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ii - RESUMEN 

 

La encina (Quercus ilex ssp. ballota [Desf.] Samp.) es un árbol de hoja 

perenne ampliamente distribuido por el oeste de la cuenca mediterránea 

convirtiéndose en una especie emblemática debido a su gran interés económico 

ambiental y social. Las formaciones vegetales donde se encuentra, en gran 

parte alteradas por la acción del hombre, suelen presentar una deficiente 

regeneración natural de esta especie, por lo que ha sido ampliamente usada en 

programas de restauración forestal en la Península Ibérica, especialmente 

durante los últimos 10 años. Sin embargo, estos programas han obtenido un 

éxito limitado, debido a que la encina es un árbol muy vulnerable a las 

condiciones de estrés, especialmente durante sus primeros años de vida. Una 

baja calidad de las plantas utilizadas en repoblaciones puede dar lugar a 

características morfológicas y fisiológicas que impedirían un correcto 

establecimiento de las mismas. Una de las herramientas más poderosas para la 

modificación de la calidad de planta producida en vivero es la manipulación de 

la disponibilidad de nutrientes. Sin embargo, el conocimiento del efecto de la 

fertilización en la calidad de la planta de encina y en su respuesta 

postransplante es escaso. Esta tesis analiza el efecto que la fertilización otoñal 

tiene sobre los parámetros de calidad de planta de encina y su establecimiento 

en campo. 

En el capítulo 1 se han combinado dos dosis distintas de cada nutriente 

N-P-K, elevada y reducida, aplicadas durante el otoño (30,0 y 1,5 mg N, 13,1 y 

0,3 mg P y 24,9 y 0,5 mg K, respectivamente). La aplicación otoñal de las 

dosis elevadas, especialmente con N, mejoró el crecimiento, el estado 

nutricional de las plantas, la tolerancia al frío y la capacidad de crecimiento de 
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las raíces sin disminuir los estándares de calidad de las mismas o la respuesta 

frente al estrés hídrico. Sin embargo, la fertilización otoñal sólo tuvo un 

pequeño efecto en la respuesta postransplante en campo, afectada únicamente 

por la fertilización con K, probablemente debido al adecuado estado nutricional 

de N y P en todas las plantas y a las condiciones de clima templado de la 

parcela de estudio. Se recomienda, al menos en zonas con inviernos templados, 

la plantación en campo a finales de otoño ya que resultó más efectiva que la 

plantación a mediados del invierno. 

Un aspecto importante a tener en cuenta en los programas de 

restauración forestal es la procedencia de las semillas ya que diferentes 

respuestas fisiológicas de distintas poblaciones a los factores de estrés 

ambiental a los que la planta es sometida tendrían un efecto práctico en la 

elección del material para repoblación. Sin embargo, el conocimiento sobre la 

plasticidad fisiológica y adaptabilidad de esta especie es a menudo 

contradictorio. En el capítulo 2 se evaluó el efecto de dos procedencias de 

semillas de encina, una más fría (Alcarria, ALC) y otra más cálida (Sierra 

Morena occidental, HU) en la tolerancia al frío de las plantas, además de 

estudiar la respuesta de las mismas a diversas dosis de fertilización otoñal en 

vivero. Los resultados indicaron una diferente asimilación y/o acumulación de 

nutrientes entre distintas regiones de  procedencia de las semillas, además de 

que aspectos fisiológicos como la tolerancia al frío parecen depender de 

aspectos genéticos relacionados con la adaptación de las plantas a las 

condiciones climáticas de sus regiones de procedencia, al ser las plantas de la 

procedencia más fría más tolerantes que las de la procedencia cálida. 

Por último, en el capítulo 3 y en base a la influencia de la fertilización 

otoñal con nitrógeno en todos los parámetros estudiado se han ensayado cuatro 

dosis distintas de N (dos reducidas 0,0 y 1,5 mg N y dos elevadas 30 y 60 mg 

N) en el cultivo de las plantas. Los resultados han corroborado los encontrados 
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en el capítulo 1 ya que las plantas cultivadas con dosis elevadas de N han 

presentado mayor tamaño, mejor estado nutricional y mayor tolerancia al frío 

sin disminuir su resistencia a la sequía. En este capítulo también se ha 

estudiado el estrés oxidativo provocado por la exposición de las plantas a una 

helada de -12 ºC, constatando la importancia que las moléculas antioxidantes 

tienen en el proceso de protección de las plantas frente a este factor de estrés. 

 Todos los resultados obtenidos, junto a las experiencias previas con 

esta especie, permiten ir ajustando la dosis óptima de fertilización nitrogenada 

en vivero, situándola en torno a los 100 mg de N durante el cultivo anual (30 

mg en la fase de endurecimiento otoñal). Dosis por debajo de ésta disminuiría 

el crecimiento y acumulación de nutrientes, además de empeorar la tolerancia a 

situaciones de estrés como el frío; mientras que dosis mayores, a pesar de 

aumentar el tamaño y acumulación de nutrientes podrían disminuir la 

tolerancia al frío o la capacidad de crecimiento radicular respecto de la dosis 

anterior, por lo que el éxito de las plantaciones sobre todo en zonas 

desfavorables podría verse reducido. 
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iii - ABSTRACT 

Holm oak (Quercus ilex ssp. ballota [Desf.] Samp.) is an evergreen tree 

widely distributed in the western Mediterranean Basin. Holm oak has a poor 

natural regeneration, because of this it has been widely used in forest 

restoration programs in the Iberian Peninsula, especially in the last 10 years. 

However, these programs have enjoyed only limited success due to Holm oak 

is very vulnerable to stress conditions, especially during their first stages of 

life. Poor seedlings quality used in reforestation can have morphological and 

physiological characteristics that would impede a proper field performance. 

Manipulation of nutrient availability is one of the most powerful tools 

modifying plant characteristics. However, it still remains uncertain its effect on 

seedling quality and field performance of Mediterranean Holm oak. This thesis 

analyzes the effect of autumn fertilization on Holm oak seedling quality 

parameters and field performance. 

In Chapter 1 two different doses of each nutrient NPK, high and low, 

have been applied in autumn (30.0 and 1.5 mg N, 13.1 and 0.3 mg P and 24.9 

and 0.5 mg K, respectively). Autumn application of high doses, especially with 

N, improved growth, nutritional status of plants, cold tolerance and root growth 

capacity without compromising quality standards or the response for water 

stress. However, autumn fertilization had only a small effect on field 

performance, only affected by fertilization with K, probably due to the 

adequate nutritional status of N and P in plants and temperate climatic 

conditions of the plot study. Late autumn field planting is recommended, at 

least in areas with mild winters, as it proved more effective than mid-winter 

planting. 

Provenance of seeds is an important aspect to be considered in forest 

restoration programs, different physiological responses can be expected from 
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different populations to environmental stress factors. However, the knowledge 

of physiological plasticity and adaptability of this species is contradictory. In 

Chapter 2 the effect of Holm oak acorn provenances has been studied. Two 

different provenances have been selected, a cooler (Alcarria, ALC) and a 

warmer (Western Sierra Morena, HU), and the response of them to cold 

tolerance and different doses of autumn fertilization applied in the nursery have 

been evaluated. Results showed a different absorption and/or accumulation of 

nutrients between different provenances of acorns, in addition physiological 

aspects, like cold tolerance, seem to depend on genetic aspects related to plant 

adaptation to climatic conditions of the regions of origin, being seedlings from 

colder provenance more tolerant to cold stress than seedlings from warm 

provenance. 

Finally, in Chapter 3 and based on previous influence of autumn 

nitrogen fertilization in all parameters studied, four different doses of N were 

tested (two small 0.0 and 1.5 mg N and two elevated 30 and 60 mg N). Results 

corroborated those found in Chapter 1, seedlings growing with high doses of N 

are higher, had better nutritional status and increased tolerance to cold without 

reducing its resistance to drought. This chapter also examined the oxidative 

stress caused by exposure of plants to cold (-12 º C), noting the importance of 

the antioxidant molecules in plant protection against this stress factor. 

Results suggest that the optimal dose of nitrogen fertilization is around 

100 mg of N during the growing phase (30 mg in the autumn hardening phase). 

Doses under these values would reduce growth and accumulation of nutrients, 

reducing tolerance to stresses such as cold, while higher doses, despite 

increasing the size and accumulation of nutrients, may reduce cold tolerance, 

root growth capacity and therefore field performance especially in unfavorable 

areas. 
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1.1 - La encina: importancia y problemática en la Península Ibérica 

La encina (Quercus ilex L.) es un árbol perennifolio, de hoja esclerófila 

perteneciente a la familia de las fagáceas. Es una de las especies arbóreas más 

importantes de las comunidades forestales del oeste de la cuenca mediterránea, 

creciendo en un amplio rango de ambientes, desde zonas cálidas y áridas a 

zonas frías y secas (Ruiz de la Torre, 2006). 

Entre las formaciones forestales en las que se encuentra, la encina 

forma parte de una de las más representativas y valiosas de la Península 

Ibérica, las dehesas. Las dehesas son sistemas agroforestales, creados por el 

hombre mediante el clareo de las masas, orientado a la producción simultánea 

y combinada de ganado (porcino, vacuno y ovino), leña, carbón y otros bienes 

agrosilvopastorales (Joffre et al., 1988; Olea y San Miguel-Ayanz, 2006). En 

España las dehesas ocupan una superficie aproximada de 2,5 millones de ha 

(García-Mozo et al., 2007; Pulido et al., 2005), principalmente ocupadas por 

Quercus ilex L ssp. ballota (Desf.) Samp. aunque también se encuentra 

asociada a otras especies como Quercus suber L. y Quercus faginea Lamk. Las 

dehesas poseen un inestimable valor ambiental, jugando un importante papel 

como nicho ecológico de numerosas especies de fauna emblemáticas además 

de poseer unos intrínsecos valores estéticos como paisaje característico de gran 

parte de la Península Ibérica (Díaz et al., 1997; Moreno et al., 2007). Desde el 

punto de vista económico, la dehesa ha evolucionado desde sistemas de 

aprovechamiento tradicionales basados en la rusticidad y extensificación a una 

situación bien distinta donde el aprovechamiento de la bellota por parte del 

cerdo ibérico en el suroeste de la Península Ibérica se ha convertido en una 

actividad rentable sobre la que se sostiene el resto de aprovechamientos 

propios de la dehesa. Solamente el comercio de jamones en España supone una 

facturación anual de 130 millones de euros (MARM, 2008). Los beneficios 
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económicos de la explotación agrícola, ganadera y cinegética, así como las 

funciones ecológicas y sociales de la especie, sitúan a la encina como un árbol 

emblemático, sobre todo en el sur de la Península Ibérica dónde su distribución 

coincide con regiones donde escasean otras fuentes de ingreso y empleo. 

Sin embargo, los encinares y en particular las dehesas están sufriendo 

en las últimas épocas procesos de decaimiento forestal, deterioro y mortandad 

por toda la Península Ibérica. Las causas de este decaimiento son producto de 

la interacción de numerosos factores, principalmente el envejecimiento del 

arbolado, la escasa regeneración natural, la inapropiada gestión del ganado y el 

dramático efecto de la “seca de la encina” (Díaz et al., 1997) que está dando 

lugar a una generalizada disminución del vigor y aumento de la mortandad de 

la especie. Es por tanto necesario la puesta en práctica de políticas de 

repoblación con esta especie basadas en criterios científicos que permitan la 

correcta regeneración de las masas. 

1.2 -  La calidad de planta producida en vivero y el éxito de las repoblaciones 

La encina, al ser una especie que presenta una deficiente regeneración 

natural, en parte debido a una mala gestión de sus masas y a la excesiva carga 

ganadera, ha sido ampliamente usada en programas de restauración forestal en 

la Península Ibérica (Rodà et al., 1999). Su uso en estos programas se ha visto 

intensamente incrementado en los últimos 10 años llegando a superar a las 

especies de Pinus, las cuales fueron las más utilizadas en el pasado (Villar-

Salvador et al., 2004a). Sin embargo, en comparación con otras especies 

forestales mediterráneas, las plantaciones de encinas presentan una elevada 

mortalidad (Baeza el al., 1991; Bocio et al., 2001), indicando que es una 

especie vulnerable a factores estresantes durante los primeros estadios de vida, 

particularmente en sitios con condiciones climáticas desfavorables (Pausas et 

al., 2004) y especialmente en áreas continentales e interiores (Ruiz de la Torre, 
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2006) o con una marcada sequía estival (Villar-Salvador et al., 2004a). El 

pobre éxito de las repoblaciones de encinas ha sido atribuido a varios factores: 

el estrés hídrico (Villar-Salvador et al., 2004a,b), la baja fertilidad de los suelos 

(Pardos et al., 2005; Sanz-Pérez et al., 2007; Valdecantos et al., 2006) y la 

pobre calidad de las plantas producidas en vivero (del Campo et al., 2010; 

Villar-Salvador et al., 2004a). 

