2 Sintesis de fertilizantes minerales a partir de subproductos organicos

La autorizacion para la produccion de fertilizantes a partir de diversas fuentes, como los
materiales reciclados, establecida en la nueva regulacion europea de fertilizantes (2019/1009), ha
contribuido a que la sintesis de fertilizantes minerales a partir de subproductos organicos y su
comercializacion se haya incrementado considerablemente en los Ultimos afios. Entre estos fertilizantes
minerales se encuentran la estruvita y la vivianita, dos fosfatos poco solubles que, ademas de ser ricos
en P, también contribuyen al aporte de macronutrientes como el magnesio (Mg) y micronutrientes
como el hierro (Fe), respectivamente. La obtencion de estos fertilizantes se consigue a partir del P
contenido en las aguas residuales, el cual puede recuperarse facilmente y de forma cada vez mas
eficiente (Schoumans et al., 2015; Hukari et al., 2016). Ademas, la estruvita también es sintetizada

mediante la precipitacion de los nutrientes contenidos en los digestatos de las plantas de biogés.

Tradicionalmente, estos fertilizantes se habian considerado poco eficientes en cuanto a su

aporte de P debido a su escasa solubilidad. Sin embargo, un estudio desarrollado por de Santiago et
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al. (2008), demostrd que, en el caso de la vivianita, los acidos organicos secretados por las plantas y
por los microorganismos permiten una liberacion gradual del P (y del Fe) en larizosfera. De esta forma,
se consigue reducir la precipitacion del P con calcio (Ca) en forma de fosfatos insolubles en suelos
calcareos (Saavedra et al., 2007), los cuales representan el 60% de las tierras de cultivo en Espafa.

Asi, como consecuencia de su menor solubilidad, estos fertilizantes presentan una mayor
eficiencia en el uso del P que aguellos con una mayor solubilidad. No obstante, se necesitan estudios
que permitan conocer el efecto de estos fertilizantes sobre la dinamica del P y sobre cémo afectan las
propiedades del suelo y las actividades enzimatica y microbiana a su eficiencia en el uso de este

nutriente.

Esta mayor eficiencia en el uso del P se demostro en ensayos de cultivo en los que aplicacién
de estruvita, en comparacion con el triple superfosfato reporté mayores rendimientos en colza (Katanda
et al., 2016) y maiz (Gell et al., 2011). Del mismo modo se obtuvieron mayores eficiencias relativas
de P con las aplicaciones de estruvita respecto a los triples superfosfatos en ensayos en invernadero
con 5 cultivos diferentes (Vogel et al., 2017). Estos resultados pueden asemejarse a los obtenidos
mediante la aplicacion de fertilizantes a base de cenizas de lodos de depuradoras, los cuales supusieron
mayores absorciones de P que los triples superfosfatos para tres especies vegetales distintas (Franz,
2008).

1.4 INTERACCION ENTRE EL FOSFORO Y OTROS NUTRIENTES

En ocasiones, la aplicacion de subproductos como fertilizantes de base organica para suplir las
necesidades de nitrdgeno (N) en los cultivos, hace que se alcancen elevadas relaciones P:N en los
mismos, al aplicar mediante estos subproductos cantidades de P superiores a las requeridas. La
consecuencia directa de poner en préactica esta estrategia es una acumulacién de P en el suelo, que
ademas de incrementar el legado de P, puede causar serios problemas medioambientales por el lavado

del P excedente y la consiguiente eutrofizacion de las masas de agua (MacDonald et al., 2011).

Las estrategias que, por lo tanto, deben implantarse para realizar una gestion sostenible de los
nutrientes, optimizando las aplicaciones de los mismos mediante subproductos organicos o
fertilizantes procedentes de los mismos, implica desarrollar un conocimiento mas profundo en cuanto
a los nutrientes presentes en estos fertilizantes de base organica, asi como de su efecto sobre la

dindmica del P.
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Otros nutrientes que pueden experimentar interacciones con el P, tanto en el suelo, como en las
plantas, son los micronutrientes Fe y cinc (Zn), con los cuales puede desarrollar relaciones de
antagonismo (Sanchez-Rodriguez et al., 2013; 2014; 2017). Sin embargo, la aplicacion de fertilizantes
de P poco solubles como la vivianita pueden reducir los efectos antagonicos entre el P y el Fe, ya que
la vivianita es una fuente importante de este Gltimo (Rosado et al., 2002). La aplicacion de otros
fertilizantes como la estruvita, fuente de Mg, pueden ser interesantes en suelos calcareos donde este
elemento se muestra en niveles bajos. Por otro lado, el antagonismo desarrollado entre P y Zn reside
en la disminucion de la fitodiponibilidad de este ultimo, como consecuencia de aplicaciones excesivas
de P sobre suelos calcareos que presentan un pH basico (Alloway, 2009). Esta afirmacion se corrobora
mediante el estudio desarrollado por Sanchez-Rodriguez et al. (2021), donde se demostré que, en
suelos calcareos con limitaciones de Zn, la aplicacion combinada de este elemento junto al P
incrementd significativamente la produccion y la calidad del grano en el cultivo de maiz, como
consecuencia de un incremento en la fitodisponibilidad del Zn. Este tipo de interacciones no se ha
estudiado tan ampliamente cuando se utilizan fertilizantes de base organica en comparacion con la

aplicacion de fertilizantes de sintesis quimica.

Finalmente, para realizar un manejo integral de los nutrientes en el suelo, estos deberan
aplicarse y utilizarse de la forma mas eficiente posible, para lo que sera necesario conocer su presencia
en el suelo y los requerimientos que presentan los cultivos. Como estrategia, la aplicacion de
fertilizantes de base orgénica en los suelos mediterraneos incrementara el contenido de materia
organica en el suelo y como consecuencia aumentard la presencia y la actividad de los
microorganismos. Esta mayor actividad microbiana contribuird a mejorar la salud del suelo y su
funcionalidad (mayor intercambio y disponibilidad de nutrientes, secuestro de C, mejor estructura del
suelo, incremento de la biodiversidad, etc.), ademéas, mediante su mineralizacion, se pondré una mayor
cantidad de nutrientes a disposicion de los cultivos. En todos los casos se debe estudiar previamente la
influencia de estos fertilizantes y de las propiedades fisico-quimicas de cada suelo, en la dinamica de
dichos nutrientes tanto en el suelo, como en los cultivos, de modo que se maximice la eficiencia en el

uso de estos elementos.
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2. OBJETIVOS

El objetivo principal de este estudio es evaluar el efecto residual de la aplicacion de cuatro
fertilizantes de base organica procedentes de la agroindustria como fuente de P en el cultivo de girasol,
como segundo cultivo de una rotacion (trigo — girasol). Para ello se realizaran ensayos experimentales

en macetas en camara de crecimiento planteandose los siguientes objetivos especificos:

- Estudiar la dindmica de distintos subproductos de la agroindustria y residuos sélidos urbanos
estabilizados, en suelos con distintas propiedades fisico-quimicas;

- Analizar el efecto de la dosis de aplicacion de los subproductos (0, 25y 50 mg P kg™)

- Realizar una comparacion del efecto en el suelo (propiedades fisico-quimicas y biolégicas) y
en la planta (absorcién de P y micronutrientes, crecimiento, produccién de biomasa) entre los

distintos fertilizantes de P de base orgénica y un fertilizante de P tradicional.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 ENSAYO DE CULTIVO EN MACETAS

Para alcanzar los objetivos planteados en este estudio, se desarroll6 un ensayo de cultivo en
macetas bajo condiciones controladas (fotoperiodo, humedad y temperatura) utilizando 4 suelos
distintos y una planta de girasol (Helianthus annuus L.) de la variedad ES Electric en cada maceta
(unidad experimental). El ensayo del presente TFM fue el segundo de la rotacion trigo — girasol, que
se sucedio tras el cultivo de trigo, utilizando el mismo suelo. La aplicacién al suelo de diferentes
fertilizantes de base organica de P en comparacion con un fertilizante inorganico de P y un control

negativo (sin P), a dos dosis de P (25 y 50 mg P kg), Gnicamente se realizé al inicio de la rotacion.
3.1.1 Localizacion y recogida de las muestras de suelo

Para realizar este estudio se utilizaron muestras de 4 suelos con distintas caracteristicas fisico-
quimicas, que fueron recogidas de fincas en las que la Unidad de Edafologia (grupo PAIDI AGR-165;
Departamento de Agronomia, UCO) desarrolla ensayos de campo. Estas muestras se recogieron al
inicio del primer ensayo de cultivo en macetas (trigo), que formd parte de la rotacion mencionada. La
localizacion de las fincas en las que se tomaron dichas muestras se observa en el mapa adjunto (Figura
3.1) y en la Tabla 3.1 (coordenadas), donde también se indica el material parental de cada suelo. De
ellos, el mas arenoso Rabanales (RAB) es un suelo de terraza del rio Guadalquivir. Los tres restantes
proceden de vertisoles calcareos ubicados en las campifias de Carmona (Sevilla), Tomejil (TOM) y
Cérdoba, Sancho Miranda (SAN) y Encinefio (ENC).

Las muestras de suelo se recogieron de los 20-30 cm superficiales (capa arable) y se tamizaron
a1l cm para la eliminacién de rocas y restos vegetales. A su vez, se tomd una submuestra de 500 g que

fue tamizada a 2 mm para la caracterizacion de estos suelos mediante analisis de laboratorio.

Tabla 3.1. Situacién y clasificacién de los suelos utilizados

Coordenadas
Caédigo | Suelo  Término municipal Latitud N Longitud W Material Parental
1 RAB Finca de Rabanales (Cordoba) 37°56° 027 4°43° 17 Sedimento (Cuaternario)
2 TOM  Carmona (Sevilla) 37°24° 037 5°35° 157 Arcillas grises (Cuaternario)
3 SAN Fernan — Nufiez (Cordoba) 37°45° 417 4°44° 417 Margas (Mioceno)
4 ENC Santa Cruz (Cérdoba) 37°46° 517  4°35° 34” Margas (Mioceno)
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Figura 3.1. Localizacion de las muestras de suelo. Fuente: Google Maps

3.1.2 Caracterizacion de los suelos utilizados

Los 4 suelos utilizados se analizaron en laboratorio con el objetivo de conocer sus propiedades
fisico-quimicas (suelo secado al aire durante una semana y tamizado a 2 mm). Las determinaciones en

laboratorio se realizaron por triplicado y son las que se comentan a continuacion.
3.1.2.1 Humedad Higroscopica

La humedad higroscopica es aquella que, tras secar el suelo a temperatura ambiente, permanece
absorbida en las particulas de los diferentes componentes del suelo. Para su determinacion, se pesé
una capsula de aluminio vacia (P1, Figura 3.2), a la que se afiadieron alrededor de 10 g de suelo seco
al aire, anotando el peso de la capsula con el suelo (P2). Posteriormente, se introdujo la capsula en una
estufa a 105 °C hasta alcanzar peso constante (24 horas). Finalmente, estas se sacaron de la estufa y se
anotd su peso seco (P3), tras haberse dejado enfriar. Para calcular el porcentaje de humedad

higroscépica se utilizo la siguiente ecuacion (Ecuacion 1):

P 3
Ecuacién 1: Humedad Higroscoépica (HH) (%) = P3P~ 100

A partir de este valor se calculo el Factor de Humedad Higroscopica (F) mediante la siguiente

ecuacion:
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100

Ecuacion 2: Factor de Humedad Higroscoépica (F) = 100 + HH(%)
0

Figura 3.2. Capsulas de aluminio para humedad higroscopica

3.1.2.2 Determinacion de la textura

Se realizo la determinacion segin el método de la pipeta de Robinson (Gee y Bauder, 1979),
basado en la ley de Stokes, es decir, en la diferente velocidad de sedimentacion de particulas de distinto
didmetro. Los resultados se expresaron en porcentaje, de acuerdo con el tamafio de particula: particulas
entre 0,05 mmy 2 mm, arena; particulas entre 0,05mmy 0,002 mm, limo; particulas de tamafio inferior

a 0,002 mm, arcilla.
3.1.2.3 Determinacion de la materia organica

El método utilizado para su determinacion fue el de Walkley-Black (1934). Para ello de pesé 1
g de suelo en un matraz Erlenmeyer de 500 ml, se afiadieron 10 ml de dicromato potasico (K2Cr207)
1 Ny 20 ml de &cido sulfarico (H2SO4) concentrado. Se agit6 la mezcla y se dejo reposar durante 30
minutos, durante los cuales el K2Cr,07 oxid6 al carbono organico del suelo en presencia de H2SO4 en
exceso. Acto seguido, se afiadieron 200 ml de agua desionizada y 5 gotas de ortofenantrolina (indicador
colorimétrico), para valorar con FeSO4 (=0,5 N) el KoCr20O7 en exceso, que no habia reaccionado con
el carbono organico del suelo. La cantidad de K2Cr.O7 consumida, se relaciona con la cantidad de
carbono organico oxidado. Finalmente, la cantidad de materia organica se calcul6 multiplicando la
cantidad de carbono orgénico oxidado por 1,72, teniendo en cuenta que el 58 % de la materia organica

del suelo estd compuesta por carbono organico.
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3.1.2.4 Determinacion de los carbonatos

El método utilizado para determinar los carbonatos presentes en cada muestra de suelo fue el
de Wesemael (van Wesemael et al., 1995). Para ello, se hicieron reaccionar 3 g de suelo con 8 ml de
HCI concentrado en un matraz Erlenmeyer de 150 ml de capacidad, agitando durante 30 segundos,
cada 5 minutos hasta que no se obtiene ninguna burbuja (producto de la reaccion del HCI con los
carbonatos del suelo, Ecuacion 3). Asi su determinacion se obtuvo mediante la diferencia de pesada

antes y después de la reaccion:

Ecuacién 3: CaCO; + 2HCl — CaCl, + H,0 + CO,

3.1.2.5 Determinacion del pH

El pH del suelo se midié en una suspension suelo:agua 1:2,5. Para ello, se pesaron 8 g de suelo
en un recipiente de 50 ml (tubo Falcon® para centrifuga) y se afiadieron 20 ml de agua desionizada. A
continuacion, se agito la suspension durante 25 minutos. Para proceder a la medida del pH, se calibro
el pH-metro (Crisol GLP 21) con los tampones necesarios (4, 7'y 9), se introdujo el electrodo del pH-
metro en el liquido sobrenadante sin que el bulbo de vidrio entrase en contacto con las particulas de

suelo y tras la estabilizacion de la medida, se anot6 el pH de cada muestra.
3.1.2.6 Determinacion de la Conductividad Eléctrica

La conductividad eléctrica (CE) se midi6 en el extracto 1:5. Para ello, a la suspension preparada
para determinar el pH (1:2,5), se afiadieron otros 20 ml de agua desionizada. A continuacion, se agitd
la suspensién durante 30 minutos y tras ello, se centrifugd a 3000 rpm durante 10 minutos. Finalmente
se procedid a la calibracion del conductivimetro (Crison micro CM 2200), y a la medida de la CE (uS

cm), anotando la lectura registrada al introducirse éste en el liquido sobrenadante.
3.1.2.7 Determinacion del fosforo soluble en bicarbonato sédico

Este procedimiento se llevo a cabo siguiendo el método descrito por Olsen et al. (1954). Para
la extraccion, se pesaron 1,5 g de suelo en un recipiente de 50 ml de capacidad (tubo Falcon® para
centrifuga) y se afiadieron 30 ml de bicarbonato de sodio (NaHCO3) 0,5 M tamponado a pH 8,5. A
continuacion, se agitd durante 30 min a 180 rpm y se centrifugd a 3000 rpm durante 10 min, recogiendo

el sobrenadante en tubos de 10 ml.
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Para la determinacion, se tomo 1 ml de esta disolucion, colocandose en un tubo desechable de
10 ml, al que se afiadieron 0,125 ml de &cido sulfurico (H2SO4) 5 N, 4,125 ml de agua desionizada 'y 1
ml de reactivo mixto, compuesto por una mezcla de una disolucién de molibdato aménico 0,04 M,
tartrato de antimonio y potasio 0,01 M y &cido sulfurico 5 N (Reactivo A), y por una disolucién de
acido ascorbico 0,03 M. Para realizar la cuantificacion del P, se construy6 una curva de calibrado
mediante 8 patrones (0; 0,6; 0,9; 1,2; 1,5; 1,8; 2,1 y 2,4 ul) a partir de una disolucion de fosforo (P) de
100 mg I}, a los cuales se afiadio 1 ml de NaHCOs, y el mismo volumen de agua desionizada y reactivo
mixto que a las muestras. Acto seguido se agitaron las muestras y los patrones mediante un agitador
vortex y se esperd 30 minutos (tiempo 6ptimo para el desarrollo del color azul). Finalmente se transfirio
una alicuota de 0,2 ml de las muestras y los patrones en una microplaca de 96 pocillos, introduciéndola
en el espectrofotometro de microplacas BioTek PowerWave HT (Figura 3.3) y midiendo su

absorbancia a 882 nm, a partir de la cual se determind el P extraido.

Figura 3.3 Espectrofotdmetro de microplacas BioTek PowerWave HT
3.1.2.8 Determinacion de la disponibilidad de micronutrientes en el suelo

La determinacion de la disponibilidad de micronutrientes en el suelo permitié conocer el
contenido de hierro (Fe), cobre (Cu), y zinc (Zn), existente en el suelo que se encuentra disponible
para los cultivos. Para su extraccion se utilizo el método descrito por Lyndsay y Norwell (1978), que
empleaba como solucién extractante acido dietilendiaminopentacético (DTPA) 0,05 M, Cloruro de
calcio (CaClz) 0,01M vy trietanolamina (TEA) 0,1 M a pH 7,3. Para ello, se pesaron 10 g de suelo en
tubo Falcon® para centrifuga de 50 ml y se afiadieron 20 ml de la solucion extractante descrita. A
continuacion, se agité durante 2 horas a 180 rpm y se centrifug6é a 3000 rpm durante 15 minutos,

transfiriendo el sobrenadante a tubos de ensayo de 10 ml.
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Para la cuantificacion de los micronutrientes se utilizd el espectrofotometro de absorcion
atbmica AAnalyst 200 (Figura 3.4), instalando la lampara especifica para cada elemento y la
configuracién adecuada. A continuacion, el capilar del instrumento se sumergio en el blanco (agua
desionizada) y se leyeron los patrones de cada elemento (Tabla 3.4), para construir su correspondiente
curva de calibrado. Finalmente se analizaron las muestras, obteniendo directamente la concentracion
de cada elemento en la extraccion, a partir de la cual se determinara la concentracion en las muestras
de suelo. En el caso de que alguna muestra tuviese una concentracién superior a la del patron de mayor

concentracion, se procedio a su dilucion y a la repeticion de su lectura.

Figura 3.4 Espectrofotometro de absorcién atbmica AAnalyst 200 PerkinElmer ®

Tabla 3.2 Patrones Micronutrientes para absorcion

atémica

Elemento P1 P2 P3
mg It mg I mg I

Fe 1 3 5

Cu 0,5 0,5 2

Zn 0,25 0,5 1

3.1.3 Disefio experimental y preparacion del suelo

Para llevar a cabo los dos ensayos de cultivo en macetas, que componen la rotacién trigo-girasol
de la que forma parte éste estudio, en primer lugar, y antes de comenzar el primer ensayo, sobre las

muestras de suelo tamizadas a 1 cm, se aplicaron 5 tratamientos de fertilizacion de P en dos dosis,
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equivalentes a 25 y 50 mg P kg? suelo. De estos tratamientos, 4 estdn compuestos por distintos
subproductos procedentes de la agroindustria y el quinto se corresponde con un fertilizante inorganico
de P. Ademas, se estableci6 un control negativo (sin aplicacion de P). Los 5 tratamientos aplicados en
dos dosis mas el control negativo resultan en 11 estrategias de fertilizacion, que al aplicarse sobre 4
suelos distintos y estableciendo 5 repeticiones (unidades experimentales) por cada combinacion de
suelo, tratamiento y dosis, dan lugar a 220 unidades experimentales. Estas unidades experimentales
son macetas de 300 ml de capacidad, con 250 g del correspondiente suelo fertilizado y una planta de
cada cultivo, trigo (ensayo previo) o girasol (estudio incluido en el presente TFM), respectivamente,

para cada ensayo de la rotacion.
3.1.3.1 Disefio y aplicacion de fertilizantes

De los tratamientos aplicados, como control positivo se utilizé un fertilizante de P de sintesis
quimica, superfosfato simple (18% de P2Os) y como control negativo (C), la no aplicacion de P. Los
tratamientos restantes se componen de subproductos procedentes de distintos sectores de la
agroindustria cuyas principales propiedades se presentan en la Tabla 3.3: Harina de Sangre (HAS),
Alperujo (ALP), Residuo Sélido Urbano (RSU) y Vermicompost (VER).

Tabla 3.3 Propiedades quimicas de los subproductos utilizados como fuentes de P en el ensayo en macetas
de la rotacién trigo-girasol

Producto pH CEis MO C N P K Ca Mg Fe Zn Cu

mScm? % % % % % % % % % %
HAS 6,8 4,1 98,3 57,0 157 0,2 0,3 0,2 0,1 0,2 2,7 0,8
ALP 75 5,0 770 413 19 0,2 2,1 6,9 0,6 0,4 31 6,0
RSU 7,1 4,0 56,9 34,7 17 0,3 0,6 6,5 0,7 0,5 265 97
VER 7,6 2,2 50,3 26,1 272 0,7 0,9 9,5 0,6 0,6 147 2,6

CEas: Conductividad eléctrica en el extracto 1:5. MO (%): Porcentaje de materia organica. C, N, P, K, Ca, Mg,

Fe, Zn, Cu (%): Elementos totales en porcentaje.

Estos 5 tratamientos se aplicaron en las dos dosis mencionadas. Para ello, conociendo el
contenido de P que tiene cada producto o subproducto, se calculd la cantidad correspondiente a aplicar
por cada lote de 1250 g de suelo (250 g de suelo repeticion™ por 5 repeticiones estrategia™),
dependiendo del tratamiento y de la dosis. Asi tras la aplicacion de estas estrategias de fertilizacion, se
obtuvieron los siguientes lotes de suelo, que se resumen en la Tabla 3.4, junto con el cddigo que servira

de identificador para cada lote de aqui en adelante.
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Tabla 3.4 Codigos de combinacion de suelo, tratamiento y dosis

Suelo Tratamiento Dosis
mg P kg suelo™
C 0
RAB P
TOM HAS 25
SAN ALP 50
ENC RSU
VER

Una vez se aplicaron las 11 estrategias de fertilizacion en los 4 suelos (44 lotes de suelo),
incluyendo los controles negativos correspondientes, se dividio cada lote en 5 repeticiones 0 macetas
con 250 g de suelo, sobre las que se desarrollé el primer ensayo de cultivo de la rotacién (trigo),

enmarcado en un estudio previo a este TFM.
3.1.3.2 Preparacion del suelo

Una vez finalizado el primer ensayo de cultivo de trigo en macetas, se procedié a su cosecha y
al posterior procesado del suelo sobre el que se cultivé. Para ello, el suelo de las 5 repeticiones que
conformaban cada lote de suelo se recogio, eliminandose las raices de mayor diametro del cultivo de
trigo y se mezcld, volviendo a constituir los lotes de suelo correspondientes a cada estrategia de
fertilizacion. Tras su secado al aire, se tamizd a 1 cm, de forma que se encontrase preparado para el
siguiente cultivo de la rotacion (girasol). De cada lote, ademas, se tomd una submuestra de 50 g para

los posteriores analisis de laboratorio, la cual se tamizd a 2 mm.

Por ultimo, se mezclaron los 1200 g de suelo de cada lote, los cuales se redistribuyeron en las
5 repeticiones que lo componen, de forma que cada maceta se llen6 con 240 g de suelo procedente del

primer cultivo de la rotacion.

3.1.4 Siembray desarrollo del cultivo

Las plantas de girasol (Helianthus annuus L.), de la variedad ES Electric, se desarrollaron en
macetas de 300 ml de capacidad, recubiertas de papel de aluminio para evitar el paso de la luz y con
un orificio de drenaje de 8 mm de didmetro en la parte inferior. Como se mencion6 anteriormente, se
Ilenaron con 240 g de suelo procedente del ensayo de trigo, humedeciendo los primeros centimetros
antes de la siembra con 40 ml de agua desionizada. A continuacion, se colocaron 3 semillas por maceta,

a 0,5 cm de profundidad y sin germinacién previa (Figura 3.5), emergiendo las plantulas entre los 3 y
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5 dias después de siembra (DDS) (Figura 3.6). A los 10 DDS se cortaron 2 plantulas de cada maceta

de forma aleatoria, conservando asi, una plantula por maceta.

A ___ EE B

Figura 3.6 Plantulas de girasol. 7 dias después de siembra (A) y 10 dias después de siembra (B).

Este ensayo de cultivo en macetas se desarrolld en camara de crecimiento bajo condiciones
ambientales controladas: fotoperiodo de 16 horas de luz, temperatura de 24/22 °C dia/noche y humedad
relativa del 70%. Las macetas se regaron diariamente con agua desionizada para mantener una
humedad en el suelo cercana a la capacidad de campo (90% de capacidad de campo), pesando una vez
a la semana todas las macetas para ajustar las diferencias de humedad en el suelo debidas a la

evapotranspiracion.

Para evitar diferencias en el aporte de nutrientes a las unidades experimentales, derivadas de la
aplicacion de los tratamientos de P (subproductos de distinta naturaleza), la fertilizacion de todas las
macetas se complementé mediante una solucion Hoagland modificada (Ca(NO3)2¢4H.0 (5 mM),
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KNOs (6 mM), MgS0O4 (2 mM), Fe (EDDHA) (40 uM), KCI (100 uM) HzBO3z (50 uM), MnSO4°H.0
(4 uM), ZnSO4*7H20 (4 uM) CuSO4+5H20 (1 uM), NaoMoOs (6 uM)), mientras que el P se suministro
exclusivamente mediante los tratamientos aplicados al inicio del primer ensayo de la rotacion (trigo).
A lo largo del ciclo de cultivo y mediante aplicaciones semanales, se suministré un volumen total de
220 ml de la solucion Hoagland modificada a cada unidad experimental, complementando las

necesidades hidricas del cultivo.

3.1.5 Determinaciones y medidas durante el ensayo de cultivo

Durante el ensayo de cultivo del girasol se tomaron medidas de distintas variables con una
frecuencia préxima a las tres semanas. Concretamente, se midio la altura, el indice de clorofila, el

didmetro del tallo y el estadio fenolégico de cada planta de girasol a los 21, 42, 62 y 76 DDS.

Para medir la altura se utilizd una cinta métrica, tomando la medida desde el suelo hasta el
apice de la planta o del capitulo. Sin embargo, tras comenzar la floracion, la altura se tomd hasta la
curvatura del tallo, que une el receptaculo del capitulo con el resto de la planta. El valor del indice de
clorofila se obtuvo mediante el dispositivo MINOLTA 502-SPAD (unidades SPAD), para ello se
realizé una medida en cada una de las 5 ultimas hojas totalmente expandidas, tomando la media de
estas medidas. El didmetro del tallo se midié a una altura de 4 cm desde el suelo, con ayuda de un
micrémetro digital. El estadio fenoldgico se establecio en base a la Codificacion BBCH de los estadios
fenoldgicos de desarrollo del girasol (Helianthus annuus L.) (Weber und Bleiholder, 1990; Lancashire
etal., 1991).

A E BN dic
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Figura 3.7 Aparicion del organo floral y floracion (A, B, C, D).

En la Figura 3.7 se observan las plantas de girasol en los estadios fenoldgicos 55 (A)

(inflorescencia separada de las hojas mas jovenes del follaje), 59 (B) (flores de la corona visibles entre
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las bracteas; inflorescencia aun cerrada), 61 (C) (comienzo de la floracion: las flores de la corona se
alargan; las flores tubulosas del disco visibles en el tercio exterior de la inflorescencia) y 65 (D) (plena
floracion: las flores tubulosas del disco del tercio medio de la inflorescencia (capitulo), en floracién

(estambres y estigmas, visibles)).