La calidad de la planta forestal se define como la capacidad de una 

planta forestal para alcanzar las expectativas de supervivencia y crecimiento de 

una estación particular (Duryea, 1985). Esta capacidad es reflejo de una serie 

de características morfológicas, nutricionales y de resistencia a estrés que 

dependerán tanto de la especie como de las condiciones de la zona que se 

repuebla (Cortina et al., 2006). Una baja calidad de las plantas utilizadas en 

repoblaciones puede dar lugar a características morfológicas y fisiológicas que 

impedirían un correcto establecimiento de las mismas, sobre todo bajo 

condiciones de estrés. Una de las herramientas más poderosas para la 

modificación de la calidad de la planta producida en vivero es la manipulación 

de la disponibilidad de nutrientes (Landis, 1989; Salifu y Timmer, 2003). Una 

correcta sobrecarga nutricional de las plantas en el vivero aumentaría las 

reservas de estos nutrientes cuya posterior retranslocación en campo mejoraría 

el crecimiento y supervivencia de las mismas (Salifu y Timmer, 2003; Timmer 

y Aidelbaum, 1996). Sin embargo, la mayoría de la literatura científica sobre 

optimización de la nutrición mineral en plantas durante su producción en 

vivero ha sido desarrollada para especies de coníferas (McAlister y Timmer, 

1998). A pesar de que los principios operativos son los mismos, la relación 

específica entre calidad de planta y establecimiento en campo debe ser 

verificada y refinada para las frondosas (Colombo, 2001). Para Quercus ilex L. 

se han descrito distintos efectos de la fertilización sobre los atributos morfo-

fisiológicos de las plantas y el establecimiento en campo: un efecto positivo de 
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la fertilización sobre los atributos de las plantas (Oliet et al., 2009) y sobre el 

establecimiento en campo (Sanz-Pérez et al., 2007; Sardans et al., 2006; Villar-

Salvador et al., 2004a), un efecto negativo (Broncano et al., 1998), o también 

un efecto positivo entre esos atributos y el establecimiento en campo (del 

Campo et al., 2009) o una ausencia de efecto (Palacios et al., 2009). A pesar de 

la existencia de algunas evidencias que sugieren que una correcta fertilización 

de las plantas de encina en vivero pudiera mejorar su establecimiento en 

campo, aún quedan viveristas que suministran una escasa cantidad de 

fertilizante bajo la creencia de que las plantas poco fertilizadas son más 

resistentes a las condiciones climáticas del clima mediterráneo y que el aporte 

de nutrientes de la bellota es suficiente para los requerimientos nutritivos de la 

encina durante la fase de vivero (Peñuelas y Ocaña, 1996). 

1.3 - La fertilización otoñal como herramienta para mejorar la calidad de 

planta 

La fase de endurecimiento de las plantas en vivero se produce durante 

el último periodo de cultivo (otoño en viveros mediterráneos). Durante esta 

fase distintos factores ambientales (principalmente las temperaturas frías y el 

acortamiento del fotoperiodo) inducen la dormición de las plantas, las cuales 

maduran sus tejidos e incrementan su resistencia a factores de estrés (Colombo, 

1997; Colombo et al., 2003; Fernández et al., 2008; Villar-Salvador et al., 

2004a). Para mejorar el endurecimiento, las prácticas de cultivo se han 

caracterizado por una disminución del riego y la fertilización (Rikala y Repo, 

1997). Sin embargo, muchos estudios han mostrado que durante esta fase 

existe un considerable crecimiento, especialmente en las raíces, produciéndose 

un efecto de dilución de los nutrientes en los tejidos y una disminución de la 

concentración de los mismos si no se adicionan cantidades adicionales (Boivin 

et al. 2002, 2004). La aplicación de fertilizante durante esta fase de 

endurecimiento otoñal tiene como objetivo impedir la dilución de los nutrientes 
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en los tejidos, manteniendo o incrementando los niveles de reservas sin alterar 

significativamente la morfología de las plantas (Rikala et al., 2004). Existen 

muchos estudios en otras especies que muestran los efectos beneficiosos que 

tiene en la formación de reservas de nutrientes continuar con la fertilización 

durante la fase de endurecimiento (Boivin et al., 2002, 2004; Folk y 

Grossnickle, 2000; Puértolas et al., 2003; Rikala et al. 2004), mejorando en 

algunos casos el establecimiento de las plantas (Irwin et al., 1998; Puértolas et 

al., 2003; South y Donald, 2002) aunque también existen casos en los que, a 

pesar de mejorar las reservas nutricionales, no se observó mejora en la 

respuesta postransplante (Birchler et al. 2001; Grassi et al. 2003). 

El nitrógeno, el fósforo y el potasio son los macronutrientes principales 

que se suministran en la producción de las plantas. Su aplicación durante el 

cultivo pueden mejorar, entre otras cosas: en el caso del nitrógeno la eficiencia 

fotosintética, el crecimiento radical y la eficiencia en el uso del agua (Lambers 

et al., 1990; Fernández et al. 2006); en el caso del fósforo el crecimiento 

radical postransplante (Oliet et al., 2005); y en el caso del potasio el control 

estomático, el ajusto osmótico y la resistencia a la sequía y heladas (Bogeat-

Triboulot y Lévg, 1998). Es pues importante estudiar el efecto del suministro 

de estos nutrientes durante la fase de endurecimiento otoñal y la respuesta a 

factores de estrés de plantas cultivadas con distintas dosis y combinaciones de 

las mismas, ya que algunos trabajos han sugerido que las dosis relativas entre 

nutrientes pudieran ser más importantes que las dosis totales de los mismos 

(Fernández et al., 2003). 

1.4 - Las heladas y sequías como factores ambientales estresantes 

La encina ha demostrado ser una especie muy vulnerable a condiciones 

ambientales de estrés durante sus primeros años de vida (Navarro-Cerrillo et 

al., 2005). Como se ha comentado anteriormente, los programas de 
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restauración forestal en la Península Ibérica con esta especie han obtenido un 

éxito limitado. El clima mediterráneo está caracterizado por una pronunciada 

estacionalidad e imprevisibilidad de las lluvias y de las temperaturas extremas 

(Oliveira y Peñuelas, 2004; Valladares et al., 2002a, 2002b), siendo la sequía y 

las heladas los principales factores de estrés limitantes de la distribución, 

abundancia, supervivencia y crecimiento de esta especie (Larcher, 2000). 

Tanto el estrés provocado por la sequía como por la exposición a 

heladas provocan como efecto final la deshidratación de las células de las 

plantas expuestas a dicho estrés (Welbaum et al., 1997). Además las estrategias 

de resistencia de las plantas implican determinadas características morfológicas 

y fisiológicas como el ajuste osmótico que pueden resultar comunes. Los 

sistemas de defensa frente a la exposición a la sequía implican cambios en el 

intercambio gaseoso, el área foliar, la apertura de los estomas y el ajuste 

osmótico (Ogaya y Peñuelas, 2003; Savé et al., 1999; Tognetti et al., 1998). 

Por su parte, la tolerancia a las heladas implica mecanismos destinados a 

preservar la integridad de las membranas (Zwiazek et al., 2001), la presencia 

de sustancias anticongelantes (Sung et al., 2003; Welling et al., 1997) y el 

ajuste osmótico mediante la acumulación intracelular de solutos para evitar la 

deshidratación celular (Cavender-Bares et al., 2005; Lennartson, 2003). 

La utilización de plantas de encina con mayor resistencia a la sequía y 

heladas mejoraría la respuesta postransplante de las mismas aumentando su 

supervivencia. Resulta pues importante el estudio de la tolerancia a estos 

factores de estrés de las plantas cultivadas en vivero, así como del efecto de la 

aplicación de técnicas culturales, como la fertilización otoñal, que mejorarían 

dicha resistencia. 
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1.5 - El efecto de la procedencia de las semillas en el cultivo de encina 

Las prácticas llevadas a cabo en el vivero, las condiciones ambientales 

y los factores genéticos influyen en las características funcionales de las 

plantas y en su capacidad de establecimiento en campo (Birchler et al., 1998). 

Las especies desarrollan distintas estrategias, no excluyentes, para adaptar su 

nivel de resistencia a las condiciones ambientales (Weiser, 1970). Dos de estas 

estrategias son aumentar la plasticidad fenológica (Valladares et al., 2007) o 

desarrollar adaptaciones a unas determinadas condiciones climáticas (Kawecki 

y Ebert, 2004; Savolainen et al., 2007). 

La amplia distribución de la encina, unida a la heterogeneidad de los 

ambientes que coloniza, implica una alta plasticidad fenotípica a nivel morfo-

fenológico (Gratani, 1995; Sabatè et al., 1999), y una gran adaptabilidad 

(Valladares et al., 2000). En este sentido la existencia de diferentes respuestas 

fisiológicas de distintas poblaciones a los factores de estrés ambiental a los que 

la planta es sometida (generalmente bajas temperaturas y sequía) tendrían un 

efecto práctico en la elección del material para repoblación. Las heladas son 

uno de los principales agentes estresantes de las plantas de encina durante su 

establecimiento y limita la distribución en altitud de la especie (Terradas y 

Savé, 1992) siendo, por tanto, muy importante para el éxito de una repoblación 

conocer si existe una adaptación de las diferentes poblaciones a las condiciones 

climáticas de su región de procedencia.  
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2 - OBJETIVOS GENERALES 
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El objetivo principal de la tesis es evaluar el efecto de la fertilización 

otoñal sobre los parámetros de calidad de planta de encina (Quercus ilex ssp. 

ballota [Desf.] Samp.) cultivada en vivero y su capacidad de establecimiento 

en campo. 

Para alcanzar dicho objetivo principal se han tenido en cuenta una serie 

de objetivos parciales: 

1- Estudiar el efecto combinado de diferentes dosis de N-P-K aplicadas 

durante la fase de endurecimiento otoñal en: i) los atributos de calidad de 

planta producida en vivero, ii) su estado nutricional y iii) su establecimiento 

posterior en campo. 

2- Evaluar el efecto de dicha fertilización otoñal sobre la resistencia de 

las plantas a los principales factores de estrés que podrían influir en el éxito de 

las repoblaciones con esta especie: las heladas y la sequía. 

3- Comprobar el efecto que distintas dosis de nitrógeno tendrían sobre 

parámetros morfo-fisiológicos y la resistencia a factores de estrés ambiental de 

las plantas cultivadas en vivero. 

4- Entender el efecto que la región de procedencia de las semillas 

podría tener sobre la asimilación de nutrientes y la tolerancia a las heladas de 

las plantas producidas en vivero. 
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Capítulo 1: Efecto de la fertilización otoñal en vivero 

sobre la morfo-fisiología y el establecimiento en campo 

de plantas de encina.* 

 

 

*El contenido de este primer capítulo ha sido aceptado, el 20 de julio de 2010, para su 

publicación en la revista Annals of Forest Science 
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3 - Efecto de la fertilización otoñal en vivero sobre la morfo-fisiología y el 

establecimiento en campo de plantas de encina.  

 

3.1 - RESUMEN 

La encina (Quercus ilex ssp. ballota [Desf.] Samp.) es un árbol de hoja 

perenne ampliamente distribuido por el oeste de la cuenca mediterránea. Los 

programas de restauración forestal llevados a cabo con esta especie han 

obtenido un éxito limitado y el conocimiento del efecto de la fertilización en la 

calidad de la planta y en su respuesta postransplante son escasos. En nuestro 

estudio se evaluó el efecto de la fertilización otoñal en vivero, bajo clima 

mediterráneo templado-cálido con influencia atlántica, sobre la morfo-

fisiología de las plantas y su establecimiento en campo, usando diferentes dosis 

de nitrógeno, fósforo y potasio (70,0 mg N, 30,5 mg P and 58,1 mg K para 

todas las plantas durante la fase de crecimiento; y 30,0 vs 1,5 mg N, 13,1 vs 0,3 

mg P and 24,9 vs 0,5 mg K durante la fase otoñal de endurecimiento). La 

fertilización otoñal, especialmente con N, mejoró el crecimiento y el estado 

nutricional de las plantas, la tolerancia al frío y la capacidad de crecimiento de 

las raíces sin disminuir los estándares de calidad de las mismas. Sin embargo, 

la fertilización otoñal sólo tuvo un pequeño efecto en la respuesta 

postransplante en campo, afectada únicamente por la fertilización con K, 

probablemente debido al adecuado estado nutricional de N y P en todas las 

plantas y a las condiciones de clima templado de la parcela de estudio. En 

nuestra ubicación, con inviernos templados, la plantación en campo a finales de 

otoño fue más efectiva que la plantación a mediados del invierno.  
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Palabras clave: encina; fertilización en vivero; tolerancia al frío; estado 

nutricional; establecimiento en campo 

 

3.2 - INTRODUCCIÓN 

Quercus ilex L. (encina) es un árbol de sucesión tardía y hoja perenne 

que domina muchos tipos de bosques en el oeste de la cuenca mediterránea 

(Ruiz de la Torre, 2006) y es ampliamente usado para la restauración forestal 

en dichos bosques (Rodà et al., 1999). Sin embargo, esta especie muestra un 

pobre establecimiento en campo en comparación con otras especies 

mediterráneas, particularmente en lugares con condiciones climáticas 

desfavorables (Pausas et al., 2004). Este hecho ha sido atribuido a condiciones 

de estrés hídrico (Villar-Salvador et al., 2004a,b), baja fertilidad de los suelos 

(Pardos et al., 2005; Sanz-Pérez et al., 2007; Valdecantos et al., 2006) y a una 

deficiente calidad de las plantas (del Campo et al., 2010). Todo esto indica que 

la encina puede verse muy afectada por condiciones ambientales de estrés 

durante sus primeros años de vida, y es especialmente cierto para Q. ilex ssp. 

ballota (Desf.) Samp., que aparece principalmente en zonas continentales y de 

interior (Ruiz de la Torre, 2006), con cambios estacionales muy marcados y 

sequía estival acusada. 

Las prácticas culturales en vivero, las condiciones ambientales y los 

factores genéticos afectan a las características funcionales de las plantas y a su 

establecimiento en campo una vez transplantadas (Birchler et al., 1998). En 

este sentido la manipulación de la disponibilidad de nutrientes en vivero es una 

herramienta poderosa para la modificación de las características de las plantas 

(Puttonen, 1997). Sin embargo, los efectos de la variación en la dosificación, 

formulación y aplicación de nutrientes sobre la calidad de la planta y el 

establecimiento en campo de especies del género Quercus es aún incierto 
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(Broncano et al., 1998; Oliet et al., 2009a; Trubat et al., 2010; Villar-Salvador 

et al., 2004a, 2005). 

Durante la fase de endurecimiento en vivero, los factores ambientales 

(incluyendo las bajas temperaturas, el fotoperiodo corto, el riego y la 

fertilización) pueden inducir el letargo en las plantas y mejorar su 

endurecimiento (Colombo et al., 2003; Fernández et al., 2008). Por ejemplo, en 

plantas de encina se han alcanzado valores de tolerancia al frío (temperatura 

que causa el 50% de daño en los tejidos foliares) de entre -13º y -19º C, 

dependiendo de las condiciones de crecimiento y la región de procedencia de 

las semillas (Fernández et al., 2008; Heredia et al., 2009; Mollá et al., 2006). 

Morin et al. (2007) alcanzaron el 50 % de daño en los tejidos a -27º C, pero fue 

medido en segmentos de tallo, no en tejidos foliares. Algunos estudios han 

encontrado un considerable crecimiento en el cámbium y en las raíces durante 

la fase de endurecimiento, causando dilución de nutrientes en los tejidos de las 

plantas si no se suministraba cantidades adicionales de los mismos (Boivin et 

al. 2002). Por tanto, la fertilización durante esta fase podría incrementar los 

niveles de reserva de nutrientes en las plantas sin alterar significativamente la 

morfología de las mismas, pues se frena o detiene el crecimiento en altura, 

mejorando probablemente su respuesta en campo tras el transplante (Puértolas 

et al., 2003; Rikala et al. 2004), aunque también hay estudios cuyos resultados 

no concuerdan con lo anteriormente expuesto (Birchler et al. 2001). 

Nitrógeno, fósforo y potasio son tres principales macronutrientes de las 

plantas pudiendo mejorar, respectivamente, aspectos como la tasa fotosintética 

neta, el crecimiento de las raíces y la eficiencia en el uso del agua (Fernández 

et al. 2006; Lambers et al.; 1990), el crecimiento radical en campo (Oliet et al., 

2005) o el control estomático, el ajuste osmótico y la tolerancia a la sequía y a 

las heladas (Bogeat-Triboulot y Lévg, 1998). Algunos trabajos han sugerido 

que las proporciones relativas de estos nutrientes entre sí podrían ser más 
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importantes que las cantidades totales en los tejidos, a la hora de afectar el 

proceso de endurecimiento (Fernández et al., 2003). 

El presente estudio con plantas de vivero de Quercus ilex ssp. ballota, 

sometidas durante el otoño de su primera savia a diferentes dosis de N-P-K, 

tiene como principales objetivos determinar: (i) el estado morfológico y 

nutricional a la finalización del periodo de cultivo en vivero (ii) el efecto de la 

fertilización otoñal sobre la tolerancia al frío y la capacidad de crecimiento de 

raíces en dos fechas (finales de otoño y mitad del invierno) y, (iii) el efecto de 

los cambios en las características de las plantas debidos a la fertilización otoñal 

sobre la capacidad de establecimiento en campo de las mismas. 

 

3.3 - MATERIAL Y MÉTODOS 

3.3.1 - Condiciones de cultivo de las plantas 

Durante el otoño-invierno de 2006-07, se recogieron y se conservaron 

en arena húmeda a 2ºC, previamente lavadas y desinfectadas, bellotas de 

Quercus ilex ssp. ballota (Desf.) Samp. de la región de procedencia Sierra 

Morena Occidental. Posteriormente, en los primeros días de febrero de 2007, 

se pusieron unas 2500 bellotas sobre perlita húmeda y se introdujeron en una 

cámara de cultivo a 20ºC con el fin de inducir la pregerminación. Con ello se 

pretendía acortar el tiempo de germinación y conseguir una germinación más 

uniforme entre las bellotas. En la tercera semana de febrero, la gran mayoría de 

las bellotas sanas habían germinado y se seleccionaron aleatoriamente 1395 

bellotas para su transplante a contenedores Plasnor de 300 cm3 (completarían 

un total de 31 bandejas con 45 contenedores por bandeja) usando como 

substrato turba rubia Kekkilä B0 (con el pH corregido a 6,0 usando 

Dolokal). Las plantas crecieron en invernadero hasta mayo de 2007, cuando 
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se llevaron a un vivero bajo una malla que reducía la radiación un 50%. Todas 

las bandejas estuvieron bien regadas y fueron movidas y rotadas semanalmente 

durante todo el periodo de crecimiento para evitar posibles efectos del 

microambiente. 

Durante las primeras 28 semanas, se aplicó un régimen de fertilización 

constante usando el fertilizante soluble en agua Peters professional 20-20-20 

en una solución de 125 ppm N, 54 ppm P y 104 ppm K, con cada planta 

recibiendo semanalmente una dosis de 2,500 mg N (el 20 % del fertilizante 

comercial se distribuye en 3,94% de nitrógeno amoniacal, 6,05% de nitrógeno 

nítrico y 10,01% de nitrógeno en forma de urea), 1,088 mg P y 2,075 mg K 

(fosfato monoamónico, fosfato monopotásico y nitrato potásico). En 

consecuencia, cada planta recibió 70,0 mg N, 30,5 mg P y 58,1 mg K durante 

el periodo de 28 semanas. Cada planta recibió el fertilizante disuelto en agua 

destilada en una sola fertilización por semana. Entre dos fertilizaciones 

consecutivas las plantas fueron regadas con agua del grifo según necesidad, 

procurando evitar un exceso de lavado por lixiviación en el agua de riego. Al 

final de estas primeras 28 semanas, los parámetros morfológicos y 

nutricionales de las plantas fueron: altura (15,23 ± 0,87 cm), diámetro del tallo 

(3,03 ± 0,16 cm), peso seco de la parte aérea (1,74 ± 0,13 g), peso seco de la 

raíz (4,02 ± 0,26 g), ratio parte aérea raíz (0,43 ± 0,03) y concentraciones 

foliares de nutrientes de 0,93 %N, 0,09 %P y 0,56 %K. 

En las siguientes 12 semanas (desde la primera semana de octubre hasta 

la tercera semana de diciembre de 2007), durante la fase de endurecimiento, las 

dosis de N, P y K fueron modificadas siguiendo un diseño factorial completo 

con tres factores (N, P, K) con dos niveles cada uno: N (N1, N1/20), P (P1, P1/50), 

y K (K1, K1/50). Por lo tanto se utilizaron 8 tratamientos de fertilización distintos 

(Tab. 1), cada uno aplicado a 120 plantas (30 plantas por tratamiento y 

bandeja) que fueron aleatoriamente seleccionadas. Las plantas mostraron 
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nuevos brotes desde finales de verano hasta finales de octubre, sin diferencias 

significativas en el número de plantas con brotes nuevos entre tratamientos. 

Desde principios de noviembre en adelante las plantas no mostraron signos 

visuales de crecimiento de la parte aérea. Las dosis de nutrientes N1, P1, y K1 

fueron las mismas que las usadas durante las primeras 28 semanas de cultivo, y 

próximas a aquellas típicamente recomendadas para encinas durante la fase de 

crecimiento en vivero (Navarro-Cerillo et al., 2009), aunque los programas de 

fertilización en vivero para esta especie deben ser aún afinados (Jacobs et al., 

2009). Las dosis bajas (N1/20, P1/50, K1/50) fueron aplicadas  para evitar una total 

privación de nutrientes (Boivin et al., 2002) pero aplicando unas dosis 

significativamente menores que las otras (nuestras experiencias previas con 

esta especie, no publicadas, mostraron que dosis entre 1/5 y 1/10 para N y entre 

1/5 y 1/20 para P y K no afectaban significativamente el crecimiento y el estado 

nutricional de las hojas de las plantas). 

 

Tabla 1: Cantidad total de N, P y K aplicada a cada planta durante las 12 semanas que duró la 

fase de endurecimiento en este estudio. 

mg  últimas 12 semanas 
Tratamiento 

N P K 

1 N1 P1 K1 30,0 13,1 24,9 

2 N1 P1/50 K1 30,0 0,3 24,9 

3 N1 P1 K1/50 30,0 13,1 0,5 

4 N1 P1/50 K1/50 30,0 0,3 0,5 

5 N1/20 P1 K1 1,5 13,1 24,9 

6 N1/20 P1/50 K1 1,5 0,3 24,9 

7 N1/20 P1 K1/50 1,5 13,1 0,5 

8 N1/20 P1/50 K1/50 1,5 0,3 0,5 
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3.3.2 - Estado morfo-fisiológico al final del cultivo en vivero 

A finales de diciembre de 2007, 12 plantas por tratamiento fueron 

aleatoriamente seleccionadas (3 plantas por bandeja) para evaluar su estado 

morfológico y nutricional. El brote principal fue cortado en el punto de 

inserción de los cotiledones, las hojas y el tallo fueron separados y las raíces 

limpiadas. Se midió la altura de la planta y el diámetro del tallo, este último 0,5 

cm por encima del punto de inserción de los cotiledones. Posteriormente todas 

las muestras fueron lavadas con agua destilada y puestas a secar en un horno 

con ventilación a 65ºC. Una vez que no se apreció reducción en el peso de las 

muestras, se evaluó el peso seco de hojas (LDW), de tallos (StDW) y de raíces 

(RDW). Con estos datos se calculó el peso seco de la parte aérea (ShDW = 

LDW + StDW) y la ratio parte aérea raíz (SRDW = ShDW/RDW). 

Para obtener una cantidad suficiente de muestra para el análisis de 

nutrientes, se agruparon las 12 plantas de cada tratamiento en cuatro grupos 

(muestras compuestas de tres plantas por grupo) que posteriormente fueron 

molidas (diámetro de rejilla de 0,8 mm). Para los análisis de N se utilizó un 

analizador elemental (Termo Finnigan 1112 Series EA, Milan, Italy). Para los 

análisis de P y K, las muestras secas y molidas fueron sometidas a 550º C 

durante 7 horas, seguido de una digestión ácida en HCl 5M, posteriormente se 

analizaron con ICP-OES (Jobin Yvon Ultima 2, Tokio, Japan). También se 

determinaron los carbohidratos no estructurales (NSC): los azúcares solubles 

(SS) fueron determinados mediante una extracción hidroalcohólica seguida de 

una colorimetría con antrona (Spiro, 1966) (usando un espectrofotómetro; UV-

1601, Shimadzu ®, Tokyo, Japan), mientras que el almidón (St) se determinó 

mediante una hidrólisis ácida seguida de una colorimetría con antrona (Rose et 

al., 1991). Los contenidos en nutrientes minerales (N, P, K) y en NSC 

(expresados en mg) fueron calculados multiplicando la concentración (%) por 
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el peso seco (g). Los análisis de nutrientes y NSC se llevaron a cabo con el 

mismo material vegetal. 

Asimismo, en tres plantas por tratamiento, se llevaron a cabo 

mediciones de intercambio gaseoso, contenido foliar de clorofila y se 

construyeron curvas isotermas de presión-volumen, con el fin de completar el 

análisis del estado fitosanitario de las plantas y analizar las posibles diferencias 

entre tratamientos. El intercambio gaseoso se midió con un analizador de gases 

por infrarrojos portátil (LCi, ADC, UK), tanto en diciembre como en febrero, a 

27-30 ºC y 800-1000 µmol m-2 s-1 de flujo de fotones fotosintéticos; la 

estimación del contenido en clorofilas se hizo con un medidor portátil (CCM-

200, ADC, UK) en ambas fechas de medición, mediante un índice de 

concentración de clorofila (CCI) que calcula el equipo mediante algoritmos 

empíricos incorporados al software interno midiendo a 653 y 931 nm durante 2 

s; mientras que las curvas presión-volumen se realizaron sólo en diciembre, 

usándose una cámara de presión (Modelo 1000; PMS Instruments, Corvallis, 

OR, USA) y siguiendo la metodología descrita por Koide et al. (1989). 

Mediante las curvas presión-volumen se caracterizaron los parámetros 

siguientes: potencial osmótico en el punto de pérdida de turgencia (πppt), 

potencial osmótico a plena turgencia (πo), contenido hídrico relativo en el 

punto de pérdida de turgencia (CHRppt) y el contenido relativo de agua 

simplástica en el punto de pérdida de turgencia (Sppt) 

3.3.3 - Tolerancia al frío y capacidad de crecimiento de las raíces 

Para evaluar la tolerancia al frío se utilizó un ensayo de hoja suelta, tal 

y como fue descrito para Eucalyptus globulus L (Fernández et al., 2007). Este 

método permite la obtención de datos sin sacrificar la planta completa, por lo 

que nos permite llevar a cabo varios ensayos con diferentes temperaturas 

usando hojas de la misma planta. Las hojas seleccionadas, una vez arrancadas, 
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fueron introducidas en tubos de ensayo (2,2 cm de diámetro y 15 cm de 

longitud) y llevadas hasta un congelador doméstico al que se ha acoplado un 

programador de temperaturas (West ® 4400; ISE Inc., Cleveland, OH). El 

congelador contaba con dos ventiladores internos que distribuyen el aire en el 

interior de forma uniforme. Cada ensayo comenzó a 12 ºC y la temperatura iba 

descendiendo a razón de 3 ºC/hora hasta la mínima temperatura evaluada. La 

temperatura mínima se mantenía durante 3 horas y posteriormente ascendía 

hasta 12 ºC, a razón de 5 ºC/hora. Un ciclo completo solía durar entre 14 y 16 

horas. Una vez terminado el ciclo de temperatura, los tubos de ensayo se 

sacaban del congelador y se les añadía a cada tubo agua destilada (≤ 2 cm3) 

hasta cubrir el pequeño peciolo. Las muestras se mantenían en una cámara de 

cultivo (25 ºC día/17 ºC noche; fotoperiodo de 12 h; ≥ 70% de humedad 

relativa y 350 µmol·m-2·s-1 de flujo de fotones fotosintéticos). 