3.1.6 Cosechay procesado de las muestras vegetales

El girasol se cosecho a los 80 DDS, habiéndose alcanzado la plena floracion 5 dias antes, 75
DDS (90% de las plantas en el estadio fenoldgico 65). Las plantas se cortaron 1 cm por encima del
suelo y el extremo basal del tallo se lavé con agua desionizada para eliminar los posibles restos de
suelo. Todas las plantas recibieron un segundo corte, a 2 cm del 6rgano floral (capitulo), separandose
del resto de la planta para ser analizado de forma independiente. Por ello, a partir de este punto se
trabajo con dos muestras de material vegetal procedentes de cada unidad experimental (A. Capitulo y

B. Tallo y hojas).
3.1.6.1 Determinacion del peso seco y procesado de las muestras vegetales

Para determinar el peso seco de cada planta, las muestras de material vegetal se secaron en una
estufa a 65 °C durante al menos 72 horas. A continuacion, se peso el capitulo (rendimiento potencial)
(Figura 3.8.A) y el resto de la planta (tallo y hojas) (Figura 3.8.B), determinando mediante la suma de

ambas partes la biomasa total.

A

Figura 3.8 Peso seco de una planta de girasol. Capitulo (A). Tallo y hoja (B).

Posteriormente, todas las muestras vegetales se picaron y se molieron mediante un molinillo
de aspas (Figura 3.9). El polvo obtenido se recogi6 en tubos de ensayo de 10 ml, para su posterior

digestion y analisis (contenido en P, Fe, Cuy Zn).
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Figura 3.9 Procesado del material vegetal. Muestra picada (A). Muestra molinillo (B). Muestra molida (C).

3.1.6.2 Digestion de las muestras vegetales

Para realizar la digestion de las muestras vegetales se pesaron 0,2 g del material vegetal molido
para cada planta y cada parte de la planta (capitulo por un lado, y tallo y hojas por otro) en vasos de
precipitado de vidrio de 50 ml (Figura 3.10.A). Después, se afiadieron 3 ml de acido nitrico (HNOs) al
60% Yy se taparon con un vidrio de reloj, dejando digerir durante 16 horas (Figura 3.10.B). Ademas, se
establecié un blanco sin muestra, conteniendo solo el medio &cido. Tras este tiempo, se colocaron los
vasos de precipitado sobre una placa calefactora (en el interior de una campana extractora) a 80 °C
durante 1 h. A continuacion, se afiadié 1 ml de acido perclérico (HCIO4) concentrado a cada vaso y se
subi¢ la temperatura de la placa a 180 °C (Figura 3.10.C), manteniendo la muestra sobre ella hasta que
adquiere un color transparente. En este momento, se retiraron las muestras y se dejan enfriar,
reconstituyéndolas con agua desionizada en matraces aforados de 10 ml. Las digestiones, una vez
reconstituidas, se recogieron en tubos de ensayo de 10 ml, conservandose a 4 °C hasta su posterior

analisis (determinacion de P, Fe, Cu, y Zn).

Figura 3.10 Digestion del material vegetal (A). Peso muestra (B). Digestion muestra (C).
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3.1.7 Anadlisis de las muestras vegetales (P, Fe, Cuy Zn)
3.1.7.1 Determinacién de P en material vegetal

En tubos de ensayo de 10 ml se afiadio una alicuota de las muestras vegetales digeridas y
reconstituidas que oscilé entre 25 y 150 pl, agua desionizada hasta alcanzar junto al volumen de
muestra los 5,25 ml y 1 ml de reactivo mixto (véase su composicion en el apartado 3.1.2.4). Para
determinar la alicuota utilizada en cada serie de muestras, se realizo una prueba previa, que permitio
ajustar el volumen utilizado a la concentracion de P de las muestras de material vegetal, de forma que
se pudiera determinar su concentracion mediante la curva de calibrado construida a partir de 8 patrones
(0; 0,6; 0,9; 1,2; 1,5; 1,8; 2,1 y 2,4 ul) a base de una solucion de P de 100 mg It. Ademas, a estos
patrones, se afiadié el mismo volumen del blanco de la digestion que la alicuota tomada para las
muestras, junto con un volumen de agua desionizada que completd los 5,25 ml y 1 ml de reactivo

mixto.

Tras afadir los reactivos, las muestras y los patrones se agitaron y se esperd 30 minutos hasta
que se desarrollo un color azul en las muestras. Finalmente, en una microplaca de 96 pocillos, se
depositd una alicuota de 0,2 ml de cada muestra y de los patrones para construir la curva de calibrado
y se procedio a la lectura de su absorbancia a 882 nm con el espectrofotémetro de microplacas BioTek
PowerWave HT (Figura 3.4). La concentracidn de P en las muestras vegetales se determind a partir de

su absorbancia.
3.1.7.2 Determinacion de Fe, Cu y Zn en material vegetal

Para determinar la concentracion de los 3 micronutrientes mencionados en las muestras de
material vegetal digeridas y reconstituidas se utilizd el espectrofotometro de absorcion atomica
AAnalyst 200 (Figura 3.4), siguiendo el mismo procedimiento que se describe en el apartado 3.1.2.5
(cuantificacion). Se analizaron las muestras, obteniendo directamente la concentracion de cada
elemento en la digestion reconstituida, a partir de la cual se determinara la concentracién en las
muestras vegetales. Las muestras que tuvieron una concentracion superior a la del patrén de mayor

concentracion, se diluyeron, repitiendo a continuacion su lectura.
3.1.8 Muestreo y procesado del suelo al final del ensayo

Inmediatamente después de cosechar las plantas de girasol, el suelo contenido en cada maceta
fue procesado con el objetivo de tomar dos muestras, utilizadas posteriormente para realizar los analisis
de suelo correspondientes. Para realizar el muestreo en fresco, se extrajo el suelo de cada maceta y se

realizaron dos cortes que permitieron seleccionar la porcion muestreada (Figura 3.11). Con el primer
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corte se elimind el anillo de raices formado en la base de la maceta, y, con el segundo, realizado a la
altura del tercio basal de la maceta, se selecciond la porcion que fue recogida como muestra fresca. A
continuacidn, esta porcion se disgregd, eliminando las raices mas gruesas y se introdujo en un tubo
Falcon® para centrifuga de 50 ml, congelandose a -18°C hasta analisis posterior. El resto del suelo
contenido en la maceta se dejo secar a temperatura ambiente, una vez eliminadas las raices, para su

posterior tamizado a 2 mm y conservacion en tubos de ensayo, constituyendo la muestra de suelo seco.

Figura 3.11 Cilindro de suelo y porcion seleccionada para el muestreo en fresco. (A) ENC ALP 50y (B) ENC
HAS 25

3.1.9 Andlisis de las muestras de suelo

Las muestras recogidas se utilizaron para realizar diferentes analisis del suelo tras la rotacion
de cultivos, concretamente el pH, la CE (dS m™) y el P soluble en bicarbonato sodico (P Olsen) (mg P
kg™ suelo). Para realizar estas determinaciones se siguieron los métodos descritos en los apartados
3.1.2.5,3.1.2.6 y 3.1.2.7, respectivamente. En lo que respecta a la muestra de suelo fresco, se utiliz6
para determinar la actividad enzimatica (fosfatasas) existente en el suelo.
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3.1.9.1 Determinacion de la fosfatasa acida y fosfatasa basica

El método seguido para la determinacién de la actividad fosfatasa es una adaptacion del que
fue descrito por Eivazi & Tabatabai (1977), el cual esta basado en la determinacion colorimétrica del
p —nitrofenol liberado cuando se incuba a 37 °C, durante 1 hora, una muestra de suelo con una solucion

sodica tamponada de p — nitrofenil fosfato (PNP).

Para su determinacion, se utilizaron las muestras de suelo fresco obtenidas de cada unidad
experimental y conservadas a -18°C. Se realizaron tres pesadas de 0,15 g de suelo fresco por muestra
en un tubo de ensayo de 10 ml, utilizando dos de ellas como repeticiones y la tercera como control
(linea base). A continuacion, se afadieron a cada tubo 4 ml de una solucién tampon, Modified
Universal Buffer (MUB), ajustada a pH 6,5 en la determinacion de la fosfatasa acida y a pH 11 en el
caso de la fosfatasa basica. Para la preparacion del MUB, se elaboré 1 litro de una solucion de acido
maleico, &cido citrico, acido borico y Tris sobre una matriz de hidréxido de sodio (NaOH) 0,5 M (MUB
Stock) y de esta se tomaron 200 ml, ajustando a su pH correspondiente y llevando a 1 litro con agua
desionizada. A continuacion, a los 2 tubos utilizados como repeticiones de cada muestra se afiadié 1
ml de PNP 0,05M, cuya matriz es el MUB preparado a su correspondiente pH. Los tres tubos de cada
muestra se taparon y se agitaron en un agitador vortex, incubandose a continuacion, en un bafio de

agua a 37 °C durante 1 hora.

Posteriormente, tras su incubacion, las muestras se sacaron del bafio y se afiadieron 4 ml de
NaOH 0,5 My 1 ml de CaCl, 0,5 M (Figura 3.13.A). De nuevo se taparon los tubos, se agitaron en el
agitador vortex y se centrifugaron durante 10 minutos a 3000 rpm. Justo antes de la centrifugacion, se
afiadié 1 ml de PNP a los tubos utilizados como control (que no habian recibido el PNP anteriormente),
para igualar su volumen al del resto de tubos, determinando asi el color amarillo resultante del PNP y
no de la liberacion del p — nitrofenol a consecuencia de la incubacién. Tras la centrifugacion, el liquido
sobrenadante de cada tubo se pasé a un nuevo tubo de ensayo de 10 ml (Figura 3.13.B). De forma
paralela se prepararon 10 patrones, que contenian un volumen conocido (0; 0,5; 1; 1,5; 2; 2,5; 3; 3,5;
4; 4,5y 5 ml) de una disolucién de p-nitrofenol al 4%, preparada a partir de un estandar comercial de
concentracion 10 mM, con los cuales se construyo la curva de calibrado. A estos patrones se afiadid
agua desionizada hasta alcanzar un volumen de 5 ml, ademéas del mismo volumen de NaOH y CaCl;

que a las muestras (Figura 3.12).
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Figura 3.12 Patrones para la determinacion de la fosfatasa &cida y basica

Para la cuantificacion, se deposito una alicuota de 0,2 ml de los patrones y de las muestras y
sus respectivos controles en una microplaca de 96 pocillos (Figura 3.13.C), midiendo su absorbancia
a 410 nm en el espectrofotometro de microplacas Biotek PowerWave HT (Figura 3.3). A partir de la
absorbancia de las muestras y de sus controles, asi como la de los patrones, se calculé la cantidad de p
— nitrofenol liberada por cada muestra. Unidad de medida de la actividad enzimatica para la fosfatasa

acida y basica.

P
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e

B

Figura 3.13 Muestras incubadas con NaOH (las 5 filas de la izquierda ya contienen el CaCl2) (A), sobrenadante

de las muestras transferido a tubos nuevos (B) y Microplaca con alicuota de muestras y patrones (C).

3.2 ANALISIS ESTADISTICO

Antes de realizar el analisis estadistico, se comprob6 la ausencia de outliers en los datos de
cada suelo, tratamiento y dosis de P, mediante diagramas de caja y bigotes. Ademas, se verifico el
cumplimiento de los criterios de homogeneidad de varianza. Se realiz6 un analisis de la varianza
(ANOVA) factorial de tres factores (suelo, tratamiento y dosis de P) para las variables que se midieron
al final del ensayo (produccidon vegetal, contenido en P, Fe, y Zn del material vegetal, P Olsen, pH,
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CE, fosfatasa acida y béasica en suelo). Al ser significativas la mayoria de las interacciones entre los
tres factores para el conjunto de las variables analizadas, se realizd, a continuacion, un ANOVA
factorial de dos factores (tratamiento y dosis de P) para determinar el efecto de ambos factores en cada
suelo por separado. Cuando la interaccién entre los dos factores (tratamiento y dosis de P) resulto
significativa (p valor < 0,05), se realizé el test post hoc LSD (p valor < 0,05) para la separacién de las
medias y se represento graficamente esta interaccion. En el caso de que no existiese interaccion, el test
post hoc LSD (p valor < 0,05) permitié separar las medias para cada factor, determinando el efecto del
tratamiento y de la dosis de P, por separado, en cada suelo. En el caso de no cumplir los criterios de
homocedasticidad (incluso con transformacion de los datos) requeridos para realizar el ANOVA, se
opto por realizar el test no paramétrico de Kruskal-Wallis, para cada factor analizado, separando las
medias mediante el test post hoc de Dunn (p valor < 0,05), en el caso de existir diferencias
significativas (p valor < 0,05). Todos los analisis estadisticos se realizaron mediante el software R.
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4. RESULTADOS

4.1 PROPIEDADES FISICO-QUIMICAS DE LOS SUELOS UTILIZADOS

En la Tabla 4.1 se muestran las principales propiedades fisico-quimicas de los suelos utilizados
en el ensayo de cultivo de girasol en macetas que se desarrollé en este estudio. EI primero de ellos,
RAB, se diferencio de los tres suelos restantes (TOM, SAN Y ENC) por tener propiedades fisico-
quimicas distintas a estos. Concretamente, el suelo RAB destaca por su textura franco-arenosa (77%
de arena), frente a las texturas arcillosa de ENC y TOM vy franco-arcillosa de SAN. Ademas, es el
tnico de los 4 suelos utilizados que tiene un contenido despreciable en CO3%, por lo que presenta un
pH 4cido de 5,1. Sin embargo, los otros suelos, al tener un contenido en CO3? superior a 300 g kg™ de
suelo, presentan un pH tamponado a 7,9, propio de los suelos calcareos. Como consecuencia de este
pH, este tipo de suelos suele presentar limitaciones en la disponibilidad de nutrientes como P, Fe, Cu,
Zn, etc. (Alloway, 2009) tal y como se observa en este caso, donde el suelo RAB (nho calcéreo),
present6 contenidos de Fe y Cu entre 10 y 20 superiores a los suelos TOM, SAN y ENC (calcareos).
Del mismo modo, el orden de los suelos segun su contenido de P Olsen fue: elevado en RAB, medio-
alto en ENC y en TOM, y muy bajo en SAN, lo que probablemente se debe a la escasa disponibilidad

de este nutriente en los suelos calcareos (Sample et al., 1980).

Tabla 4.1. Propiedades fisico - quimicas de los suelos utilizados (media, n = 3).

Suelo  Ar. Li. Ac. MO CO:* pH CEis POlsen Fe Cu Zn

% % % gkg' gkg? dSm? mgkg! mgkg! mgkg? mgkg?
RAB 77 8 14 122 69 51 0,04 30,0 587,2 137,9 15,4
TOM 15 28 57 21,8 3725 79 0,12 11,5 33,5 9,5 4,3
SAN 32 32 36 360 4177 79 0,09 4,1 46,0 7,1 3,2

ENC 19 28 44 162 3305 79 0,12 12,7 26,8 13,5 4,2

Textura: Ar. (Arena), Li. (Limo), Ac. (Arcilla). MO: Contenido en materia organica CEis:
Conductividad eléctrica en el extracto 1:5. CaCOs*: Contenido en Carbonatos. P Olsen: P disponible en
el suelo. Fe (hierro), Cu (cobre), Mn (manganeso) y Zn (zinc) al DTPA.

4.2 ENSAYO DE CULTIVO DE GIRASOL EN MACETAS

En el apartado 4.2.1, se describen los resultados correspondientes a la evolucion del cultivo de
girasol y en los apartados siguientes (4.2.2, 4.2.3 y 4.2.4), se describen los resultados obtenidos al final

del ciclo de cultivo del girasol, que se cosecho a los 80 DDS.
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4.2.1 Evolucion del crecimiento (altura y diametro del tallo), indice de clorofila y estadio

fenologico de las plantas de girasol

Comparando entre los distintos suelos, las plantas que crecieron sobre TOM (Fig. 4.1 C, D) y
ENC (G, H) mostraron menos diferencias de altura entre tratamientos que las plantas que crecieron
sobre los suelos RAB (Fig. 4.1 A, B) y SAN (E, F), para las dos dosis de P. El aumento de la altura
(cm) de las plantas de girasol con respecto al tiempo se observé en los 4 suelos, para todos los
tratamientos y para las 2 dosis de P (Figura 4.1). En general, el tratamiento HAS produjo una menor
altura a partir de la segunda determinacion, manteniéndose hasta el final del cultivo (76 DDS). Tras
las plantas fertilizadas con HAS, la no aplicacién de P (C) produjo las plantas més pequefias, excepto
en el suelo ENC, donde la altura de las plantas C fue similar a la del resto de tratamientos
(especialmente RSU y ALP; Fig. 4.1 G, H). Respecto a la dosis de P, no hubo grandes diferencias en
esta variable de la planta, excepto un menor crecimiento del girasol en TOM y SAN cuando se aplicd
la mayor dosis de HAS (HAS-50).

La evolucidn del diametro del tallo de las plantas (mm) mostr6 una tendencia generalizada de
incremento con respecto al tiempo, alcanzando su valor maximo a los 62 DDS, con una saturacion
seguida de una pequefa reduccion en la mayoria de las combinaciones de suelo, tratamiento y dosis
(Figura 4.2). Una tendencia similar que, para la altura, se observé entre suelos, se produjo también
para esta variable y se refleja en una mayor variabilidad del didmetro del tallo entre tratamientos en
los suelos RAB (Fig. 4.2 A, B) y SAN (E, F) que en TOM (C, D) y ENC (G, H). Al igual que ocurrio
con la altura, las plantas que crecieron sobre el suelo SAN con el tratamiento HAS y dosis 50 mg P
kg-1 (Figura 4.2 F), experimentaron junto al tratamiento control (C), un menor ensanchamiento del

tallo.

El indice de clorofila de las plantas de girasol (unidades SPAD) disminuy0 a lo largo del ciclo
de cultivo (Fig. 4.3). El valor de este indice fue superior en el tratamiento HAS qué en el resto para los
4 suelos y las dos dosis de P. Aun asi, en los suelos RAB (Fig. 4.3 A, B) y ENC (G, H) el valor de
SPAD para el tratamiento HAS se igual6 al del resto de los tratamientos para las 2 dosis de P a partir
de los 62 DDS. Esta reduccion también se experiment6 en los suelos TOM (Fig. 4.3 C, D) y SAN (E,
F), pero su valor seguia siendo considerablemente mayor al del resto de tratamientos. Ademas, los
mayores valores de SPAD en RAB y en ENC fueron causados por la fertilizacion con ALP y RSU, sin
considerar HAS (Fig. 4.3 A, B, G, H). Por el contrario, en suelos como TOM (Fig. 4.3 C, D) se pueden
observar menores valores de SPAD con los tratamientos C y S18, y en el suelo SAN (Fig. 4.3 E, F)
con el tratamiento VER, mostrandose una reduccion del SPAD al final del cultivo.
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RAB (d25)

RAB (d50)

21 42 62 76
Dias después de siembra

21 42 62 76
Dias después de siembra

Altura (cm)

TOM (d25)

TOM (d50)

21 42 62 76
Dias después de siembra

21 42 62 76
Dias después de siembra F

SAN (d25)

SAN (d50)

21 42 62 76
Dias después de siembra

21 42 62 76
Dias después de siembra

ENC (d25)

ENC (d50)

21 42 62 76
Dias después de siembra

21 42 62 76
Dias después de siembra

C
S18
HAS
ALP
RSU
VER

Figura 4.1 Evolucién de la altura (cm; media + error estandar, n = 5) en plantas de girasol para los distintos
suelos (RAB (A, B), TOM (C, D), SAN (E, F) y ENC (G, H)) segln tiempo (dias después de siembra),
tratamiento (C: sin P, S18: super 18, HAS: Harina de sangre, ALP: alperujo, RSU: residuo sélido urbano y
VER: vermicompost) y dosis de P (25 y 50 mg P kg, d25 y d50, respectivamente).
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21 12 62 76 21 2 62 76

Dias después de siembra Dias después de siembra
Figura 4.2 Evolucién del diametro del tallo (mm; media + error estandar, n = 5) en plantas de girasol para
los distintos suelos (RAB (A, B), TOM (C, D), SAN (E, F) y ENC (G, H)) segln tiempo (dias después de
siembra), tratamiento (C: sin P, S18: super 18, HAS: Harina de sangre, ALP: alperujo, RSU: residuo solido

urbano y VER: vermicompost) y dosis de P (25 y 50 mg P kg, d25 y d50, respectivamente).
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Figura 4.3 Indice de clorofila (SPAD; media + error estdndar, n = 5) en plantas de girasol para los distintos
suelos (RAB (A, B), TOM (C, D), SAN (E, F) y ENC (G, H)) segun tiempo (dias después de siembra),
tratamiento (C: sin P, S18: super 18, HAS: Harina de sangre, ALP: alperujo, RSU: residuo sélido urbano y
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El estadio fenologico de las plantas de girasol, que se recoge en las Tablas A8.1y A8.2 de los
Anexos, muestra como existio una homogeneidad en el desarrollo fenologico de la mayoria de las
plantas, sin encontrarse diferencias considerables entre suelos, tratamientos y dosis hasta los 42 DDS.
Sin embargo, a partir de los 62 DDS, las plantas que crecieron sobre el suelo SAN mostraron estadios
fenoldgicos algo retrasados para los tratamientos C y HAS en la dosis 50 y para C, S18 y HAS en la
dosis 25, en comparacion con el resto. Una tendencia similar se reflejé a los 76 DDS, cuando las plantas
que crecieron sobre el suelo SAN para el tratamiento HAS y dosis 50, no alcanzaron la apertura del
capitulo, en comparacién con las demas plantas que de forma general alcanzaron la plena floracion
(Tablas A.8.1y A.8.2).

4.2.2 Peso seco de las plantas de girasol

Los resultados respecto al peso seco de las plantas de girasol incluyen el rendimiento (rdto.)
potencial del cultivo de girasol (g MS capitulo™), la biomasa (g MS planta™) y el indice de cosecha.
Al haber multiples interacciones entre los factores suelo, tratamiento y dosis de P, (ANOVA
trifactorial, Tabla A.8.3 de los Anexos), se recurrié al ANOVA de dos vias (tratamiento y dosis de P)
para cada suelo independientemente, mostrandose los resultados mas destacados en las Figuras 4.4 y
4.5 (rdto. potencial y biomasa). Cabe destacar los menores rendimientos potenciales (peso del capitulo)
y biomasa (peso de la parte aérea) obtenidos en el suelo SAN en comparacion con los otros suelos
(Figuras 4.4.C y 45.C). En cuanto al rdto. potencial, en todos los suelos existié una interaccién
significativa entre el tratamiento y la dosis de P (p < 0.05). En la Figura 4.4 se observa como las
distintas combinaciones de tratamiento y dosis solo mostraron una tendencia comun en los suelos TOM
(B) y SAN (C), obteniéndose rdtos. potenciales significativamente superiores cuando se aplicd S18-
50, ALP-50, VER-50 y RSU 25 y 50. Sin embargo, en los otros dos suelos tan solo destacaron S18-50
y VER-25 en ENC (D), y en el suelo RAB (A), los mismos que en el suelo ENC y también ALP 25y
50.

En el caso de la biomasa, se produjo una interaccion significativa tratamiento x dosis en los
suelos RAB, TOM y SAN (p < 0.05)., mientras que en el suelo ENC solo existieron diferencias
significativas para el factor tratamiento. En la Figura 4.5 se observa como las combinaciones que
produjeron la mayor biomasa de girasol fueron: ALP 25y 50 y VER-25 en RAB (A); S18-50, HAS-
50, ALP-50 y RSU y VER 25y 50 en TOM (B); S18-50, ALP-50 y RSU 25 y 50 en SAN (C); y los
tratamientos S18 y HAS en ENC (D).
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En cuanto al indice de cosecha de las plantas de girasol (Tabla A.8.6 de los Anexos), existieron
interacciones significativas de los dos factores (tratamiento y dosis de P) en los suelos SAN y ENC (p
< 0,05), con indices de cosecha significativamente superiores en S18-50, ALP-50 y RSU-50 (SAN) y
ALP 25y 50 y VER-25 (ENC). En el suelo RAB solo existieron diferencias significativas segun el
tratamiento, siendo superiores los valores de S18, ALP y VER, mientras que en el suelo TOM, fueron
significativamente superiores, tanto los tratamientos S18, ALP, RSU y VER, como su aplicacion en la
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Figura 4.4 Rendimiento potencial de las plantas de girasol (peso en g MS capitulo?) (media + error estandar,
n =5) de las plantas de girasol cultivadas sobre los suelos RAB (A), TOM (B), SAN (C) y ENC (D) en funcion
del tratamiento (C: sin P, S18: super 18, HAS: Harina de sangre, ALP: alperujo, RSU: residuo sélido urbano y
VER: vermicompost) y de la dosis de P (25 y 50 mg P kg?). Las letras indican diferencias significativas entre
las medias para las distintas combinaciones de tratamiento y dosis de P conforme al analisis post hoc LSD (p <

0,05). *Letras en orden inverso debido a la transformacidn inversa de los datos.
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Figura 4.5 Biomasa de las plantas de girasol (peso en g MS planta?) (media + error estandar, n = 5) de las
plantas de girasol cultivadas sobre los suelos RAB (A), TOM (B), SAN (C) y ENC (D) en funcion del
tratamiento (C: sin P, S18: super 18, HAS: Harina de sangre, ALP: alperujo, RSU: residuo sélido urbano y
VER: vermicompost) y de la dosis de P (25 y 50 mg P kg™). Las letras indican diferencias significativas entre
las medias para las distintas combinaciones de tratamiento y dosis de P conforme al analisis post hoc LSD (p <
0,05). Las letras mayusculas indican diferencias significativas entre las medias para los distintos tratamientos,
y/o dosis de P (leyenda) conforme al anlisis post hoc LSD (p < 0,05). *Letras en orden inverso debido a la

transformacién inversa de los datos.
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4.2.3 Contenido de fosforo en las plantas de girasol

Al existir interacciones significativas entre los tres factores analizados (Tabla A.8.3 de los
Anexos), en este apartado se muestran los resultados relativos al ANOVA factorial de 2 factores

(tratamiento y dosis) para cada suelo independientemente.

Las Figuras 4.6, 4.7 y 4.8 muestran, respectivamente, la concentracion de P en el capitulo, en
el tallo y las hojas, y el contenido de P (total) en la parte aérea de las plantas de girasol para cada suelo,
segun tratamiento y dosis de P. Las plantas que crecieron sobre el suelo RAB (A), obtuvieron mayores
valores de estas variables que las que crecieron sobre el resto de los suelos. Respecto a la concentracion
de P en el capitulo (Figura 4.6), se produjeron interacciones significativas tratamiento x dosis en los
suelos RAB, SAN y ENC (p < 0,05),. Sin embargo, en el suelo TOM (B), existieron diferencias
significativas segun el tratamiento, concretamente, entre el C y el resto (con mayor concentracion de
P en el capitulo), entre los cuales no existieron diferencias significativas, excepto entre ALP y HAS
(con los mayores valores). En el resto de los suelos, las combinaciones de tratamiento y dosis con una
mayor concentracion de P en el capitulo fueron: RSU25y 50 y VER-50 en RAB (A); HAS-50 en SAN
(C); y S18-50 y VER-50 en ENC (D). Ademas, algunas combinaciones como HAS 25y 50, y ALP-50
en RAB, ALP-50, RSU 25y 50, y VER 25y 50 en SAN, resultaron en una menor concentracion de P
en el capitulo del girasol (Fig. 4.6 A, C).