El daño a las hojas era visualmente evaluado a las 4 y a las 24 horas 

después de la finalización del ensayo de frío mediante la estimación del 

porcentaje de la hoja que sufrió un daño visualmente apreciable (VD), causado 

por la lisis celular. Dicho daño se reconocía por un particular oscurecimiento 

y/o amarronamiento de la hoja después del ensayo. Simultáneamente y en las 

mismas hojas se midieron parámetros de fluorescencia de la clorofila usando 

un fluorímetro portátil (Fim 1500; ADC, London, UK). Previamente a la 

medición de estos últimos parámetros las hojas fueron mantenidas en oscuridad 

durante 20 minutos. Los parámetros estimados fueron: fluorescencia mínima de 

los pigmentos antenas (F0), fluorescencia máxima (Fm), fluorescencia variable 

(Fv = Fm – F0) y la ratio Fv/Fm. 

Los ensayos se llevaron a cabo en dos fechas: la tercera semana de 

diciembre de 2007 y la primera semana de febrero de 2008. En diciembre de 

2007 se utilizaron dos hojas completamente desarrolladas (una de la parte 

media-alta del tallo y otra de la parte media-baja del mismo) por planta y 
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temperatura de ensayo. Se utilizaron 4 plantas por tratamiento en cada ensayo y 

las temperaturas mínimas evaluadas fueron -6 ºC, -7 ºC, -8 ºC y -10 ºC. En 

febrero de 2008 se utilizaron 2 hojas por planta y 3 plantas por tratamiento, 

siendo las temperaturas mínimas evaluadas -7 ºC, -8 ºC y -10 ºC. El número de 

horas de frío (≤ 8 ºC) acumuladas por las plantas en el vivero fueron 425 en 

diciembre y 950 en febrero. 

La capacidad de crecimiento de raíces (RGC) fue evaluada en 

diciembre de 2007 (12 plantas por tratamiento) y febrero de 2008 (8 plantas 

por tratamiento). Las plantas fueron cuidadosamente sacadas de sus 

contenedores, manteniendo el cepellón intacto, y transplantadas a contenedores 

forestales de 2,5 L rellenando el volumen sobrante con perlita húmeda. 

Previamente al transplante se cortaron todas aquellas raíces blancas que 

sobresalían del cepellón. Los contenedores forestales fueron aleatoriamente 

distribuidos en una mesa calentadora (20º C) en el interior de un invernadero 

durante un periodo de 4 semanas. Las plantas fueron regadas cada 2-3 días y no 

fueron fertilizadas en ningún momento. Una vez finalizadas las 4 semanas, las 

plantas fueron cuidadosamente sacadas de los contenedores, limpiadas de 

perlita y las nuevas raíces fueron cortadas del cepellón. Las raíces fueron 

clasificadas en raíces finas (raíces  < 2 mm diámetro) y raíces gruesas (raíces > 

2 mm diámetro), se secaron en estufa a 65º C hasta peso constante y se pesaron 

para obtener su peso seco (FRW y ThRW, respectivamente). 

3.3.4 - Establecimiento en campo 

La plantación se realizó en una parcela experimental de la Universidad 

de Huelva (37º12´N, 6º54´W; 10 m sobre el nivel del mar) en dos fechas, el 22 

de diciembre de 2007 y el 15 de febrero de 2008, usando 20 plantas 

aleatoriamente escogidas por tratamiento de fertilización y fecha de plantación. 

La parcela era aparentemente homogénea y las plantas se plantaron en 10 
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líneas con una separación de 1 m entre plantas y de 2 m entre líneas. En cada 

línea se plantaron aleatoriamente 2 plantas por tratamiento y fecha de 

plantación. Durante el periodo de estudio, la temperatura media en la parcela 

fue de 16,5 ºC, siendo la temperatura media de las máximas en el mes más 

cálido y la temperatura media de las mínimas en el mes más frío de 29,9 ºC y 

4,8 ºC respectivamente. La precipitación media anual fue de 484 mm, con un 

periodo de sequía estival que se extendió durante 4 meses. Una vez plantadas, 

la altura y el diámetro del tallo fueron medidos en 5 fechas distintas a lo largo 

de 2 años consecutivos. También se caracterizó el estado de vigor de las 

plantas usando una escala del 0 al 3 (0, planta muerta; 1, planta con más del 

50% de defoliación u hojas secas; 2, plantas con menos del 50% de defoliación 

u hojas secas; y 3, plantas completamente sanas), en dos fechas distintas, una 

antes del periodo seco (4 de julio de 2008) y otra varios meses después del fin 

del periodo seco (2 de diciembre de 2008). Para caracterizar el crecimiento de 

las plantas se usaron los parámetros de tasa de incremento del diámetro de tallo 

(SDI) y tasa de incremento de la altura (HI). SDI y HI se calcularon como el 

diámetro y la altura medidos en una fecha particular divididos por el número de 

días que transcurrieron entre fechas de medición consecutivas. También se 

caracterizó el potencial hídrico al amanecer (Ψ) en dos fechas (15 de julio y 10 

de septiembre de 2008), una cercana a la mitad del primer verano y otra a la 

finalización del mismo ya que representan la época más estresante para las 

plantas. Para su medición se utilizó una cámara de presión (Modelo 1000; PMS 

Instruments, Corvallis, OR, USA) y se utilizaron 4 plantas, elegidas al azar, por 

tratamiento de fertilización y fecha de plantación, midiendo el potencial hídrico 

en 2 hojas por planta que fueron tomadas de la parte central del tallo principal. 

La parcela no fue regada durante todo el periodo de estudio y las herbáceas 

fueron eliminadas de forma manual. 
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3.3.5 - Análisis de datos 

El efecto de la fertilización otoñal en la morfología y el estado 

nutricional de las plantas fue evaluado usando el siguiente modelo lineal 

general (GLM) 

ijklijkjkikijkjiijkl eNPKPKNKNPKPNy ++++++++= µ        

(1) 

donde yijkl es el valor de la variable dependiente en la planta l fertilizada con la 

dosis i de N (i = 1, 2), la dosis j de P (j = 1, 2), y la dosis k de K (k = 1, 2); µ es 

la media general; N, P, y K son los efectos fijos de los nutrientes; los términos 

dobles y triples representa la interacción entre los mismos; y e es el término de 

error con hipótesis inicial eijkl ∼ N(0, σe
2). Cuando la variable dependiente era 

un porcentaje, se usó la transformación 100var(%)arcsen . Las diferencias 

significativas entre los distintos efectos fueron evaluadas mediante el test de 

Tukey's HSD, con α = 0,05. Para el análisis de datos de los ensayos de RGC se 

siguió el mismo GLM, pero incluyendo como factor fijo la fecha de medición 

(diciembre, febrero) y las interacciones con los términos del modelo 1. 

Para evaluar la relación entre VD y el parámetro Fv/Fm se utilizó el 

coeficiente de correlación de Pearson. La influencia de la fertilización en VD 

fue estimada mediante el siguiente modelo mixto: 

 

ijklmnoqlmqlmolmnloqqolqlo

oqnqnolmqonmlkjijklmnoq

ethKthPthNtPKtNKtNPtKtPtN

PKNKNPthKPNhtdy

++++++++++

+++++++++++=

lnlnln

αµ
 

(2)  
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donde yijklmnoq es el 100(%)VDarcsen  de la hoja i de la planta j, evaluado en 

la fecha k (diciembre, febrero), a la temperatura l, medido después de m horas 

(4 h, 24 h), con la dosis n de N, la dosis o de P, y la dosis q de K; µ es la media 

general; α es el efecto aleatorio de la planta; d es el efecto fijo de la fecha del 

ensayo; t es el efecto fijo de la temperatura; h es el efecto fijo del tiempo que 

pasa hasta que se realiza la medición; N, P, y K son los efectos fijos de los 

nutrientes; y e es el término de error. Los otros términos describen las 

interacciones entre los efectos principales. La estructura inicial de varianza-

covarianza considera diferente la varianza entre observaciones a distintas 

temperaturas y fechas de medición, y también considera que la covarianza 

entre observaciones de la misma hoja a diferentes tiempos de medición no es 

nula y es diferente para cada temperatura. 

El estado de vigor de las plantas en campo se analizó considerándola 

una variable dependiente nominal, que sigue una distribución multinomial. 

Para ello se empleó el siguiente modelo lineal fijo generalizado, que incorpora 

una función de enlace de tipo logit acumulativa: 

 

ijklmnjkmnlmknkmklmn

lmnmlkji

ijklmn

ijklmn

edmdPKdNKdNPdKdPdNPK

NKNPKPNmd
ty

ty

+++++++++

++++++++=














>
≤

ln

ln)Pr(

)Pr(
log αµ

               

(3)  

donde yijklmn es el estado de vigor (escala de 0, 1, 2, ó 3) de la planta i plantada 

en la fecha j (diciembre, febrero) evaluada en la fecha k (julio, diciembre) con 

la dosis l de N, la dosis m de P, y la dosis n de K; t es el estado de vigor (escala 

de 0, 1, 2, ó 3); α es el efecto aleatorio de la planta; d es el efecto fijo de la 

fecha de plantación; m es el efecto fijo de la fecha de evaluación del estado de 
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vigor; N, P, y K son los efectos fijos de los nutrientes; y e es el término del 

error. 

El análisis del crecimiento en altura y diámetro de las plantas en campo 

fue evaluado usando el siguiente modelo: 

 

ijklmnjlmjkmjklijjmjl

jklmkmklmlkjiijklmn

emPKmNKmNPdmmKmP

mNPKNKNPKPNmdy

+++++++

+++++++++= µ
      

(4) 

 

donde yijklmn es el SDI o el HI de la planta n plantada en la fecha i (diciembre, 

febrero) y medida en la fecha j (cinco medidas) con una dosis k de N, una dosis 

l de P, y una dosis m de K; d es el efecto fijo de la fecha de plantación; m es el 

efecto fijo de la fecha de medición; N, P, y K son los efectos fijos de los 

nutrientes; y e es el término de error. La matriz inicial de varianza-covarianza 

se consideró no estructurada para observaciones dentro de la  misma planta. 

El efecto de la fertilización en el estado hídrico de las plantas fue 

evaluado tal y como se describe en el modelo 1, pero considerando también la 

fecha de plantación (diciembre, febrero) y la fecha de medición (julio, 

septiembre) como efectos fijos, además de considerar la interacción de estos 

efectos con los efectos recogidos en el modelo 1. La influencia de la 

fertilización en los parámetros deducidos de las curvas presión-volumen se 

evaluó mediante el modelo 1, el cual fue también usado para evaluar el efecto 

sobre el intercambio gaseoso y el contenido en clorofila, aunque considerando 

la fecha de medición (diciembre, febrero) como factor fijo. 
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3.4 - RESULTADOS 

3.4.1 - Morfología y estado fitosanitario de las plantas 

La fertilización otoñal con nitrógeno tuvo un efecto significativo en 

todos los parámetros morfológicos estudiados (Tab. 2). La tabla 2 también 

muestra cómo las dosis K1 incrementaron significativamente tanto la altura 

como el peso de la parte aérea en las plantas. Los valores de SRDW 

disminuyeron durante la fase de endurecimiento para todos los tratamientos 

estudiados, posiblemente relacionado con un mayor incremento relativo de 

RDW (26-56 %) respecto de ShDW (6-34 %). No obstante, a pesar de esa 

disminución, N1, P1, y K1 mantuvieron valores de SRDW más altos que N1/20, 

P1/50, y K1/50. Las interacciones entre nutrientes no resultaron significativas (p > 

0,05) para ninguno de los parámetros estudiados 

 

Tabla 2: Valores de los parámetros morfológicos de las plantas (en diciembre de 2007) 

cultivadas con diferentes dosis de N (N1 y N1/20), P (P1 y P1/50), K (K1 y K1/50). Para cada 

parámetro y nutriente, las letras diferentes en una misma fila indican diferencias significativas 

(p < 0,05) entre dosis de nutrientes. 

 

  N   P   K 

 N1 N1/20  P1 P1/50  K1 K1/50 

H (cm) 18,62 a 14,77 b  16,49 a 16,90 a  17,66 a 15,73 b 

D (mm) 3,95 a 2,97 b  3,37 a 3,55 a  3,46 a 3,45 a 

ShDW (g) 2,33 a 1,49 b  1,84 a 1,78 a  2,05 a 1,78 b 

RDW (g) 6,27 a 5,04 b  5,66 a 5,64 a  5,85 a 5,46 a 

SRDW 0,38 a 0,30 b  0,35 a 0,32 b  0,35a 0,32 b 
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Las tablas 3 y 4 muestran que la fertilización otoñal con dosis mayores 

de P y K incrementó significativamente la concentración de N en hojas (1,03 

%N [P1], 0,88 %N [P1/50]; 1,06 %N [K1], 0,86 %N [K1/50]) y que la fertilización 

con mayor dosis de N elevó la concentración en hojas de P (0,15 %P [N1], 0,11 

%P [N1/20]). La media general para el resto de las concentraciones de nutrientes 

en los diversos tejidos, no diferentes significativamente entre tratamientos, 

fueron: 0,75 %K para hojas; 0,47 %N, 0,11 %P y 0,65 %K para raíces; y 0,44 

%N, 0,09 %P y 0,46 %K para tallos.  

La fertilización otoñal con dosis mayores de N y K incrementó 

significativamente los contenidos de N, P y K en hojas, mientras que la 

fertilización con mayor dosis de P incrementó solamente el contenido en hojas 

de N (Tab. 3 y 4). La fertilización con dosis mayores de N y K incrementó 

significativamente el contenido de N en raíces (28,4 mg N [N1], 23,8 mg N 

[N1/20]; 27,8 mg N [K1], 24,5 mg N [K1/50]). En el tallo, solo la fertilización con 

mayor dosis de N tuvo un efecto significativo en los contenidos en nutrientes, 

aumentando significativamente los contenidos en N (3,7 mg N [N1], 2,2 mg N 

[N1/20]) y en P (0,7 mg P [N1], 0,4 mg P [N1/20]). La media general, no 

significativamente distinta entre tratamientos, para el resto de los contenidos de 

nutrientes en los diversos tejidos fueron: 6,0 mg P y 36,0 mg K para raíces y 

3,1 mg K para tallos. Por lo tanto, considerando los contenidos en hojas, tallos 

y raíces, el contenido total de N por planta fue aproximadamente de 48 mg para 

la dosis N1 y 35 mg para la dosis N1/20.  
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Tabla 3: Valores de p obtenidos del modelo lineal general que evalúa el efecto de la 

fertilización (N, P y K) en la concentración y el contenido de nutrientes, en hojas (L), raíces (R) 

y tallo (S), de las plantas de Quercus ilex en diciembre de 2007. 