Para la concentracion de P en el tallo y las hojas, se produjeron interacciones significativas
entre tratamiento y dosis (p < 0,05) unicamente en los suelos RAB y SAN (Figura 4.7). En estos suelos,
las combinaciones de tratamiento y dosis produjeron diferentes tendencias respecto al C, mostrando
las combinaciones RSU-25 y VER-50 mayores concentraciones de P en RAB (A), mientras que en el
suelo SAN (C), RSU 25y 50, VER 25y 50 y ALP-50, fueron significativamente inferiores. En el suelo
TOM (B), los tratamientos HAS, RSU y VER, produjeron tallo y hojas con mayor concentracion en P
(significativamente superiores) que el C, asi como la dosis 50 respecto a la dosis 25 (mg P kg™). Sin
embargo, en el suelo ENC (D), solo fueron significativamente superiores las concentraciones de P de

los tratamientos ALP y VER (respecto al C).

En la Figura 4.8 se observa que, para el contenido total de P en la parte aérea del girasol
existieron interacciones significativas entre tratamiento y dosis de P (p < 0.05) en los 4 suelos (por eso
se muestra dicha figura). En cuanto al suelo RAB (A), los tratamientos y dosis RSU 25y 50 y VER-
50 produjeron mayores contenidos de P en planta que el C, S18, HAS y ALP (siendo los contenidos
de P en las plantas de los dos ultimos tratamientos menores incluso que en el C, ambas dosis para HAS

y la mayor en el caso de ALP). Sin embargo, en los suelos TOM (B) y SAN (C), todos los tratamientos
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y dosis fueron significativamente superiores al C, excepto HAS-50 para el suelo SAN. A pesar de ello,
no existieron grandes diferencias entre el resto de los tratamientos y dosis. Finalmente, en el suelo
ENC, tan solo las combinaciones S18-50 y VER-50 obtuvieron contenidos de P significativamente

superiores al resto.
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Figura 4.6 Concentracion de P en el capitulo (g P kg MS™) (media * error estandar, n = 5) de las plantas de
girasol cultivadas sobre los suelos RAB (A), TOM (B), SAN (C) y ENC (D) en funcién del tratamiento (C: sin
P, S18: super 18, HAS: Harina de sangre, ALP: alperujo, RSU: residuo sélido urbano y VER: vermicompost) y
de la dosis de P (25 y 50 mg P kg?). Las letras indican diferencias significativas entre las medias para las
distintas combinaciones de tratamiento y dosis de P conforme al analisis post hoc LSD (p < 0,05). Las letras
mayusculas indican diferencias significativas entre las medias para los distintos tratamientos conforme al

analisis post hoc LSD (p < 0,05). *Letras en orden inverso debido a la transformacion inversa de los datos.
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Figura 4.7 Concentracion de P en el tallo y las hojas (g P kg MS™?) (media + error estandar, n = 5) de las
plantas de girasol cultivadas sobre los suelos RAB (A), TOM (B), SAN (C) y ENC (D) en funcion del
tratamiento (C: sin P, S18: super 18, HAS: Harina de sangre, ALP: alperujo, RSU: residuo sélido urbano y
VER: vermicompost) y de la dosis de P (25 y 50 mg P kg™). Las letras indican diferencias significativas entre
las medias para las distintas combinaciones de tratamiento y dosis de P conforme al analisis post hoc LSD (p <
0,05). Las letras mayusculas indican diferencias significativas entre las medias para los distintos tratamientos,

o0 dosis de P (leyenda) conforme al analisis post hoc LSD (p < 0,05).
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Figura 4.8 Contenido de P en la planta (mg P planta*) (media * error estandar, n = 5) de las plantas de girasol
cultivadas sobre los suelos RAB (A), TOM (B), SAN (C) y ENC (D) en funcion del tratamiento (C: sin P, S18:
super 18, HAS: Harina de sangre, ALP: alperujo, RSU: residuo solido urbano y VER: vermicompost) y de la
dosis de P (25 y 50 mg P kg?). Las letras indican diferencias significativas entre las medias para las distintas
combinaciones de tratamiento y dosis de P conforme al andlisis post hoc LSD (p < 0,05). *Letras en orden

inverso debido a la transformacién inversa de los datos.

4.2.4 Contenido de micronutrientes en las plantas de girasol

La Tabla A8.4 de los Anexos muestra las multiples interacciones significativas para el ANOVA
trifactorial de la concentracion y contenido de micronutrientes (Fe, Cu y Zn) en la parte aerea del
girasol. Como se observa en la Tabla 4.2, la concentracion de Fe en el capitulo fue significativamente
distinta segun el tratamiento para los 4 suelos, sin existir ninguna diferencia respecto a la dosis de P ni

interacciones significativas entre ambos factores. Concretamente, en el suelo RAB, fueron
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significativamente superiores al C todos los tratamientos de base organica (ALP, RSU y VER) excepto
HAS, que fue significativamente inferior al C; en el suelo TOM, todos los tratamientos que supusieron
aplicacion de P (inorgéanico y organicos) redujeron la concentracion de Fe en el capitulo; en SAN,
todos los tratamientos excepto S18, fueron significativamente inferiores al C; y en el suelo ENC, VER

produjo concentraciones de Fe en capitulo superiores a los demas.

Tabla 4.2 Fe en material vegetal (capitulo) (mg Fe kg?). Media y error estandar para cada
tratamiento y dosis de P, (n = 5) en cada suelo (RAB, TOM, SAN y ENC). ANOVA factorial
(tratamiento, dosis P). Las distintas letras indican diferencias significativas entre las medias para
los distintos tratamiento y dosis de P conforme al analisis post hoc LSD (p < 0,05).

RAB TOM SAN ENC

Tratamiento
Control 28,3+ 1,1b 63,2+ 4,1a 428+ 09a 246+ 0,7b
S18 27,1+ 09bc 478+ 1,3b 445+ 53a 254+ 10b
HAS 228+ 09c 40,2+ 52bc 23,8+ 14c 26,1+ 15b
ALP 36,3+ 25a 416+ 1,3bc 322+ 22b 257+ 15b
RSU 37,8+ 25a 30,8+ 14d 236+ 15¢c 241+ 10b
VER 38,7+ 20a 35,1+ 0,9cd 205+ 19c 304+ 16a

pvalor () <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,0098
Dosis (mg P kg™)
25 259+ 09 314+ 14 31,2+ 2,0 452+ 2,6
50 26,2+ 0,7 323+ 1,6 31,3+ 2,6 410+ 24
pvalor (d) 0,56 0,0772 0,957 0,7391
p valor (txd) 0,832 0,3538 0,345 0,0824

Tratamientos: C (sin P), S18 (super 18), HAS (harina de sangre), ALP (alperujo), RSU (residuo
solido urbano) y VER (vermicompost). La ausencia de letras indica la existencia de una interaccion
entre los factores tratamiento y dosis. En el caso de no existir interaccion (p valor txd > 0,05), la
ausencia de letras indica la inexistencia de diferencias significativas entre las medias.

Para la concentracion de Fe en el tallo y las hojas (Tabla 4.3), existieron interacciones
significativas entre tratamiento y dosis en los suelos SAN (p <0,05), donde destacaron los tratamientos
y dosis S18-25y HAS-50 y ENC, donde los tratamientos y dosis no mostraron diferencias con respecto
al C, o fueron significativamente inferiores al mismo. En el suelo RAB, todos los tratamientos excepto
HAS y S18 redujeron la concentracion de Fe con respecto al C, al igual que ocurrio en el suelo TOM
donde, ademas, la dosis 25 produjo incrementos de concentracion de Fe con respecto a la dosis 50 mg
P kg™
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Tabla 4.3 Fe en material vegetal (tallo y hojas) (mg Fe kg?). Media y error estandar para cada
tratamiento y dosis de P, (n = 5) en cada suelo (RAB, TOM, SAN y ENC). ANOVA factorial
(tratamiento, dosis P). Las distintas letras indican diferencias significativas entre las medias para los

distintos tratamiento y dosis de P conforme al analisis post hoc LSD (p < 0,05).

RAB TOM SAN ENC
Tratamiento
Control 21,8+ 1,5ab 15,1+ 19a 41,3+ 2,0 643+ 49
S18 34,1+ 28b 250+ 1,7a 534+ 2,8 622+ 0,8
HAS 389+ 25a 26,3+ 24a 62,4+ 45 678+ 2,0
ALP 180+ 17c 13,8+ 18b 499+ 47 56,4+ 3,6
RSU 31,6+ 23c 20,7+ 2,0b 51,1+ 5,7 519+ 2,6
VER 16,4+ 20¢c 147+ 1,7b 389+ 24 49,0+ 10,8
p valor (t) <0,0001 <0,0001 0,0005 0,2723*
Dosis (mg P kg?)
25 274+ 20 209+ 14a 51,42 +2,38 63,3+ 3,2
50 26,2+ 2,0 176+ 14b 4756 £2,81 539+ 29
p valor (d) 0,508 0,0425 0,2044 0,0247*
p valor (txd) 0,701 0,937 0,0424 0,0122*

P valor de datos transformados al cuadrado. Tratamientos: C (sin P), S18 (super 18), HAS (harina
de sangre), ALP (alperujo), RSU (residuo sélido urbano) y VER (vermicompost). La ausencia de
letras indica la existencia de una interaccidn entre los factores tratamiento y dosis. En el caso de no
existir interaccion (p valor txd > 0,05), la ausencia de letras indica la inexistencia de diferencias
significativas entre las medias.

En la Figura 4.9, se observan interacciones significativas entre los factores tratamiento y dosis
(p < 0,05) en los 4 suelos para la concentracion de Cu en el capitulo (Figura 4.9). En el suelo RAB
(A), solo las combinaciones RSU 25 y 50 y VER-50 alcanzaron concentraciones de Cu en el capitulo
superiores al C. Sin embargo, tanto en el suelo TOM (B), como SAN (C), ninguna combinacion de
tratamiento y dosis ocasion6 incrementos significativos respecto al C, e incluso fueron inferiores. En
el suelo ENC (D) solo la combinaciéon HAS-25 fue significativamente superior al resto. Las
concentraciones de Cu en el tallo y las hojas (Figura 4.10), mostraron interacciones significativas
tratamiento x dosis (p < 0,05), en los suelos RAB, TOM y SAN, mientras que para ENC (D), solo
existieron diferencias significativas respecto al tratamiento, resultando todos, excepto HAS, en
concentraciones de Cu inferiores al C. Del mismo modo, en el suelo SAN (C), ninguna combinacion
de tratamiento y dosis fue significativamente superior al C. En los dos suelos restantes se obtuvieron
concentraciones de Cu significativamente superiores en HAS-25, RSU 25y 50 y VER-50 (RAB, A) y
HAS 25 (TOM, B).
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Figura 4.9 Concentracion de Cu en el capitulo (mg Cu kg MS?) (media + error estandar, n = 5) de las plantas
de girasol cultivadas sobre los suelos RAB (A), TOM (B), SAN (C) y ENC (D) en funcién del tratamiento (C:
sin P, S18: super 18, HAS: Harina de sangre, ALP: alperujo, RSU: residuo sélido urbano y VER: vermicompost)
y de la dosis de P (25 y 50 mg P kg™). Las letras indican diferencias significativas entre las medias para las

distintas combinaciones de tratamiento y dosis de P conforme al analisis post hoc LSD (p < 0,05).
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Figura 4.10 Concentracion de Cu en el tallo y las hojas (mg Cu kg MS™?) (media * error estandar, n = 5) de
las plantas de girasol cultivadas sobre los suelos RAB (A), TOM (B), SAN (C) y ENC (D) en funcién del
tratamiento (C: sin P, S18: super 18, HAS: Harina de sangre, ALP: alperujo, RSU: residuo sélido urbano y
VER: vermicompost) y de la dosis de P (25 y 50 mg P kg™?). Las letras indican diferencias significativas entre
las medias para las distintas combinaciones de tratamiento y dosis de P conforme al andlisis post hoc LSD (p <
0,05). Las letras mayusculas indican diferencias significativas entre las medias para los distintos tratamientos
conforme al analisis post hoc LSD (p < 0,05). *Letras en orden inverso debido a la transformacion inversa de

los datos.

En la Figura 4.11 (concentracién de Zn en el capitulo) se observa la existencia de interacciones
significativas entre tratamiento y dosis en los suelos RAB, TOM y SAN (p < 0,05), en los cuales, las
combinaciones de tratamiento y dosis que produjeron incrementos significativos en la concentracion
de Zn respecto al C fueron, HAS-25 y RSU 25 y 50 en RAB (A) y HAS 25 y 50 en TOM (B). Sin

embargo, en el suelo SAN ninguna combinacion resultdé en concentraciones de Zn en el capitulo
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significativamente superiores al C. En el suelo ENC, donde solo existieron diferencias significativas
respecto al tratamiento, HAS, RSU y VER incrementaron la concentracion de Zn respecto al C. En la
Figura 4.12 se observa como existieron interacciones significativas tratamiento x dosis en los 4 suelos
(p < 0,05) para la concentracion de Zn en el tallo y las hojas. Las combinaciones de tratamiento y dosis
que incrementaron la concentracion de Zn en el tallo de forma significativa respecto al C fueron, HAS-
25y RSU-25 en RAB (A), HAS y RSU 25 y 50 en los suelos TOM (B) y SAN (C), y S18-25y HAS
y RSU 25y 50 en el suelo ENC (D).
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Figura 4.11 Concentracion de Zn en el capitulo (mg Zn kg MS?) (media * error estandar, n = 5) de las plantas
de girasol cultivadas sobre los suelos RAB (A), TOM (B), SAN (C) y ENC (D) en funci6n del tratamiento (C:
sin P, S18: super 18, HAS: Harina de sangre, ALP: alperujo, RSU: residuo sé6lido urbano y VER: vermicompost)
y de la dosis de P (25 y 50 mg P kg™). Las letras indican diferencias significativas entre las medias para las
distintas combinaciones de tratamiento y dosis de P conforme al analisis post hoc LSD (p < 0,05). Las letras
mayusculas indican diferencias significativas entre las medias para los distintos tratamientos conforme al

andlisis post hoc LSD (p < 0,05). *Letras en orden inverso debido a la transformacion inversa de los datos.
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Figura 4.12 Concentracion de Zn en el tallo y las hojas (mg Zn kg MS™) (media + error estandar, n = 5) de
las plantas de girasol cultivadas sobre los suelos RAB (A), TOM (B), SAN (C) y ENC (D) en funcién del
tratamiento (C: sin P, S18: super 18, HAS: Harina de sangre, ALP: alperujo, RSU: residuo sélido urbano y
VER: vermicompost) y de la dosis de P (25 y 50 mg P kg™?). Las letras indican diferencias significativas entre
las medias para las distintas combinaciones de tratamiento y dosis de P conforme al andlisis post hoc LSD (p <
0,05).