 

  N    P    K  

 L R S  L R S  L R S 

[N] 0,145 0,276 0,528  0,028 0,896 0,312  0,009 0,187 0,706 

[P] 0,014 0,226 0,467  0,304 0,697 0,788  0,262 0,383 0,848 

[K] 0,276 0,162 0,851  0,279 0,815 0,847  0,105 0,742 0,490 

N cont <0,001 0,006 0,007  0,001 0,961 0,936  <0,001 0,041 0,120 

P cont <0,001 0,516 0,035  0,194 0,683 0,468  0,038 0,136 0,184 

K cont 0,001 0,989 0,061  0,153 0,824 0,611  0,012 0,491 0,364 

 

Tabla 4: Valores de concentración y contenido en nutrientes foliares de las plantas de Quercus 

ilex en diciembre de 2007 cultivadas con diferentes dosis de N (N1 y N1/20), P (P1 y P1/50) y K 

(K1 y K1/50). Para cada parámetro y nutriente, las letras diferentes en una misma fila muestran 

diferencias significativas (p < 0,05) entre dosis de nutrientes. 

 

 

 

 

 

En relación a las interacciones entre nutrientes, las interacciones N⋅P y 

P⋅K resultaron únicamente significativas para la concentración y el contenido 

de N en las hojas de las plantas (0,001 ≤ p ≤ 0,027). La interacción N⋅K tuvo 

un efecto significativo en la concentración de N en hojas (p < 0,001) y en 

raíces (p = 0,029); además de para el contenido de N en hojas, raíces y tallo 

  N   P   K 

 N1 N1/20  P1 P1/50  K1 K1/50 

[N] (%) 1,01 a 0,91 a  1,03 a 0,88 b  1,06 a 0,86 b 
[P] (%) 0,15 a 0,11 b  0,14 a 0,12 a  0,14 a 0,12 a 
[K] (%) 0,82 a 0,67 a  0,82 a 0,68 a  0,87 a 0,63 a 

N cont (mg) 15,53 a 9,08 b  13,73 a 11,14 b  14,78 a 10,27 b 

P cont (mg) 2,31 a 1,09 b  1,83 a 1,64 a  1,98 a 1,50 b 

K cont (mg) 12,64 a 6,74 b  10,83 a 8,81 a  12,19 a 7,58 b 
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(0,001 ≤ p ≤ 0,010). El efecto significativo de estas interacciones es atribuible 

al efecto de las dos dosis aplicadas de cada nutriente, siendo el efecto de N 

siempre mayor que el efecto de P y K (Tab. 3 muestra un ejemplo de ello). 

Como resultado, las interacciones N⋅P y N⋅K indicaron que es necesario aplicar 

altas dosis de ambos nutrientes (N1 P1 o N1 K1, respectivamente) para obtener 

un incremento en la concentración y contenido de N en hojas. Por lo tanto la 

fertilización con P y K también afectó a la concentración y contenido de N en 

hojas. La concentración de N en hojas se vio también afectada por la 

interacción P⋅K, las plantas con menores dosis de ambos nutrientes (P1/50 K1/50) 

tuvieron los valores más bajos, siendo significativamente menores que las 

plantas que recibieron P1 y K1, P1 y K1/50 o P1/50 y K1.  

Sólo la fertilización con N tuvo un efecto significativo (p = 0,003) en la 

concentración de SS en raíces y hojas, ambas fueron mayores en plantas que 

recibieron las dosis N1/20 (5,05 % y 3,16 %, respectivamente) que N1 (3,60 % y 

2,08 %, respectivamente). Asimismo, sólo el contenido de St en raíces fue 

significativamente mayor (p = 0.006) después de adicionar la dosis N1 (1423,3 

mg) frente a la dosis N1/20 (1064,2 mg). No se apreció ningún efecto 

significativo sobre los contenidos de SS y St en hojas (30,81 mg y 1233,95 mg, 

respectivamente) ni sobre la concentración de St en hojas y raíces (8,85 % y 

22,17 %, respectivamente. Los efectos de P y K y de todas las interacciones 

entre nutrientes no resultaron significativas (p > 0.120) para ninguno de los 

parámetros de carbohidratos estudiados. 

Respecto a las mediciones de intercambio gaseoso y contenido en 

clorofila, no se obtuvieron diferencias significativas entre tratamientos ni entre 

fechas de medición para la transpiración  (1,68 ± 0,08 mmolH2O m-2 s-1), para la 

conductancia estomática (86,0 ± 6,5 mmolH2O m-2 s-1) ni para el índice de 

contenido en clorofila (CCI) (27,4 ± 0,62). La tasa fotosintética neta tampoco 
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se diferenció entre tratamientos pero sí entre fechas de medición (p = 0,010; 

5,51 ± 0,35 µmolCO2 m-2 s-1 [diciembre] y 3,94 ± 0,46 µmolCO2 m-2 s-1 

[febrero]). El mismo comportamiento tuvo la eficiencia en el uso del agua 

(fotosíntesis neta / transpiración), con p < 0,001 y valores más altos en 

diciembre (3,57 ± 0,20 µmolCO2/mmolH2O) que en febrero (2,08 ± 0,13 

µmolCO2/mmolH2O). Sin embargo, aunque no significativo para un α de 0,05, 

este último parámetro estuvo próximo a la significación entre tratamientos de 

N (p = 0,064), presentando valores más altos N1 que N1/20 (3,17 ± 0,20 y 2,70 ± 

0,25, respectivamente). Respecto a los parámetros derivados de las curvas 

presión-volumen, CHRppt y Sppt no mostraron diferencias significativas entre 

dosis de nutrientes (92,08 ± 3,19 %; 20,51 ± 7,45 %, respectivamente), sin 

embargo se obtuvieron diferencias significativas entre dosis de N para πppt (-

2,98 ± 0,15 MPa [N1] y -2,76 ± 0,15 MPa [N1/20]) y πo (-1,86 ± 0,27 MPa [N1] y 

-1,65 ± 0,21 MPa [N1/20]), siendo en ambos casos menores (más negativos) los 

valores para las plantas N1 que para las N1/20.  

3.4.2 - Tolerancia al frío y capacidad de crecimiento radical 

Se obtuvo una correlación lineal negativa significativa entre Fv/Fm y 

VD para ambas fechas estudiadas (diciembre y febrero) y para ambos tiempos 

de medición después de la finalización del ensayo (4 h y 24 h). Estas 

correlaciones fueron mejores a 24 h (r = -0,924, p <0,001, n = 400) que a 4 h (r 

= -0,894, p <0,001, n = 400). Los resultados a las 24 h mostraron que para 

Fv/Fm ≤ 0,64, VD fue siempre ≥ 50%; para Fv/Fm ≥ 0,77, VD fue ≤ 50%; y para 

0,64 < Fv/Fm < 0,77, los valores de VD fueron impredecibles pero siempre 

iguales o menores al 60% (Fig. 1). Los demás parámetros de fluorescencia de 

la clorofila medidos (F0, Fv y Fm) no mostraron correlación significativa con la 

estimación del daño visual (VD). 
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Figura 1: Relación entre el daño visual (VD) y Fv/Fm medidos 24 horas después de la 

finalización de los ensayos de frío. El análisis de la correlación lineal se realizó mediante el 

coeficiente de correlación de Pearson (r = -0,924, p <0,001, n = 400).   

 

El análisis de los datos mostró diferencias significativas en VD entre 

todas las temperaturas estudiadas, excepto entre -6º C y -7º C, siendo los 

valores de VD mayores en los ensayos de temperatura más baja. VD fue mayor 

en diciembre que en febrero (30,4% y 22,0% respectivamente), mientras que 

las medidas realizadas 24 h después de la finalización del ensayo mostraron 

valores mayores que las realizadas a las 4 h (37,8 % y 15,8 % 

respectivamente). La interacción entre la temperatura y el tiempo de medición 

también resultó significativa (p <0,001), siendo el incremento del daño entre 

las mediciones a las 4 y 24 h más evidente a -7º C y -8º C que a -6º C y -10º C. 

El N fue el factor nutricional que más afectó a VD, las plantas tratadas con N1 

tuvieron valores de VD significativamente menores (20,0 %) que aquellas 

tratadas con N1/20 (32.2%) (Fig. 2). También se encontraron diferencias 
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significativas en función de la dosis de P (p = 0.003), aunque solo a -8º C, a 

dicha temperatura las plantas tratadas con P1/50 sufrieron más daños que 

aquellas tratadas con P1.  

Figura 2: Daño visual (VD) en relación con las diferentes dosis de N aplicadas, para cada 

temperatura de ensayo y tiempo de medición. Las diferentes letras indican diferencias 

significativas (p <0,05) entre diferentes dosis de N y tiempo de medición para cada temperatura 

ensayada. 

 

Respecto a la capacidad de crecimiento radical (RGC) ensayada, las 

plantas tratadas con dosis N1 produjeron significativamente más raíces nuevas 

que las plantas tratadas con N1/20 (p <0,05). Los valores de las variables 

estudiadas en función de la dosis de N fueron: 33,7 mg ThRW (N1), 23,1 mg 

ThRW (N1/20), 8,8 mg FRW (N1), y 4,9 mg FRW (N1/20). En el ensayo de 

diciembre estas diferencias fueron encontradas en todos los parámetros 

estudiados mientras que en el ensayo de febrero, dichas diferencias sólo fueron 

significativas para FRW. Respecto al efecto de la fecha de ensayo, sólo se 

encontraron diferencias significativas entre fechas para FRW (p = 0,034), 

siendo mayores los valores de diciembre que los de febrero. 
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3.4.3 - Establecimiento en campo 

El primer año después de la plantación, las plantas plantadas en 

diciembre de 2007 presentaron un mejor vigor que aquellas plantadas en 

febrero de 2008; a su vez las plantas presentaron mejor estado de vigor en la 

medición realizada en julio de 2008 que en la de diciembre de 2008. Además la 

interacción entre la fecha de medición y la dosis de K aplicada fue 

significativa, en diciembre de 2008 las plantas tratadas en vivero con dosis K1 

mostraron mejor estado de vigor que aquellas tratadas con dosis K1/50 (Fig. 3). 

Las plantas plantadas en diciembre de 2007 también tuvieron en diciembre de 

2008 unos valores significativamente mayores de SDI que aquellas plantadas 

en febrero de 2008 (Fig. 4). Sin embargo, para HI no se encontraron diferencias 

significativas entre plantas plantadas en distintas fechas. 

Figura 3: Probabilidad acumulada estimada (%) de pertenecer a una de las categorías 

consideradas para evaluar el estado de vigor: 0 plantas muertas, 1 plantas con una defoliación 

mayor del 50%, 2 plantas con una defoliación menor del 50%, y 3 plantas completamente 

sanas. Solo están representados factores o interacciones que resultaron estadísticamente 

significativos. El modelo ha probado ser significativo para la fecha de plantación (DP), fecha 

de medición (DM) y la interacción entre DM y la dosis de K. 
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Al principio de la primera estación seca (julio de 2008), las plantas 

plantadas en diciembre de 2007 tuvieron un potencial hídrico 

significativamente mayor que aquellas plantadas en febrero de 2008 (Ψ = -2,19 

± 0,15 MPa y Ψ = -2,62 ± 0,17 MPa, respectivamente). Sin embargo, una vez 

finalizado este periodo (septiembre de 2008) no se encontraron estas 

diferencias significativas entre fechas de plantación, siendo el valor medio del 

potencial hídrico Ψ = -3,53 ± 0,08 MPa. 

 

Figura 4: Tasa de crecimiento en diámetro del tallo (SDI) (± S.E.) estimado para cada fecha de 

plantación durante el periodo de estudio. * muestra diferencias significativas (p<0,05) entre 

fecha de plantación para una determinada fecha de medición. 
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3.5 - DISCUSIÓN 

Nuestros resultados indican que altas dosis de fertilización otoñal 

nitrogenada (N1) resultaron más efectivas que dosis bajas (N1/20) para el 

incremento de los parámetros morfológicos (ShDW, RDW y SRDW) al final 

del periodo de crecimiento en vivero de las plantas de encina. El tamaño y el 

peso de las plantas estuvieron dentro del rango de las plantas comerciales de 

encina normalmente producidas en esta región, de acuerdo también a las 

regulaciones estatales actualmente en vigor (del Campo et al., 2010; Navarro-

Cerrillo et al., 2009). Los mayores valores de ShDW y SRDW estuvieron en 

concordancia con resultados de estudios previos llevados a cabo con esta 

especie (Broncano et al., 1998; Villar-Salvador et al., 2004a). Sin embargo, 

algunos estudios (Oliet et al., 2009a; Villar-Salvador et al., 2004a) no 

encontraron un aumento en el crecimiento de las raíces sometidas a distintos 

tratamientos de fertilización con N. Esta diferencia puede ser explicada porque 

nuestra fertilización se extendió hasta mediados de diciembre, mientras que en 

los estudios citados la fertilización concluyó a principios de otoño por lo que 

pudo no ayudar de forma directa al crecimiento de las raíces y a la actividad 

cambial durante el otoño, o bien a las temperaturas templadas-cálidas de 

nuestro vivero que permiten una mayor actividad vegetativa otoñal. También 

hemos encontrado que la fertilización con P y K mejoró SRDW; en particular 

la fertilización con K incrementó significativamente el crecimiento del tallo. 

En este sentido Oliet et al. (2009b) también encontraron un incremento en el 

crecimiento del tallo en las plantas fertilizadas con N y K. Este elevado 

crecimiento del tallo puede ser atribuible a un mayor contenido foliar de K y P 

de las plantas más fertilizadas y en particular a la mayor concentración y 

contenido foliar de N en las plantas fertilizadas con mayores dosis de P y K. 

Las concentraciones de nutrientes al final del periodo de vivero fueron 

similares a las encontradas en otros estudios para plantas de encina (del Campo 
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et al., 2010; Navarro-Cerrillo et al., 2009; Oliet et al., 2009a). La fertilización 

con N fue el principal factor que afectó al contenido en nutrientes de las 

plantas: mayor suplemento otoñal de N incrementó significativamente tales 

contenidos, principalmente debido a la mayor biomasa de las plantas y a una 

elevada concentración de P en las hojas. Oliet et al. (2009a) encontraron 

mayores concentraciones de N, P, y K en plantas fertilizadas que en plantas no 

fertilizadas, pero no encontraron un efecto significativo de las diferentes dosis 

de N, entre las fertilizadas, para las concentraciones ensayadas, incluso siendo 

las diferencias entre dosis de N aplicadas mayores que las presentes en este 

estudio y habiendo aplicado los diferentes tratamientos de fertilización durante 

todo el periodo de crecimiento en vivero. En el caso de las raíces, no hemos 

encontrado diferencias significativas en las concentraciones de N, P, y K, en 

contraste con otros estudios en encina (Oliet et al., 2009a; Villar-Salvador et 

al., 2004a) donde se encontraron mayores niveles de N, P, y K en las plantas 

fertilizadas. Estas diferencias pueden ser debidas a la “dilución” de los 

nutrientes por el crecimiento de nuevas raíces y a la acumulación de éstos 

durante las 40 semanas del periodo de crecimiento, no sólo en la fase de 

endurecimiento. Teniendo en cuenta que una bellota de esta región de 

procedencia puede contener unos 30 mg de N en su interior (Oliet et al., 

2009a), a finales de diciembre las plantas sólo mantuvieron entre el 34% [N1/20] 

y el 37% [N1] del N disponible en la bellota más el N aplicado al medio de 

cultivo. El efecto positivo de la fertilización con P y K en la concentración de 

N en hojas puede ser debido a varias razones (Marschner, 1995): (i) al 

requerimiento de estos nutrientes para la síntesis de ácidos nucleidos, para la 

respiración de las raíces, la cual es una precondición para la absorción del N, o 

para el metabolismo fotosintético; (ii) a la relación directa entre el nivel de P y 

el metabolismo energético celular, en particular como fuente de ésteres 

fosfóricos y fosfatos ricos en energía (por ejemplo, ATP) necesarios para la 
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reducción de NO3
- a NH4

+; (iii) al papel de K en la activación de numerosas 

enzimas y ATPasas requeridas para la síntesis de proteínas. 

Nuestros resultados indican que la concentración de SS en raíces y 

hojas fueron escasamente menores en las plantas que recibieron dosis N1 que 

en aquellas que recibieron dosis N1/20. Esto es probablemente debido a un 

mayor consumo de carbono en las plantas N1, que crecieron más vigorosamente 

que las N1/20, ya que la concentración de SS puede estar determinada por el 

balance entre la actividad de la fuente y la demanda para el metabolismo 

celular, de acuerdo a la fenología del crecimiento (Fernández et al., 2008; 

Palacio et al., 2008; Sanz-Perez et al., 2007). Los mayores contenidos de St de 

las plantas tratadas con dosis N1, en comparación con las tratadas con dosis 

N1/20, indican que no hubo un efecto de dilución evidente en la concentración 

de St en raíces, incluso aunque las plantas N1 incrementaron en mayor 

proporción la biomasa de las raíces durante la etapa otoñal. 

Los valores de intercambio gaseoso invernales medidos a las plantas 

están dentro del rango propio de la especie, teniendo en cuenta que las tasas 

fotosintéticas netas no llegaron a los máximos descritos para esta especie por 

una más que probable inhibición invernal de la fotosíntesis (García-Plazaola et 

al., 1999; Juárez-López et al., 2008), más acusado cuanto más avanzó el 

invierno desde diciembre hasta febrero. Asimismo, los valores obtenidos de los 

parámetros derivados de las curvas presión-volumen están dentro del rango 

mostrado por otros autores para la especie (Serrano et al., 2005; Villar-

Salvador et al., 2004b). En ambos casos, intercambio gaseoso y relaciones 

hídricas, las plantas que recibieron mayor dosis de N en otoño (N1) se 

comportaron mejor que las de dosis reducida (N1/20), aunque con diferencias 

pequeñas en valores absolutos. Cabría señalar los valores más negativos de πppt 

y πo de las plantas N1, lo que podría indicar una mayor acumulación de solutos 
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intracelulares en estas plantas respecto de las del tratamiento N1/20, 

contribuyendo a mejorar la tolerancia al frío. 

Estudios previos han evaluado el efecto del estrés por frío en la 

eficiencia fotosintética de la encina, basándose en mediciones de la 

fluorescencia de la clorofila (Oliveira y Peñuelas, 2004). La medición del 

parámetro Fv/Fm es un método no destructivo, sencillo y rápido para evaluar el 

daño inducido por la helada en la planta. La alta correlación existente entre el 

parámetro Fv/Fm y los daños por helada después de un ensayo de frío han sido 

previamente mostrados en otras especies (Fernández et al., 2007, 2008). Por 

tanto, las mediciones de Fv/Fm podrían ser muy útiles para evaluar los daños 

por heladas de una forma cuantitativa en vez de un método subjetivo como es 

el método visual (VD). No obstante, en dicha correlación existe un intervalo de 

valores de Fv/Fm con cierta incertidumbre en su predicción que invita a no 

aparcar las mediciones visuales del daño ocasionado hasta que el ensayo de frío 

no esté perfectamente afinado. Los valores menores de VD en los ensayos de 

febrero en relación con los ensayos de diciembre, podrían ser debidos a la 

mayor acumulación de horas de frío que habrían mejorado la tolerancia a las 

heladas (Fernández et al., 2008). Estudios previos han encontrado diferentes 

efectos (incremento, descenso o no efecto) de la fertilización con N en dicha 

tolerancia (literatura citada en Fernández (2008) y Vilagrosa et al., 2006). En 

nuestro estudio, la fertilización otoñal con N aumentó la tolerancia al frío, 

aunque no se llegó a un alto grado de endurecimiento pues a -10º C se alcanzó 

el umbral de 50% de VD. En otros estudios realizados en el mismo vivero con 

plantas de encina de otra región de procedencia, o en un vivero de clima más 

frío con la misma región de procedencia que la de este estudio, siempre 

utilizando similar tipo de contenedor y medio de cultivo se obtuvieron valores 

de 50% de VD en torno a -13º C (Fernández et al., 2005). Estas diferencias 

podrían ser explicadas por la variación de temperatura durante la fase de vivero 
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y por caracteres adaptativos de las distintas poblaciones empleadas. Con estos 

datos, la respuesta postransplante en zonas con inviernos más fríos resultaría 

impredecible para plantas procedentes de un vivero sometido a un clima 

templado-cálido. 

Distintos estudios han encontrado una asociación positiva entre la 

concentración de SS y la tolerancia al frío en varias especies de Quercus 

(Fernández et al., 2008; Mollá et al., 2006; Morin et al., 2007). Por el contrario, 

en nuestro estudio se ha encontrado que las plantas con mayor tolerancia al frío 

(tratamientos con N1) tuvieron menores valores de concentración de SS que 

aquellas tratadas con N1/20. Sin embargo, las diferencias de contenido en SS 

entre plantas que recibieron distintas dosis de N fue pequeña y las 

concentraciones de SS también fueron relativamente bajas (3,60-5,05 %) en 

comparación a las citadas en otros estudios (5,00-9,50 %). Debido a que las 

membranas celulares son los sitios primarios de lesión durante las heladas, la 

mayoría de las alteraciones celulares durante el período de endurecimiento 

están destinadas a preservar la integridad de las mismas (Zwiazek et al., 2001). 

Por lo tanto, aunque la acumulación de SS puede mejorar la tolerancia al frío 

por sus propiedades criogénicas y osmóticas, la elevación de los niveles de 

otros solutos incluyendo los lípidos, aminoácidos, proteínas (proteínas que 

tienen actividad apoplástica anticongelante, proteínas crioprotectores, 

dehidrinas, etc), ácidos orgánicos, glucósidos, y sales orgánicas también 

pueden mejorar dicha tolerancia (Larcher, 2000; Zwiazek et al., 2001). Esto 

podría explicar el efecto positivo de la fertilización nitrogenada sobre la 

tolerancia al frío en el presente trabajo. Sin embargo, la relación entre la 

tolerancia al frío y la composición de estos compuestos orgánicos aún debe ser 

definida para ésta y otras especies mediterráneas. Además, una medición con 

mayor frecuencia de la tolerancia al frío y del contenido en SS que en el 

presente estudio, desde finales de verano hasta el otoño y durante el invierno 
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(Colombo et al., 2003), sería la única manera de entender realmente cómo la 

nutrición afecta el desarrollo de la tolerancia al frío en la planta.  

También hemos encontrado que la fertilización con N incrementó el 

contenido foliar de K, el cual juega un papel fundamental en la 

osmorregulación (Hsiao y Läuchli, 1986), estando el daño por heladas 

inversamente relacionado con el contenido de K de las hojas (Marschner, 

1995). Hemos encontrado un efecto positivo de la fertilización con P en la 

tolerancia al frío sólo para las plantas expuestas al ensayo a -8º C, este efecto 

fue menor en comparación con el de la fertilización con N y, probablemente, 

estuvo relacionado con el incremento de la concentración de N en las hojas de 

las plantas como consecuencia de la fertilización con P. 

RGC está considerada como una medida del vigor de las plantas y 

proporciona una buena evaluación de la eficiencia fotosintética y de la cantidad 

de carbohidratos almacenados (Ritchie, 1985). Nosotros hemos encontrado que 

la fertilización con N (N1) incrementó RGC, el crecimiento de la parte aérea y 

el contenido en almidón, debido probablemente al mayor tamaño de estas 

plantas que afectó a su capacidad de asimilación (Villar-Salvador et al., 2004a). 

RGC ha sido usado para predecir la capacidad de establecimiento 

postransplante de las especies forestales y está frecuentemente correlacionado 

con la tolerancia al frío (Simpson y Ritchie, 1996). En nuestro estudio, la 

fertilización con N (N1) no sólo incrementó RGC sino también la tolerancia al 

frío, resultado que concuerda con los  obtenidos por Mollá et al. (2006). Sin 

embargo, no tuvo efecto en el establecimiento en campo. Esto pudo ser 

atribuido a las buenas condiciones ambientales de la parcela de plantación 

durante el periodo de estudio: la mayoría de nuestras plantas sobrevivieron, 

registrando valores de sólo un 2% de mortalidad para las plantas plantadas en 

diciembre de 2007 y un 8% para las plantadas en febrero de 2008. Además, los 

potenciales hídricos durante el primer verano no bajaron de -3,5 MPa, no 
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llegando pues a -4,0 MPa, valores típicos de años donde el periodo de sequía es 

severo (Villar-Salvador et al., 2004b). 

En el transcurso de nuestro periodo de estudio, las plantas plantadas en 

diciembre de 2007 tuvieron mejor estado de vigor que las plantadas en febrero 

de 2008. Palacios et al. (2009) también encontraron que el establecimiento en 

campo de plantas de encina estaba fuertemente afectado por la fecha de 

plantación. Como confirman nuestros resultados, el verano (la estación seca) 

fue la estación más estresante, mostrando las plantas mejores estados de vigor 

antes que inmediatamente después del verano. En verano, las raíces necesitan 

tomar el agua de las partes más profundas del suelo (Palacios et al., 2009). En 

nuestra parcela de estudio, las plantas plantadas en diciembre presumiblemente 

desarrollaron un sistema radicular más extenso durante el suave invierno, 

periodo en el que los brotes aéreos permanecieron dormidos. De hecho, 

nuestros datos confirman que en mitad del verano los potenciales hídricos de 

las plantas plantadas en diciembre fueron más altos que los de aquellas 

plantadas en febrero. Además, la tasa de incremento en diámetro (SDI) después 

de la primera estación seca fue mayor en las plantas plantadas en diciembre 

que aquellas plantadas en febrero, presumiblemente debido a la relación 

positiva entre crecimiento y estado hídrico. La variación en SDI entre plantas 

plantadas a distintas fechas, se incrementó después del segundo año en campo. 

Como hemos dicho anteriormente, estudios previos han encontrado 

distintos efectos de la fertilización en vivero sobre el establecimiento en campo 

de encinas y otras especies mediterráneas. En el presente estudio, sólo la 

fertilización con K afectó al vigor de las plantas, posiblemente debido al rol de 

K en el control de la apertura de los estomas y el ajuste osmótico (Hsiao y 

Läuchli, 1986). Del Campo et al. (2010) también encontraron un efecto 

positivo del K en la respuesta de las plantas en campo (supervivencia), 

especialmente en años secos. Sin embargo, aunque nosotros no encontramos 
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variaciones en las concentraciones de K entre plantas que recibieron distintos 

tratamientos de fertilización con K, existieron variaciones entre tratamientos en 

los contenidos totales de K en las hojas. Además, encontramos que la 

fertilización con N mejoró la tolerancia al frío, el crecimiento y el estado 

nutricional de las plantas al final del periodo en vivero, pero no afectó al 

establecimiento en campo. Esto puede ser debido a la baja plasticidad de las 

plantas de encina con respecto a la disponibilidad de nutrientes, a la aplicación 

de N por un breve período de tiempo (durante las últimas 12 semanas en el 

vivero) o, en general, a las condiciones favorables de crecimiento en nuestra 

parcela de campo durante el período de estudio, que derivaron en que todas 

nuestras plantas tuvieran suficientes reservas de este elemento para obtener un 

rendimiento óptimo en campo. En condiciones más desfavorables y estresantes 

es posible esperar diferentes resultados del efecto de la fertilización 

nitrogenada sobre el rendimiento en campo, pero no ha sido constatado en este 

estudio. 