4.25 Variables analizadas en el suelo

La Tabla A.8.5 de los Anexos recoge los p valores del ANOVA trifactorial (suelo, tratamiento
y dosis), donde se observan las multiples interacciones (p < 0,05) para las variables pH (1:2,5),
conductividad eléctrica (1:5), P Olsen, fosfatasa acida y fosfatasa basica. De ahi que en este apartado

solo se muestren los resultados del ANOVA de 2 factores para cada suelo independientemente.
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En la Tabla 4.4, donde se recogen los resultados de pH, se observan interacciones significativas
entre tratamiento y dosis en los suelos RAB y TOM (p < 0,05). Sin embargo, en los suelos SAN y
ENC, solo existieron diferencias significativas de pH segun tratamiento. Comparando las
combinaciones de tratamiento y dosis respecto al C y S18; ALP, RSU y VER 25 y 50 lo aumentaron
en el suelo RAB (A), reduciéndolo HAS 25 y 50. En el suelo TOM, todos los tratamientos y dosis,
excepto ALP 25, redujeron el pH. En el suelo SAN, VER lo aumento, mientras que HAS lo redujo,
como ocurri6 en el suelo ENC para todos los tratamientos.

Tabla 4.4 pH en el suelo (1:2,5). Media y error estandar para cada tratamiento y dosis de P, (n = 5)
en cada suelo (RAB, TOM, SAN y ENC). ANOVA factorial (tratamiento, dosis P). Las distintas
letras indican diferencias significativas entre las medias para los distintos tratamiento y dosis de P
conforme al analisis post hoc LSD (p < 0,05).

Suelo RAB TOM SAN ENC
Tratamiento
Control 5,34 £ 0,06 7,85+ 0,07 7,83+0,05b 7,84+0,04a
S18 5,25+0,04 7,80 £0,02 7,89 £ 0,06 ab 7,63+0,01b
HAS 4,76 +0,09 7,15+0,01 7,52+0,03¢ 7,38+0,03¢
ALP 6,33+£0,12 7,51+0,11 7,83+0,01b 7,58+0,04b
RSU 6,50+0,13 7,40 £ 0,02 7,94 £ 0,05 ab 7,66 +£0,04b
VER 5,91 +0,07 7,37 £0,02 7,96 £0,06 a 7,58+0,04b
P valor (t) <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
Dosis (mg P kg™)
25 5,51+0,10 7,57 £0,05 7,86 £ 0,04 7,64 £0,03
50 5,86+0,14 7,46 £ 0,06 7,80 £ 0,03 7,59 £0,03
P valor (d) <0,0001 0,0047 0,0924 0,104
P valor (txd) <0,0001 0,002 0,3102 0,231

Tratamientos: C (sin P), S18 (super 18), HAS (harina de sangre), ALP (alperujo), RSU (residuo
solido urbano) y VER (vermicompost). La ausencia de letras indica la existencia de una interaccion
entre los factores tratamiento y dosis. En el caso de no existir interaccion (p valor txd > 0,05), la
ausencia de letras indica la inexistencia de diferencias significativas entre las medias.

En la Figura 4.13 (CE en el extracto 1:5), donde existieron interacciones significativas
tratamiento x dosis para todos los suelos (p < 0,05), excepto en ENC (diferencias significativas segun
tratamiento), destaco el incremento de la CE que supuso el tratamiento HAS en sus 2 dosisde P (25 'y
50) sobre los 4 suelos. Sin embargo, este efecto fue menor en el suelo RAB que en los 3 restantes. El
comportamiento de los demas tratamientos y dosis, causaron diferentes efectos sobre la CE

dependiendo del suelo.
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Figura 4.13 Conductividad eléctrica en el suelo (dS m™) (media * error estandar, n = 5) de las plantas de
girasol cultivadas sobre los suelos RAB (A), TOM (B), SAN (C) y ENC (D) en funcién del tratamiento (C: sin
P, S18: super 18, HAS: Harina de sangre, ALP: alperujo, RSU: residuo sélido urbano y VER: vermicompost) y
de la dosis de P (25 y 50 mg P kg?). Las letras indican diferencias significativas entre las medias para las
distintas combinaciones de tratamiento y dosis de P conforme al anlisis post hoc LSD (p < 0,05). Las letras
mayusculas indican diferencias significativas entre las medias para los distintos tratamientos conforme al

analisis post hoc LSD (p < 0,05). *Letras en orden inverso debido a la transformacion inversa de los datos.

En cuanto a la concentracion de P Olsen (Figura 4.14), solo se observaron interacciones
significativas entre tratamiento y dosis en los suelos RAB y TOM (p < 0,05). En ellos, las
combinaciones que incrementaron significativamente el P Olsen respecto al C fueron HAS 25 y 50,
ALP 25y 50, S18-50 y RSU-50 (A), y HAS-50 y VER-50 (B). En el suelo SAN, todos los tratamientos
incrementaron significativamente el P respecto al C, destacando HAS, ademas, estos valores
aumentaron cuando se aplico la dosis 25. Sin embargo, para el suelo ENC, fueron RSU y VER los

tratamientos donde el P Olsen fue superior a los demas.
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Figura 4.14 P Olsen (mg P kg suelo™) (media + error estandar, n = 5) de las plantas de girasol cultivadas sobre
los suelos RAB (A), TOM (B), SAN (C) y ENC (D) en funcion del tratamiento (C: sin P, S18: super 18, HAS:
Harina de sangre, ALP: alperujo, RSU: residuo sélido urbano y VER: vermicompost) y de la dosis de P (25 y
50 mg P kg?). Las letras indican diferencias significativas entre las medias para las distintas combinaciones de
tratamiento y dosis de P conforme al analisis post hoc LSD (p < 0,05). Las letras mayuUsculas indican diferencias
significativas entre las medias para los distintos tratamientos y/o dosis (leyenda) conforme al andlisis post hoc

LSD (p < 0,05). *Letras en orden inverso debido a la transformacion inversa de los datos.

Respecto a los valores de fosfatasa acida, se observaron interacciones significativas entre los
factores tratamiento y dosis en los suelos RAB y ENC (p < 0,05), donde las combinaciones que
mostraron la mayor actividad fosfatasa fueron HAS-25 (A), muy superior a las demas, y HAS 25y 50
(D). Sin embargo, para los suelos TOM y SAN, donde solo existieron diferencias significativas segun

tratamiento, fue HAS el que reportd mayores valores en ambos suelos, seguido de RSU y VER en SAN

(C), significativamente superiores a C.
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Figura 4.15 Fosfatasa acida (mg PNP g suelo h) (media + error estandar, n = 5) de las plantas de girasol
cultivadas sobre los suelos RAB (A), TOM (B), SAN (C) y ENC (D) en funcién del tratamiento (C: sin P, S18:
super 18, HAS: Harina de sangre, ALP: alperujo, RSU: residuo sélido urbano y VER: vermicompost) y de la
dosis de P (25 y 50 mg P kg?). Las letras indican diferencias significativas entre las medias para las distintas
combinaciones de tratamiento y dosis de P conforme al andlisis post hoc LSD (p < 0,05). Las letras mayusculas
indican diferencias significativas entre las medias para los distintos tratamientos conforme al analisis post hoc
LSD (p < 0,05).

En la Tabla 4.5, se observa como los valores de fosfatasa basica en el suelo RAB fueron
menores que en el resto de los suelos. Ademas, en el suelo SAN, existié una interaccion significativa
tratamiento x dosis (p < 0,05), donde la combinacion HAS-25 presentd valores significativamente
superiores al resto. En los suelos RAB, TOM y ENC, donde solo se observaron diferencias
significativas segun el tratamiento, ALP, RSU y HAS, en RAB, y HAS en ENC, presentaron valores
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de fosfatasa béasica significativamente superiores al C. Sin embargo, en el suelo TOM, solo S18 y HAS

destacaron sobre el C, aunque sin diferencias significativas.

Tabla 4.5 Fosfatasa Basica (mg PNP g-1 h-1). Media y error estandar para cada tratamiento y
dosis de P, (n = 5) en cada suelo (RAB, TOM, SAN y ENC). ANOVA factorial (tratamiento, dosis
P). Las distintas letras indican diferencias significativas entre las medias para los distintos

tratamiento y dosis de P conforme al andlisis post hoc LSD (p < 0,05).

Suelo RAB TOM SAN ENC
Tratamiento
Control 1,37 +0,17¢c 4,76 + 0,10 cd 3,63 +0,07 417+0,24b
S18 1,33%+0,15¢ 5,14 +0,13d 3,96 £ 0,19 4,11+0,13b
HAS 1,85+0,08b 5,29 +0,25d 4,54 £ 0,28 6,60 +0,16 a
ALP 259+0,22a 4,15+0,15ab 4,03 +0,08 437+0,11b
RSU 2,12+0,14b 4,45+ 0,10 bc 4,02+0,10 427+0,15b
VER 1,36+0,13¢c 3,94+0,10a 3,47 +0,10 425+0,10b
P valor (t) <0,0001 <0,00011 <0,0001 <0,00012
Dosis (mg P kg™)
25 1,68 +0,09 4,65+0,14 3,99+0,12 4,60+0,17
50 1,85+0,14 459 +0,11 3,90 + 0,09 4,65 +0,20
P valor (d) 0,159 0,808 0,4839 0,715?
P valor (txd) 0,072 0,984! 0,0257 0,217°

1P valor de datos transformados a la inversa, 2P valor de datos transformados al cuadrado.
Tratamientos: C (sin P), S18 (super 18), HAS (harina de sangre), ALP (alperujo), RSU (residuo
sélido urbano) y VER (vermicompost). La ausencia de letras indica la existencia de una interaccién
entre los factores tratamiento y dosis. En el caso de no existir interaccion (p valor txd > 0,05), la
ausencia de letras indica la inexistencia de diferencias significativas entre las medias.
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5. DISCUSION

En este estudio se observo como la aplicacion de fertilizantes de P de base organica (harina de
sangre-HAS, alperujo compostado-ALP, residuo solido urbano compostado-RSU y vermicompost-
VER) tuvo diferentes efectos en el crecimiento del cultivo, debido fundamentalmente a la diferente
composicion de estos fertilizantes y a su aplicacion sobre suelos con distintas propiedades fisico-
quimicas (textura, pH, contenido en COs?"y contenido en P Olsen). El efecto residual (segundo cultivo
sobre el mismo suelo) que tuvieron estos fertilizantes de base organica sobre el desarrollo del cultivo
de girasol fue comparable en la mayoria de los suelos al obtenido con la aplicacion de un fertilizante
tradicional de P (superfosfato 18, S18). Sin embargo, el tratamiento con HAS provoc6 por norma
general un menor crecimiento de las plantas, asemejandose a la no aplicacién de P (C). Este menor
crecimiento fue el motivo principal de que el indice de clorofila (SPAD) fuese mayor en las plantas
fertilizadas con HAS que con el resto de los tratamientos, ya que al haber crecido menos, la
concentracion de clorofila y de nutrientes en sus tejidos fue mayor, lo cual se reflejé en un elevado
contenido de Fe, Cuy Zn en el tallo y en las hojas de estas plantas. Ademas, el alto contenido de
nitrégeno (N) en la HAS respecto al resto de los fertilizantes de base organica, también pudo

incrementar el verdor en las hojas.

La absorcion de P y de micronutrientes como Fe, Cu y Zn por el cultivo, se encuentra
estrechamente ligada a la presencia y disponibilidad de estos elementos en el suelo. En los suelos
calcareos como TOM, SAN y ENC, donde la dindmica de estos nutrientes es de mayor complejidad,
el contenido de P y de micronutrientes fue inferior a los del suelo RAB (no calcareo), como era de
esperar. De acuerdo con Alloway (2009) el elevado pH de los suelos calcareos, tamponado alrededor
de 8.0 debido a la presencia de carbonatos, limita la disponibilidad de los nutrientes en este tipo de
suelos y, por lo tanto, también puede limitar el crecimiento de los cultivos. Aun asi, los valores de
micronutrientes en el suelo RAB (especialmente Fe y Cu) son considerablemente elevados, lo que
podria explicarse porque la recogida del suelo para el presente estudio se hiciera en una época en la
que se hubiese realizado recientemente algin tipo de tratamiento al olivar, cultivado en intensivo en la

finca donde se recogio el suelo.

En un estudio llevado a cabo por Recena et al. (2017) se determind que la fraccidn de P organico
puede representar hasta un 75% del P total en suelos mediterraneos, lo que implica de forma directa
una menor disponibilidad de P para los cultivos en los suelos calcareos, que se refleja de forma directa
en el contenido de P disponible para los cultivos (P Olsen) de los suelos TOM, SAN y ENC. Esta

menor disponibilidad se observo en suelos como SAN (finca de cultivos en extensivo), con un

57



contenido inicial muy bajo de P disponible, debido principalmente a la no fertilizacion con P en esta
finca en un periodo de tiempo considerable, y como TOM y ENC (fincas de cultivos en extensivo),
con un contenido medio debido a una fertilizacién mas regular en los Gltimos afios. Sin embargo, el
uso de fertilizantes de base organica, en algunos casos, permitié que al final del cultivo de girasol se
alcanzasen niveles de P Olsen en el suelo superiores al alcanzado con el fertilizante inorganico S18.
El motivo por el que el nivel de P Olsen se ha mantenido en el suelo o incluso se ha incrementado con
la aplicacion de fertilizantes de base organica tras dos cultivos (trigo y girasol), reside en el contenido
de materia orgéanica aportado mediante estos fertilizantes, lo que segun Krey et al. (2013) favorecié un
incremento de la actividad microbiana en el suelo, y por ello de la mineralizacion de los nutrientes
como el P, que en un primer momento se encontraba en formas organicas como parte de estos
fertilizantes y que se ha ido transformado en formas de P disponibles para los cultivos por medio de la

accion de los microorganismos del suelo (mineralizacion).