 

3.6 - CONCLUSIONES 

Las plantas cultivadas registraron valores morfo-fisiológicos dentro del 

rango de los estándares comerciales de esta especie. En particular la 

fertilización nitrogenada con dosis N1 (100 mg N durante toda la fase de 

vivero, 30 mg de ellos durante la fase de endurecimiento otoñal) aumentó el 

crecimiento, el contenido en nutrientes, la tolerancia al frío y la capacidad de 

crecimiento de raíces de las plantas respecto de la dosis reducida (71,5 mg N, 

1,5 mg de ellos durante el otoño). La mayor fertilización otoñal con P y K 

también mejoró algunos aspectos morfo-fisiológicos y de estado nutricional de 

las plantas. 
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Sin embargo la mejora de dichos parámetros morfo-fisiológicos por 

efecto de la mayor fertilización no se tradujo en una mejor respuesta en campo 

tras el transplante, probablemente a consecuencia de las buenas condiciones 

edafoclimáticas de la parcela de estudio. Sólo la fertilización con K tuvo un 

efecto positivo en el establecimiento en campo, posiblemente debido a la 

acción osmorreguladora de K que favoreció a las plantas más fertilizadas 

durante la época de sequía estival. Resultan necesarios, pues, más estudios para 

afinar el programa de fertilización óptimo en encina para la mejora del 

establecimiento en campo de las plantas. 

Nuestros resultados, una vez más, recomiendan la plantación temprana 

de encinas en áreas mediterráneas con inviernos suaves ya que podría favorecer 

el crecimiento radicular y por lo tanto aumentar las probabilidades de 

supervivencia de las plantas durante la estación seca estival. 
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Capítulo 2: Efecto de la fertilización otoñal en vivero 

sobre la tolerancia al frío en dos procedencias ibéricas 

de encina.  
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4 - Efecto de la fertilización otoñal en vivero sobre la tolerancia al frío en 

dos procedencias ibéricas de encina 

 

4.1 - RESUMEN 

La amplia distribución que presenta la encina por la cuenca 

mediterránea y el éxito limitado que se ha logrado a través de los programas de 

restauración forestal llevados a cabo con esta especie, hacen que se tenga en 

consideración la procedencia de las semillas a la hora de producir plantas 

destinadas a repoblación forestal. Diferentes respuestas fisiológicas de distintas 

poblaciones a los factores de estrés a los que la planta es sometida 

(generalmente bajas temperaturas y sequía) tendrían un efecto práctico en la 

elección del material para repoblación, sin embargo el conocimiento sobre la 

plasticidad fisiológica de esta especie es escaso y a menudo contradictorio. En 

nuestro estudio se evaluó el efecto de dos procedencias de semilla de clima 

contrastado (Alcarria y Sierra Morena Occidental) en la tolerancia al frío de las 

plantas, además de estudiar la respuesta de las mismas a diversas dosis de 

fertilización otoñal en vivero. La fertilización otoñal, especialmente con N, 

mejoró el crecimiento, la capacidad de crecimiento de raíces, la tolerancia al 

frío y el estado nutricional de las plantas sin disminuir la calidad de planta de 

las mismas. Se detectó una diferente asimilación y/o acumulación de nutrientes 

entre distintas regiones de procedencia de las semillas, además de que aspectos 

fisiológicos como la tolerancia al frío parecen depender de aspectos genéticos 

relacionados con la adaptación de las plantas a las condiciones climáticas de 

sus regiones de procedencia, al ser las plantas de la procedencia más fría más 

tolerantes que las de la procedencia cálida. 

Palabras clave: encina; región de procedencia; nutrición mineral; adaptación. 
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4.2 - INTRODUCCIÓN 

Quercus ilex L. (encina) es un árbol de hoja perenne y esclerófila 

ampliamente distribuido por la cuenca mediterránea (Barbero et al., 1992). A 

pesar de ser considerablemente usado para restauración forestal en dichos 

bosques (Rodà et al., 1999) muestra un pobre establecimiento en campo en 

comparación con otras especies mediterráneas, particularmente en lugares con 

condiciones climáticas desfavorables (Pausas et al., 2004). Uno de los aspectos 

a los que es atribuido este escaso éxito de las repoblaciones es a la baja calidad 

de las plantas (del Campo et al., 2010). La encina es un árbol muy vulnerable a 

condiciones ambientales de estrés durante sus primeros años de vida, 

especialmente en el caso de Q. ilex ssp. ballota (Desf.) Samp., que aparece 

principalmente en zonas continentales y de interior (Ruiz de la Torre, 2006). 

La amplia distribución de la encina, unida a la heterogeneidad de los 

ambientes que coloniza, implica una alta plasticidad fenotípica a nivel morfo-

fenológico (Gratani, 1995; Sabatè et al., 1999), lo cual indica una gran 

capacidad de adaptabilidad (Valladares et al., 2000). Diferentes respuestas 

fisiológicas de distintas poblaciones a los factores de estrés a los que la planta 

es sometida (generalmente bajas temperaturas y sequía) tendrían un efecto 

práctico en la elección del material para repoblación. En los estudios realizados 

sobre plasticidad fisiológica en encina (Gimeno et al., 2009; Gratani et al., 

2003; Laureano et al., 2008; Morin et al., 2007; Pesoli et al., 2003; Sánchez-

Vila y Retuerto, 2007) existen discrepancias en cuanto a si predomina la 

aclimatación (alta plasticidad intrapoblacional) o la adaptación a las 

condiciones de su región de procedencia (plasticidad interpoblacional). Las 

heladas son uno de los principales agentes estresantes de las plantas de encina 

durante su establecimiento y limita la distribución en altitud de la especie 

(Terradas y Savé, 1992) siendo, por tanto, muy importante para el éxito de una 
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repoblación conocer si existen diferencias entre regiones de procedencia en 

cuanto a resistencia a diferentes tipos de estrés.  

Las prácticas en vivero, las condiciones ambientales y los factores 

genéticos afectan a las características funcionales de las plantas y a su 

establecimiento en campo una vez transplantadas (Birchler et al., 1998). En 

este sentido la manipulación de la disponibilidad de nutrientes es una 

herramienta útil para la modificación de las características de las plantas 

(Puttonen, 1997). Sin embargo, los efectos de la manipulación de la 

disponibilidad de nutrientes en la calidad de planta y el establecimiento en 

campo de especies del género Quercus es aún incierto (Broncano et al., 1998; 

Oliet et al., 2009a; Trubat et al., 2010; Villar-Salvador et al., 2004a, 2005). 

Además, por lo que sabemos hasta el momento, el conocimiento del efecto de 

la fertilización sobre el estado nutricional de plantas de encina de distintas 

procedencias y su relación con la resistencia a estrés es prácticamente nulo. 

Nitrógeno y potasio son dos de los principales macronutrientes en 

plantas. Su aporte puede mejorar, respectivamente, aspectos como la tasa 

fotosintética, el crecimiento radical y la eficiencia en el uso del agua 

(Fernández et al., 2006; Lambers et al., 1990); o el control estomático, el ajuste 

osmótico y la tolerancia a la sequía y a las heladas (Bogeat-Triboulot y Lévg, 

1998). En nuestro estudio, teniendo en cuenta los datos proporcionados en el 

capítulo 1, hemos sometido a las plantas a distintas dosis de N y K, por ser los 

nutrientes que más efecto produjeron sobre los parámetros estudiados, 

prescindiendo en este ensayo del efecto del fósforo. 

El presente estudio, con plantas de dos procedencias de Quercus ilex 

ssp. ballota, una de clima frío continental (Alcarria, ALC) y otra de clima más 

cálido con influencia atlántica (Sierra Morena Occidental, HU), sometidas 

durante el período de fertilización otoñal a diferentes dosis de N-K, tiene como 
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principales objetivos determinar: (i) el estado morfológico y nutricional a la 

finalización del periodo de vivero de las plantas de cada procedencia, (ii) 

corroborar el efecto de la fertilización otoñal sobre la tolerancia al frío y la 

capacidad de crecimiento de raíces y, (iii) estudiar si existe un distinto 

comportamiento en la capacidad de tolerancia a estrés por bajas temperaturas 

de plantas de procedencias de clima contrastado. 

 

4.3 - MATERIAL Y MÉTODOS 

4.3.1 - Material vegetal y condiciones de cultivo 

Las bellotas de encina se recolectaron durante el otoño de 2008 en dos 

localidades de condiciones climáticas diferentes, en 25 árboles por localidad 

separados entre sí más de 80 m, a razón de 300 semillas por árbol. Una de las 

localidades (ALC) está situada en Guadalajara, correspondiente a la región de 

procedencia La Alcarria y Serranía de Cuenca (39º25’ - 41º20’ N, 1º40’- 3º15’ 

W) mientras que la otra está localizada en la Sierra de Huelva (HU), 

correspondiente a la región de procedencia Sierra Morena Occidental (37º30’ - 

38º20’ N, 4º30’ – 7º30’ W). La primera región de procedencia se ubica a una 

altitud de entre 800 y 1000 m, sobre cambisoles cálcicos, con una precipitación 

media anual de 628 mm. La temperatura media anual es de 13,3 ºC, la 

temperatura media de las máximas en el mes más cálido es de 34,6 ºC mientras 

que la temperatura media de las mínimas en el mes más frío es de -2,8 ºC 

llegándose a alcanzar mínimas de -20 ºC en años muy fríos (Jiménez-Sancho et 

al., 1996). La segunda región de procedencia se halla entre 200 y 700 m de 

altitud, sobre regosoles y cambisoles pedregosos, con una precipitación media 

anual de 842 mm. La temperatura media anual es de 16,2 ºC, la temperatura 

media de las máximas en el mes más cálido es de 38,5 ºC mientras que la 

temperatura media de las mínimas en el mes más frío es de 1,5 ºC (Jiménez-
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Sancho et al., 1996). Esta región, a diferencia de la anterior, no presenta 

períodos de helada segura, aunque las temperaturas mínimas absolutas pueden 

alcanzar -5º C en enero. 

A principios de 2009, se tomaron de forma aleatoria 300 bellotas por 

procedencia (12 por árbol) y se pusieron a pregerminar sobre perlita húmeda en 

una cámara de cultivo a 20 ºC con el fin de reducir el tiempo y la variabilidad 

intrapoblacional en la germinación. En la tercera semana de febrero, se 

plantaron 120 bellotas sanas de cada procedencia escogidas al azar de entre las 

que habían pregerminado satisfactoriamente. Las bellotas fueron distribuidas 

aleatoriamente en 6 bandejas de contenedores Plasnor de 300 cm3 (1 bandeja 

contiene 45 contenedores), de forma que en cada bandeja había 20 plantas de 

cada procedencia y se utilizó como substrato turba rubia Kekkilä B0 (con el 

pH corregido a 6,0 usando Dolokal). Las plantas crecieron en vivero bajo una 

malla que reducía la radiación un 50%. Todas las bandejas estuvieron bien 

regadas y fueron movidas y rotadas semanalmente durante todo el periodo de 

crecimiento para evitar el efecto de la posición. 

Durante las primeras 28 semanas, se aplicó un régimen de fertilización 

constante usando el fertilizante soluble en agua Peters professional 20-20-20 

en una solución de 125 ppm N, 54 ppm P y 104 ppm K, con cada planta 

recibiendo semanalmente una dosis de 2,500 mg N (el N del fertilizante se 

distribuía en 3,94% nitrógeno amoniacal, 6,05% nitrógeno nitrato y 10,01% 

nitrógeno urea), 1,088 mg P y 2,075 mg K (fosfato monoamónico, fosfato 

monopotásico y nitrato potásico), correspondiente a 70,0 mg N, 30,5 mg P, y 

58,1 mg K por planta durante el periodo de 28 semanas. Cada planta recibió el 

fertilizante disuelto en agua destilada con una periodicidad semanal y entre dos 

fertilizaciones consecutivas las plantas fueron regadas con agua del grifo según 

necesidad. Al final de las primeras 28 semanas, los parámetros morfológicos y 
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nutricionales fueron: altura (9,45 ± 0,44 cm), diámetro del tallo (2,38 ± 0,07 

cm), peso seco de la parte aérea (1,19 ± 0,07 g), peso seco de la raíz (2,46 ± 

0,28 g), ratio parte aérea raíz (0,58 ± 0,04) y concentraciones foliares de 

nutrientes de 0,99 %N, 0,09 %P, 0,63 %K.  

Transcurridas las 28 semanas (octubre de 2009), se tomaron 80 plantas 

por procedencia al azar y se distribuyeron aleatoriamente en bandejas a razón 

de 20 plantas por procedencia en cada bandeja. En las siguientes 12 semanas 

(desde la primera semana de octubre a la tercera semana de diciembre), durante 

la fase de endurecimiento, las dosis de N y K fueron modificadas siguiendo un 

diseño factorial completo con dos factores (N y K) con dos niveles cada uno: N 

(N1, N1/20) y K (K1, K1/50) y dejando la dosis de P constante (denominada P1 en 

el capítulo 1). Por lo tanto se experimentaron 4 tratamientos de fertilización 

distintos (Tab. 1), cada uno aplicado a una bandeja que contenía 20 plantas por 

procedencia (40 plantas por tratamiento). Las plantas mostraron nuevos brotes 

desde finales de verano hasta finales de octubre, sin diferencias significativas 

en el número de plantas con brotes nuevos entre tratamientos o procedencias. 