El incremento en la disponibilidad de nutrientes (como el P) en el suelo fue clave para mejorar
su absorcion por las plantas, como pudo observarse en las plantas de girasol que crecieron sobre el
suelo RAB (no calcéreo), donde ademas del elevado P disponible que el suelo contenia de forma
inicial, las plantas pudieron tomar parte del P presente tanto en formas organicas (tras la accion de los
microorganismos) como inorganicas en los fertilizantes de base organica (He et al., 2009). Asi la
mineralizacion continua del P organico produjo un aumento de la absorcién de P por la planta. Esto
ocurrid en el suelo RAB para los tratamientos RSU y VER, sin embargo, esta absorcion fue menor
cuando se utilizo tanto el fertilizante quimico S18, como los fertilizantes organicos HAS y ALP para
este suelo. No obstante, en los suelos calcareos, las plantas que fueron fertilizadas con fertilizantes de
base organica también alcanzaron contenidos de P similares e incluso superiores a los obtenidos con
la aplicacidon del fertilizante inorganico de P (S18). A pesar de ello, en los suelos TOM y SAN, con
niveles iniciales de P Olsen medio y bajo, los fertilizantes organicos aplicados en la dosis 50 mg P kg
! permitieron generalmente una mayor absorcion de P por el cultivo que con la dosis 25 mg P kg™. La
razon por la cual las plantas fertilizadas con fertilizantes de base organica absorbieron cantidades
similares de P a las plantas fertilizadas con S18 fue que, el P presente en los fertilizantes de base
organica, que se encuentra principalmente en distintas formas organicas, es transformado hacia formas
de P disponibles para los cultivos mediante un proceso de mineralizacion (Bowman y Cole, 1978). En
este proceso, los microorganismos del suelo tienen un importante papel, ya que son los encargados de
incrementar la actividad de las enzimas que hidrolizan las formas organicas de P, realizando aportes

de P inorganico al suelo al ritmo en el que las plantas lo van demandando (Annaheim et al., 2013).

58



Por el contrario, y de forma mas acusada en suelos calcareos (Chand y Tomar, 1994), la
aplicacion del fertilizante quimico de P S18, que proporciona P en formas inmediatamente disponibles
para los cultivos, tiene como consecuencia la inmovilizacion de una fraccion considerable del mismo
por la materia organica del suelo o por su precipitacion en formas de P insolubles como fosfatos de Ca
o Fe (Shen etal., 2011). Esto suele ocurrir cuando el fertilizante quimico se va disolviendo y se generan
elevadas concentraciones de P (elemento poco movil en suelo) alrededor del grano de fertilizante,
favoreciéndose su precipitacion. Sin embargo, con la aplicacion de fertilizantes de base orgénica, al
ser la mineralizacion un proceso mas gradual, el P (y otros nutrientes) va liberdndose gradualmente en
formas inorganicas favoreciéndose una mayor disponibilidad para las plantas (y microorganismos del

suelo) y una menor precipitacion.

La mineralizacion del P es un proceso complejo en el que participan los microorganismos del
suelo que producen enzimas encargadas de poner el P organico a disposicion de los cultivos (Dick et
al., 2000). Para ello, el P organico experimenta una serie de reacciones como la hidrolisis de estas
formas orgénicas complejas y su transformacion a formas inorgénicas, méas simples y asimilables por
el cultivo. La cuantificacion de la actividad de estas enzimas permite estimar la capacidad de los
microorganismos del suelo para mineralizar el P organico. Asi, los valores de la fosfatasa acida y
béasica al final del ciclo del cultivo pueden ofrecer una idea de la tasa de mineralizacion del P organico
cuando el cultivo se encontraba en plena floracion. En los suelos calcéareos, se obtuvieron niveles de
fosfatasa acida mas elevados cuando se aplicaron fertilizantes de base orgéanica que cuando se utiliz6
el fertilizante quimico S18. Este comportamiento se observo con los tratamientos de HAS, RSU y
VER, para los suelos SAN y ENC, y para HAS, RSU y ALP en el caso del suelo TOM, obteniéndose
siempre en mayor cantidad para la dosis 50 mg P kg™. Estos niveles de fosfatasa acida confirman la
capacidad de los fertilizantes de base organica de promover la actividad de las enzimas y los
microorganismos del suelo, y también se observa como en el suelo donde se aplicaron estos
fertilizantes organicos, la tasa de mineralizacién del P organico era mayor que en los suelos donde el
P se aplicd en formas inorganicas. En el suelo ENC, incluso se puede observar como el nivel de
fosfatasa &cida para el C (sin P aplicado) era superior al del fertilizante S18, debido a que estas enzimas
se produjeron en mayor medida para hidrolizar el P presente en este suelo en formas no disponibles
para los cultivos, de forma que se pudiesen satisfacer los requerimientos de P del cultivo. Sin embargo,
cuando el S18 se aplico al suelo, no se favorecio la actividad de los microorganismos (de acuerdo con
el comentario anterior), por poner a disposicion de las plantas altos niveles de P inmediatamente

disponible.
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Sin embargo, para el suelo RAB, con un mayor nivel de P disponible para los cultivos, no
existieron diferencias en la actividad de la fosfatasa acida entre la aplicacion de fertilizantes de base
orgénicay la aplicacion del fertilizante S18, ya que no existio la necesidad de mineralizar el P que fue
demandado por las plantas, al existir cantidades suficientes de P disponible en el suelo. Tan solo
destaco muy por encima del resto la fosfatasa acida en el tratamiento de HAS dosis 25, lo que pudo
ser consecuencia del escaso crecimiento que tuvo el cultivo anterior y, por lo tanto, al inmovilizarse el
fosforo presente en el suelo por no haber sido utilizado, requirié una mayor actividad de las enzimas

en este momento para proveer de P al cultivo de girasol en formas asimilables por el mismo.

Respecto a la fosfatasa bésica, los menores valores de esta enzima se obtuvieron para el suelo
RAB en comparacion con los 3 suelos calcéreos. Esto se debe fundamentalmente al pH &cido de este
suelo, en comparacién con el pH de los suelos calcareos, donde la actividad de esta enzima fue bastante
mayor, entre otros motivos por la escasa disponibilidad inicial de P en el suelo, lo que obligd a
mineralizar el P organico presente en los fertilizantes de base organica como HAS, ALP y RSU, que

dieron lugar a los mayores valores de fosfatasa basica en los suelos calcareos SAN y ENC.

Los fertilizantes de base organica, ademas de aportar P y mantener niveles de P disponible en
suelo similares e incluso superiores a los observados para el S18, favorecen la funcionalidad (Glenk et
al., 2012) y salud del suelo a diferencia de los fertilizantes inorganicos (en este caso, el S18). Cabe
destacar la ya comentada actividad de los microorganismos del suelo, que se ve favorecida con la
aplicacion de productos organicos al suelo. Asimismo, el ciclo de otros elementos (no solo el P) se
puede ver favorecido porque los fertilizantes de P base organica constituyen también un importante

input de micronutrientes como el Fe, Cuy Zn al suelo.

El contenido de micronutrientes en el material vegetal oscilé en funcion de los fertilizantes de
base organica utilizados y de los suelos sobre los que se aplico, ademas, la concentraciéon de los
nutrientes en las distintas partes de la planta, dependieron de la dindmica de cada nutriente y de su
movilidad en los tejidos vegetales. En el caso del Fe, tanto su concentracion en el capitulo, como en el
tallo y las hojas fue menor en la mayoria de los suelos cuando se aplicaron fertilizantes de base organica
que cuando se utilizd S18. Tan solo el tratamiento de HAS en la dosis de 25 mg P kg™, aumento la
concentracion de Fe en el tallo y las hojas de las plantas cultivadas sobre los 4 suelos. Esta menor
concentracion de Fe generalizada pudo deberse a que los fertilizantes de base organica pusieron a
disposicién del cultivo una mayor cantidad de P, pudiendo desarrollarse efectos antagdnicos entre
ambos nutrientes como los estudiados por Sanchez-Rodriguez et al. (2013; 2014; 2015) o a una

inmovilizacion de parte de dichos nutrientes por los microorganismos del suelo.
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Las concentraciones de Cu fueron mayores en el capitulo que en el tallo y las hojas para los 4
suelos, lo que pudo deberse a una traslocacion de este nutriente al 6rgano floral que en el momento de
la cosecha se encontraba completamente abierto. Esto se relejo de una forma mas evidente en el suelo
ENC, donde la concentracion de Cu en el tallo y las hojas fue muy inferior a los demés suelos,
coincidiendo con que este fue el suelo donde las plantas alcanzaron antes la apertura floral. Sin
embargo, en el suelo SAN, donde algunas plantas no alcanzaron la plena floracion y estas fueron mas
pequefas, por norma general reportd las concentraciones de Cu mas elevadas, tanto en el capitulo,

como en el tallo y las hojas.

Las concentraciones de Zn en el material vegetal también fueron muy variadas en funcion del
suelo, el tratamiento y la dosis de P. El tratamiento con HAS supuso una mayor concentracion de Zn
en las plantas que crecieron sobre los 4 suelos, tanto en el capitulo, como en el tallo y las hojas, donde
también destaco RSU, tratamiento mas rico en Zn, por lo que aumentd la fitodisponibilidad del mismo
en el suelo favoreciendo su absorcion por el cultivo. Estudios anteriores han mostrado que la aplicacion
combinada de ambos nutrientes, P y Zn es la estrategia idonea para aumentar produccién y calidad del
grano en cereales como el maiz, minimizando problemas de precipitacion de fosfatos de Zn en el suelo

y de traslocacion de ambos nutrientes al grano (Sanchez-Rodriguez et al., 2021).

Esta menor disponibilidad de nutrientes en los suelos calcareos se reflejo de forma directa en
el rendimiento potencial y en la biomasa de las plantas cultivadas sobre estos suelos. Concretamente,
las que crecieron sobre el suelo SAN mostraron un rendimiento potencial y una biomasa inferior al
resto de los suelos, debido principalmente al escaso contenido inicial de P Olsen y de micronutrientes
en este suelo. EI P es un elemento poco movil en el suelo y, una vez los valores de P disponible han
descendido considerablemente, es complicado volver a recuperar valores adecuados para el cultivo, lo
que se demuestra con los resultados del presente estudio (SAN VS. TOM y ENC); por su compleja
dindmica en suelos calcareos, se requeririan aplicaciones frecuentes de P no muy elevadas para
incrementar la disponibilidad de este elemento hasta valores satisfactorios para los cultivos. No
obstante, las plantas que crecieron sobre los 3 suelos calcareos y que fueron fertilizadas con
fertilizantes de base organica alcanzaron un rendimiento potencial similar o incluso mayor al obtenido
con la aplicacion en cada suelo del fertilizante quimico S18, exceptuando el tratamiento de HAS. Sin
embargo, en el suelo ENC, este tratamiento tambien resulto en rendimientos potenciales superiores al
fertilizante inorganico, lo que pudo deberse a la textura arcillosa del suelo ENC, que favorecio la
adsorcion de determinados compuestos (potencialmente tdxicos para la planta) de la HAS en la
superficie de estas arcillas, los cuales, en otros suelos pudieron haber limitado el crecimiento de las

plantas. Por otro lado, en el suelo arenoso RAB el efecto de estos subproductos sobre el incremento
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del rendimiento potencial y de la biomasa no fue tan notable como en los suelos calcareos. Esto se
debié fundamentalmente al pH acido de este suelo, donde los nutrientes se encontraron con una mayor

disponibilidad para los cultivos, no limitando en ningun caso el desarrollo del girasol.

Este estudio ha permitido conocer como afectan la aplicacion de los fertilizantes de P de base
organica a propiedades fisico-quimicas del suelo como el pH y la conductividad eléctrica. Esta tltima
variable experimentd de forma general un incremento considerable cuando se aplico HAS. El aumento
observado en la conductividad eléctrica provocé una reduccion del rendimiento potencial en las plantas
que crecieron sobre los suelos TOM y SAN y que habian sido fertilizadas con HAS. Sin embargo, en
el suelo RAB, de lavado més fécil debido a su textura arenosa, este aumento de la conductividad
eléctricafue mucho menor que en los suelos calcareos TOM, SAN y ENC. También los fertilizantes
de base organica causaron una reduccién del pH de los suelos calcareos TOM y ENC permitiendo asi
incrementar la disponibilidad de nutrientes en este tipo de suelos, donde su pH baésico es el factor
principal que limita la disponibilidad de nutrientes. Sin embargo, en los suelos acidos como RAB, sera
mas aconsejable el uso de fertilizantes de base organica como ALP, RSU y VER, los cuales
incrementaron su pH, al contrario de lo que ocurrié con el tratamiento HAS, que lo redujo ain mas,

alcanzandose valores de pH en suelo que pueden afectar negativamente al desarrollo de los cultivos.

Finalmente, después de analizar detenidamente los resultados obtenidos en este estudio, se
puede afirmar que el uso de fertilizantes de P de base organica ha permitido un correcto desarrollo del
cultivo de girasol sobre los 4 suelos utilizados. Esto se demuestra con los resultados de rendimiento
potencial y biomasa del cultivo, donde se observo que con el uso de estos subproductos se alcanzaron
los mismos valores de productividad que en el caso de utilizar un fertilizante quimico de P como el
S18, salvo en casos puntuales que se han remarcado anteriormente. Del mismo modo, el contenido de
nutrientes como P, Fe, Cu y Zn fue similar o incluso superior para muchas combinaciones de estos

fertilizantes de base organica y de las dosis de P empleadas, que al utilizar el fertilizante quimico.

De esta manera y en linea con Ott y Rechberger (2012), la aplicacion de estas estrategias de
fertilizacion han conseguido que nutrientes como el P se reincorporen y se reutilicen en los propios
sistemas agroindustriales, de forma que con la aplicacion de estas practicas basadas en la economia
circular se consiga cerrar el ciclo de los nutrientes en estos sistemas. Ademas, mediante el uso de los
fertilizantes de base organica se reduce la generacion de residuos procedentes de distintas actividades
y se aumenta la salud del suelo, ya que el aporte de materia organica de estos fertilizantes incentiva la
actividad y la presencia de los microorganismos en el suelo, que junto con las plantas permiten realizar

un intercambio constante de nutrientes.
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Aunque las formas de carbono e incluso la materia organica en suelo al final del ensayo no se
han determinado en este estudio, el secuestro de carbono es otra de las funciones del suelo que se ve
favorecida con la aplicacion de subproductos de base organica como fertilizantes, asi como el
incremento de la materia organica del suelo, que es uno de los objetivos basicos que se proponen desde
la Mision “Un acuerdo sobre el suelo para Europa” del programa Horizonte Europa, cuyo lema es:
Cuidar del suelo es cuidar la vida (https://research-and-innovation.ec.europa.eu/system/files/2020-
09/ec_rtd_mission-soil-citizens-summary_es.pdf) para los suelos mediterraneos, que tienen un
contenido en materia organica escaso. Incrementar el contenido en materia organica de nuestros suelos
tiene, a su vez, consecuencias positivas en la estructura del suelo y en el ciclo del agua (capacidad de

regulacién de inundaciones y sequias, disponibilidad y calidad del agua).

La aplicacion de estas estrategias de fertilizacion permitira trabajar en sintonia con los objetivos
del Green Deal mediante la aplicacion de los principios de economia circular, aumentando el
porcentaje de suelos sanos y con multiples funcionalidades, que permitan construir sobre ellos sistemas
agroindustriales sostenibles y resilientes de forma que ademéas de aumentar la productividad de los

cultivos, el suelo aporte otros servicios ecosistémicos a la creciente poblacion actual.

Finalmente, dadas las circunstancias ambientales, econdémicas e incluso las tensiones geopoliticas
en las que se ve inmersa la agricultura, las estrategias de fertilizacion deben ser integrales, holisticas,
y contemplar no sélo el aporte de un determinado nutriente (en este caso el P) sino la capacidad del

suelo de proveer servicios ecosistémicos, su funcionalidad y la salud del suelo.

5.1 TRABAJO FUTURO

El ensayo realizado en este TFM ha permitido obtener resultados de gran interés. Aun asi se
deberian realizar otras determinaciones adicionales que permitan obtener informacion sobre la relacion
existente entre la dinamica de nutrientes aportados por estos fertilizantes de base organica y las
propiedades del suelo que influyen en ella. Para ello, como continuacion de este estudio se seguira
avanzando con diferentes andlisis entre los que destaca la determinacion de la actividad de otras
enzimas de suelo como la B-glucosidasa, donde se obtendran resultados relacionados con la dinamica
del carbono y de como ésta se modifica al aplicar fertilizantes con contenidos altos de materia organica.
El estudio de la modificacion de las formas de carbono y las distintas fracciones de P en suelo debido
a la aplicacion de fertilizantes de base organica es otro de los aspectos que quedan pendientes como

trabajo futuro para completar lo presentado en el presente trabajo.
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Ademas, de forma externa a este TFM, se llevaran a cabo distintos ensayos de campo donde se
combinaran productos organicos con fertilizantes quimicos y se evaluara su efecto sobre distintos
suelos y cultivos sometidos a diferentes manejos agricolas. De este modo se conseguira determinar, en

condiciones de campo, el efecto de estos fertilizantes de base organica sobre el suelo y los cultivos.
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6. CONCLUSIONES

1. Los fertilizantes de P de base organica utilizados en este estudio permitieron incrementar la
disponibilidad de P en suelos calcareos a niveles similares a los obtenidos con el uso de
fertilizantes de sintesis (inorganicos) de P, incluso después de dos cultivos (trigo y girasol).

2. El efecto residual de los fertilizantes de P de base organica ALP, RSU y VER sobre el
crecimiento y el rendimiento del cultivo de girasol, fue comparable al obtenido con el uso de
fertilizantes quimicos tradicionales (S18).

3. Las propiedades fisico-quimicas de los suelos utilizados, como el pH y el contenido de COs?,
influyeron sobre la dinamica de los nutrientes aportados con la aplicacion de fertilizantes de P
de base organica. Estas diferencias se observaron entre los suelos calcareos y el no calcareo
evaluado.

4. Los fertilizantes de P de base organica modificaron la actividad enzimética de la fosfatasa acida
y basica en los suelos calcareos de una forma distinta a como lo hizo el fertilizante inorgénico
de P S18. Esta variacion puede estar relacionada con el aumento de la mineralizacién del P
organico contenido en los fertilizantes de base organica.

5. Elfertilizante de P de base organica HAS, realizé un aporte considerable de P y micronutrientes
en los suelos calcéareos y de textura arcillosa, pero el incremento en la conductividad eléctrica
del mismo desaconsejo su uso en zonas mediterrdneas con escasas posibilidades de lavado
(escasa precipitacion). Su uso en suelos arenosos donde el lavado es mas facil puede ser mas
recomendable que en suelos calcareos y/o arcillosos.

6. El efecto de la dosis de P tras dos cultivos (trigo y girasol) no fue apreciable en la mayoria de

las variables analizadas, recomendandose el uso de una dosis similar a las dos utilizadas.
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8. ANEXOS

Tabla A.8.1 Evolucion del estadio fenoldgico (dosis 25), media para los distintos tratamientos (C, S18,
HAS, ALP, RSU y VER), y suelos (RAB, TOM, SAN y ENC) (n = 5). Tratamientos: C (sin P), S18 (super
18), HAS (harina de sangre), ALP (alperujo), RSU (residuo sélido urbano) y VER (vermicompost).

Tiempo (DDS) 21 42

Suelo RAB TOM SAN ENC RAB TOM SAN ENC
Tratamiento

C 30 30 30 30 32 32 32 32
S18 30 30 30 30 33 32 32 32
HAS 30 30 30 30 33 33 32 32
ALP 30 30 30 30 32 32 32 32
RSU 30 30 30 30 32 32 32 32
VER 30 30 30 30 33 32 32 32
Tiempo (DDS) 62 76

Suelo RAB TOM SAN ENC RAB TOM SAN ENC
Tratamiento

C 55 55 53 55 63 63 63 63
S18 55 55 53 54 63 63 63 63
HAS 55 55 53 55 62 62 61 63
ALP 55 55 54 55 63 63 63 63
RSU 53 55 55 55 63 63 63 63
VER 55 55 54 55 63 62 61 63

Tabla A.8.2 Evolucion del estadio fenoldgico (dosis 50), media para los distintos tratamientos (C, S18,
HAS, ALP, RSU y VER), y suelos (RAB, TOM, SAN y ENC) (n = 5). Tratamientos: C (sin P), S18 (super
18), HAS (harina de sangre), ALP (alperujo), RSU (residuo s6lido urbano) y VER (vermicompost).

Tiempo (DDS) 21 42
Suelo RAB TOM SAN ENC RAB TOM SAN ENC
Tratamiento
C 30 30 30 30 32 32 32 32
S18 30 30 30 30 33 32 32 32
HAS 30 30 30 30 34 33 32 32
ALP 30 30 30 30 32 32 32 32
RSU 30 30 30 30 33 32 32 32
VER 30 30 30 30 32 32 32 32
Tiempo (DDS) 62 76

RAB TOM SAN ENC RAB TOM SAN ENC
Tratamiento
C 55 55 53 55 63 63 63 63
S18 55 55 55 55 63 63 63 63
HAS 55 55 51 55 63 62 57 63
ALP 55 55 55 55 63 63 63 63
RSU 55 55 55 54 63 62 63 63
VER 54 55 55 55 63 63 63 63
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Tabla A.8.3 ANOVA factorial (suelo, tratamiento, dosis P) para Rendimiento potencial, biomasa, indice
de cosecha, P en capitulo, P en tallo y hojas y contenido de P en la planta, p valor para cada factor,
interacciones dobles y triples.

Variable Rdto. Biomasa  Indice de P capitulo  Ptalloy Contenido
potencial cosecha hojas deP

p valor (s) <0,0001 <0,0001  <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
p valor (t) <0,0001 <0,0001  <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001

p valor (d) <0,0001 <0,0001  <0,0001 0,939 0,5213 <0,0001
p valor (s xt) <0,0001 <0,0001  <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
p valor (sxd) <0,0001 <0,0001  0,0013 0,374 0,0379 <0,0001

p valor (txd) <0,0001 <0,0001  <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
pvalor (sxtxd) <0,0001 <0,0001  <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001

El cédigo que acompafia a cada P valor indica el factor o la interaccién a la que hacen referencia siendo:
(s) suelo, (t) tratamiento, (d) dosis, (s x t) suelo x tratamiento, (s X d) suelo x dosis, (t x d) tratamiento x
dosis, (s x t x d) suelo x tratamiento x dosis. Marcados en negrita los p valores > 0,05 (efecto del factor
0 interaccion no significativa)

Tabla A.8.4 ANOVA factorial (suelo, tratamiento, dosis P) para micronutrientes en el material vegetal:
Fe, Cu, y Zn en capitulo; Fe, Cuy Zn en tallo y hojas, p valor para cada factor, interacciones dobles y
triples.

Variable Fe Cu Zn Fe Cu Zn
capitulo capitulo capitulo talloy talloy Talloy
hojas hojas hojas

p valor (s) <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
p valor (t) <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001

p valor (d) 0,438 <0,0001 <0,0001  0,0009 <0,0001 0,0312
p valor (s xt) <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,0341 <0,0001 <0,0001
pvalor (sxd) 0,181 <0,0001 <0,0001  0,1583 <0,0001 0,0002
pvalor (txd) 0,732 <0,0001 <0,0001  0,0031 <0,0001 <0,0001
pvalor (sxtxd) 0,228 <0,0001 <0,0001  0,0009 <0,0001 <0,0001

El codigo que acompafia a cada P valor indica el factor o la interaccion a la que hacen referencia siendo:
(s) suelo, (t) tratamiento, (d) dosis, (s x t) suelo x tratamiento, (s x d) suelo x dosis, (t x d) tratamiento x
dosis, (s x t x d) suelo x tratamiento x dosis. Marcados en negrita los p valores > 0,05 (efecto del factor
0 interaccion no significativa)
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Tabla A.8.5 ANOVA factorial (suelo, tratamiento, dosis P) para pH (1:2,5), conductividad
eléctrica (1:5), P Olsen, fosfatasa &cida y fosfatasa bésica, p valor para cada factor, interacciones

dobles y triples.

Variable pH CE P Olsen Fosfatasa Fosfatasa

acida bésica

p valor (s) <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001

p valor (t) <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
p valor (d) 0,0725 <0,0001 <0,0001 0,328 0,7764

p valor (s xt) <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
p valor (s xd) <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,4413
p valor (txd) 0,0014 <0,0001 0,0156 <0,0001 0,1933
pvalor (sxtxd) <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,0611

El codigo que acompafia a cada P valor indica el factor o la interaccién a la que hacen referencia
siendo: (s) suelo, (t) tratamiento, (d) dosis, (s X t) suelo X tratamiento, (s x d) suelo x dosis, (t X
d) tratamiento x dosis, (s x t x d) suelo x tratamiento x dosis. Marcados en negrita los p valores >
0,05 (efecto del factor o interaccion no significativa)

Tabla A.8.6 Produccion vegetal de girasol: indice de cosecha (Rendimiento potencial Biomasa
total™). Media y error estandar para cada tratamiento y dosis de P, (n = 5) en cada suelo (RAB, TOM,
SAN y ENC). ANOVA factorial (Tratamiento, dosis P). Las distintas letras indican diferencias
significativas entre las medias para los distintos tratamiento y dosis de P conforme al analisis post hoc

LSD (p < 0,05).

RAB TOM SAN ENC
Tratamiento
Control 0,38+0,01c 0,28+0,01b 0,14+0,01 0,37 £0,01
S18 0,44 +0,02 ab 0,38+0,01a 0,23+ 0,02 0,34 £ 0,02
HAS 0,31+£0,01d 0,27+0,01b 0,21 £ 0,02 0,34 £ 0,02
ALP 046+0,02a 0,39+0,02a 0,27 £ 0,03 0,42 £ 0,01
RSU 0,42 +0,01 bc 0,39+0,02a 0,28 £ 0,02 0,35+0,01
VER 0,45+0,02 ab 0,42 +0,02 a 0,24 £0,01 0,42 £ 0,02
p valor (t) <0,0001 <0,0001 <0,0001! <0,0001
Dosis (mg P kg?)
25 0,40x0,01 0,33+0,01b 0,20+0,01 0,37 £0,01
50 0,42+0,01 0,38+0,02a 0,26 £ 0,02 0,38 +£0,01
pvalor (d) 0,1521 <0,0001 <0,0001 0,209
p valor (txd) 0,0636 0,134 <0,0001* <0,0001

1P valor de datos transformados a la inversa. La ausencia de letras indica la existencia de una

interaccion entre los factores tratamiento y dosis. En el caso de no existir interaccion (P valor txd >
0,05), la ausencia de letras indica la inexistencia de diferencias significativas entre las medias.
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Figura A.8.1 Plantas de girasol a los 40 DDS, segun suelo: RAB (A), TOM (B), SAN (C) y ENC (D).
Tratamiento y dosis de P, de izquierda a derecha: C, S18-25, S18-50, HAS-25, HAS-50, ALP-15, ALP-50,
RSU-25, RSU-50, VER-25 y VER-50.
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Figura A.8.2 Plantas de girasol a los 80 DDS, segun suelo: RAB (A), TOM (B), SAN (C) y ENC (D).
Tratamiento y dosis de P, de izquierda a derecha: C, S18-25, S18-50, HAS-25, HAS-50, ALP-15, ALP-50,
RSU-25, RSU-50, VER-25 y VER-50.
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