De principios de noviembre en adelante las plantas no mostraron signos 

visuales de crecimiento del tallo. Las dosis de nutrientes N1, P1, y K1 fueron las 

mismas que las usadas durante las primeras 28 semanas de cultivo, 

coincidentes con las aplicadas en el capítulo 1 y dentro del rango de aquellas 

típicamente recomendadas para encinas durante la fase de crecimiento en 

viveros (Navarro-Cerillo et al., 2009). Las dosis bajas (N1/20 y K1/50) fueron 

aplicadas para evitar una total privación de nutrientes (Boivin et al., 2002) pero 

aplicando unas dosis significativamente menores a las N1 y K1. 
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Tabla 1: Cantidad total de N, P y K aplicada a cada planta durante las 12 semanas que duró la 

fase de endurecimiento otoñal en este estudio. 

mg  últimas 12 semanas 
Tratamiento 

N P K 

1 N1 P1 K1 30,0 13,1 24,9 

3 N1 P1 K1/50 30,0 13,1 0,5 

5 N1/20 P1 K1 1,5 13,1 24,9 

7 N1/20 P1 K1/50 1,5 13,1 0,5 

 

4.3.2 - Estado morfológico y nutricional 

A finales de diciembre de 2009, seis plantas por tratamiento y 

procedencia fueron aleatoriamente seleccionadas para evaluar su estado 

morfológico y nutricional. El brote principal se cortó en el punto de inserción 

de los cotiledones, las hojas y el tallo fueron separados y las raíces limpiadas. 

Se midió la altura de la planta y el diámetro del tallo, este último 0,5 cm por 

encima del punto de inserción de los cotiledones. Posteriormente todas las 

muestras fueron lavadas con agua destilada y puestas a secar en un horno a 65 

ºC. Una vez que no se apreció reducción en el peso de las muestras, se evaluó 

el peso seco de hojas (LDW), de tallos (StDW) y de raíces (RDW), también se 

calculó el peso seco de la parte aérea (ShDW = LDW + StDW) y la ratio parte 

aérea raíz (SRDW = ShDW/RDW). 

Para obtener una cantidad suficiente de muestra de hojas para el análisis 

de nutrientes y carbohidratos no estructurales, se agruparon las 6 plantas en tres 

grupos de muestras por tratamiento y procedencia (dos plantas en cada grupo) 

que posteriormente fueron molidas usando un molino con un diámetro de 

rejilla de 0,8 mm. Para los análisis de N se utilizó un analizador elemental 

(Termo Finnigan 1112 Series EA, Milan, Italy). Para los análisis de P y K, las 

muestras secas y molidas fueron sometidas a 550 ºC durante 7 horas, seguido 
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de una digestión ácida en HCl 5M, posteriormente se analizaron con ICP-OES 

(Jobin Yvon Ultima 2, Tokio, Japan). También se determinaron en hojas los 

carbohidratos no estructurales (NSC): para la determinación de los azúcares 

solubles (SS) se realizó una extracción hidroalcohólica seguida de una 

colorimetría con antrona (Spiro, 1966) usando un espectrofotómetro (UV-1601, 

Shimadzu ®, Tokyo, Japan), mientras que el almidón (St) se determinó 

mediante una hidrólisis ácida seguida de una colorimetría con antrona (Rose et 

al., 1991). Los contenidos en nutrientes minerales y en NSC (expresados en 

mg) fueron calculados multiplicando la concentración (%) por el peso seco (g). 

Todos los nutrientes y NSC fueron determinados en las mismas muestras de 

hojas. 

4.3.3 - Tolerancia al frío y capacidad de crecimiento de las raíces 

Para evaluar la tolerancia al frío se utilizaron los ensayos de hoja suelta, 

tal y como fue descrito para Eucalyptus globulus L. (Fernández et al., 2007) y 

en el capítulo 1. Las hojas seleccionadas fueron separadas de las plantas e 

insertadas en tubos de ensayo (2,2 cm de diámetro y 15 cm de longitud), 

posteriormente se llevaron a un arcón congelador al que se acopló un 

programador de temperaturas (West ® 4400; ISE Inc., Cleveland, OH). El 

congelador contaba con dos ventiladores internos que distribuían el aire en el 

interior de una forma uniforme. El ensayo comenzaba a 12 ºC y la temperatura 

iba descendiendo a razón de 3 ºC/h hasta la mínima temperatura evaluada. La 

temperatura mínima era mantenida durante 3 horas y posteriormente se elevaba 

ésta hasta 12 ºC, a razón de 5 ºC/h, siendo la duración de un ciclo completo de 

entre 14 y 16 horas. Una vez terminado el ciclo de temperatura, los tubos de 

ensayo eran sacados del congelador y se les añadía agua destilada (≤ 2 cm3 por 

tubo) hasta cubrir el peciolo. Seguidamente, las muestras se mantenían en una 

cámara de cultivo a 25 ºC día/17 ºC noche, fotoperiodo de 12 h , ≥ 70% de 

humedad relativa y 350 µmol·m-2·s-1 de flujo de fotones fotosintéticos. 
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El daño a las hojas fue visualmente evaluado mediante la estimación del 

porcentaje de la hoja que sufrió un daño visualmente apreciable (VD) a 4, 24, 

48 y 96 h después de la finalización del ensayo de frío. Dicho daño visual, 

causado por la lisis celular se reconocía por un particular oscurecimiento y/o 

amarronamiento de la superficie afectada. 

Los ensayos se llevaron a cabo en la tercera semana de diciembre de 

2009 y se utilizaron dos hojas completamente desarrolladas por planta y 

temperatura de ensayo (una de la parte media-alta del tallo y otra de la parte 

media-baja del mismo), utilizando 4 plantas por tratamiento y procedencia en 

cada ensayo. Las temperaturas mínimas evaluadas fueron -8 ºC, -10 ºC, -12 ºC 

y -14 ºC. El número de horas de frío (≤ 8ºC) acumuladas por las plantas en el 

vivero fue de 239 h en el momento de las mediciones. 

La capacidad de crecimiento de raíces (RGC) se evaluó también en 

diciembre, usando 6 plantas por tratamiento y procedencia. Las plantas fueron 

cuidadosamente sacadas de sus contenedores y transplantadas a contenedores 

forestales de 2,5 L rellenando el volumen sobrante con perlita húmeda. 

Previamente al transplante se cortaron todas aquellas raíces blancas que 

sobresalían del cepellón. Los contenedores fueron aleatoriamente distribuidos 

en una mesa calentadora (20 ºC) en el interior de un invernadero durante un 

periodo de 4 semanas. Las plantas fueron regadas cada 2-3 días y no fueron 

fertilizadas en ningún momento. Una vez finalizadas las 4 semanas, las plantas 

fueron cuidadosamente sacadas de los contenedores, limpiadas de perlita y las 

nuevas raíces fueron cortadas del cepellón. Las raíces se secaron en estufa a 

65º C hasta peso constante y se pesaron para obtener su peso seco pero 

previamente fueron clasificadas en raíces finas (FRW; < 2 mm diámetro) y 

raíces gruesas (ThRW; > 2 mm diámetro). 
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4.3.4 - Análisis de datos 

El efecto de la fertilización otoñal y la procedencia en la morfología y 

el estado nutricional de las plantas fue evaluado usando el siguiente modelo 

lineal general (GLM) 

ijklijkjkikijkjiijkl eNKPROCKPROCNPROCNKPROCKNy ++++++++= µ
 (1) 

donde yijkl es el valor de la variable dependiente en la planta l fertilizada con la 

dosis i de N (i = 1, 2), la dosis j de K (k = 1, 2) y perteneciente a la procedencia 

k (k = 1, 2); µ es la media general; N, K y PROC son los efectos fijos de los 

nutrientes y la procedencia; los términos dobles y triples representan la 

interacción entre los mismos; y e es el término de error bajo  la hipótesis eijkl ∼ 

N(0, σe
2). Cuando la variable dependiente era un porcentaje, se usó la 

transformación 100var(%)arcsen . Las diferencias significativas entre los 

distintos efectos fueron evaluadas mediante el test de Tukey's HSD, con α = 

0,05. Para el análisis de datos de los ensayos de RGC se siguió el mismo GLM. 

La influencia de la fertilización y la procedencia en VD fue estimada 

mediante un modelo mixto: 

ijklmnoqklokklm

knokmokmnkoknkmno

momnklonmlkjijklmno

ethPROCthKthN

tKPROCtNPROCtNKtPROCtKtNKPROC

NPROCNKthPROCKNhty

++++
+++++++

+++++++++=

ln

αµ
     

(2)  

donde yijklmno es el 100(%)VDarcsen  de la hoja i de la planta j, a la 

temperatura k, medido después de l horas (24 h, 48 h, 72 h, 96 h), con la dosis 

m de N,  la dosis n de K y la procedencia o; µ es la media general; α es el 

efecto aleatorio de la planta; t es el efecto fijo de la temperatura; h es el efecto 
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fijo del tiempo que pasa hasta que se realiza la medición; N, K y PROC son los 

efectos fijos de los nutrientes y la procedencia; y e es el término de error. Los 

otros términos describen las interacciones entre los efectos principales. La 

estructura inicial de la matriz de varianzas-covarianzas considera diferente la 

varianza entre observaciones a distintas temperaturas, y que la covarianza entre 

observaciones de la misma hoja a diferentes tiempos de medición no es nula y 

es distinta para cada temperatura.   

 

4.4 - RESULTADOS 

4.4.1 - Morfología y estado nutricional de las plantas 

La fertilización otoñal con nitrógeno tuvo un efecto significativo en 

todos los parámetros morfológicos estudiados a excepción de la ratio SRDW 

(Tab. 2). La tabla 2 también muestra cómo la región de procedencia resultó 

significativa para el diámetro y para SRDW, además de existir diferencias 

significativas (p = 0,031) en la biomasa de hojas entre ambas procedencias 

(HU 1,17 g; ALC 1,02 g). Por su parte la fertilización otoñal con potasio no 

tuvo un efecto significativo (p > 0,05) para ninguno de los parámetros 

estudiados, al igual que todas las interacciones entre los efectos contemplados. 

Tabla 2: Valores de los parámetros morfológicos de las plantas (en diciembre de 2009) en 

función de la dosis de N (N1 y N1/20) y la localidad de procedencia (ALC y HU). Para cada 

parámetro también se muestra el nivel de significación obtenido (p). 

 N   PROC 

 N1 N1/20 p  ALC HU p 

H (cm) 14,43  11,61 <0,001  12,53  13,41  0,153 

D (mm) 3,15  2,68  <0,001  3,14  2,69  <0,001 
ShDW (g) 1,71  1,33  0,007  1,45  1,58  0,395 

RDW (g) 3,43  2,79  0,002  3,20  3,01  0,284 

SRDW 0,51  0,48  0,253  0,46  0,53  0,005 



CAPÍTULO 2 

72 

 

Las tablas 3 y 4 muestran que la mayor fertilización otoñal con N 

incrementó significativamente, en hojas, tanto la concentración como el 

contenido de nutrientes (N, P y K). Además se han obtenido diferencias en las 

concentraciones de P y contenidos de N y K en función de la región de 

procedencia. Sin embargo no se ha encontrado un efecto significativo de la 

fertilización otoñal con K ni sobre las concentraciones ni sobre el contenido en 

nutrientes. 

Tabla 3: Valores de p obtenidos del modelo lineal general que evaluó el efecto de la 

fertilización (factores N y K) y el efecto de la región de procedencia sobre la concentración y el 

contenido de nutrientes en hojas de las plantas de Quercus ilex en diciembre de 2009. 

  N K PROC  N·K N·PROC K·PROC N·K·PROC 

[N]  0,003 0,322 0,229  0,970 0,995 0,238 0,758 

[P]  0,006 0,060 0,007  0,812 0,012 0,119 0,749 

[K]  0,037 0,070 0,073  0,039 0,715 0,300 0,446 

N cont  <0,001 0,395 0,005  0,550 0,449 0,102 0,500 

P cont  <0,001 0,125 0,266  0,966 0,005 0,140 0,257 

K cont  0,003 0,176 0,023  0,191 0,913 0,037 0,324 

 

Tabla 4: Valores de concentración y contenido en nutrientes foliares de las plantas de Quercus 

ilex en diciembre de 2009 cultivadas con diferentes dosis de N (N1 y N1/20), y perteneciente a 

distintas regiones de procedencia (ALC y HU). Para cada parámetro y factor, las letras 

diferentes muestran diferencias significativas (p < 0,05) entre dosis de nutriente o región de 

procedencia. 

 

 

 

 N  PROC 

 N1 N1/20  ALC HU 

[N] (%) 1,53 a 1,31 b  1,38 a 1,46 a 
[P] (%) 0,17 a 0,15 b  0,17 a 0,15 b 
[K] (%) 0,92 a 0,88 b  0,88 a 0,91 a 

N cont (mg) 18,54 a 12,83 b  14,29 a 17,04 b 

P cont (mg) 2,04 a 1,47 b  1,76 a 1,75 a 

K cont (mg) 11,24 a 8,73 b  9,16 a 10,81 b 
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En relación a las interacciones entre nutrientes y región de procedencia, 

la interacción N⋅K tuvo un efecto significativo en la concentración de K en 

hojas, siendo necesario aplicar las dosis más altas de ambos nutrientes (N1 y 

K1) para obtener un incremento significativo de la concentración de K, el cual 

no se conseguía con la aplicación independiente de la dosis alta de cada 

nutriente por separado. La interacción N·PROC resultó significativa tanto para 

la concentración como para el contenido de P, siendo la combinación de dosis 

alta de nitrógeno (N1) con la región de procedencia ALC la que presentó 

valores mayores de concentración y contenido de P. También resultó 

significativa la interacción K·PROC para el contenido en K, obteniéndose los 

valores mayores para la combinación de dosis alta de potasio (K1) y región de 

procedencia HU. 

No hubo ningún efecto significativo de la fertilización en las 

concentraciones foliares de SS ni de St (4,97 % y 25,05 %, respectivamente) ni 

en sus contenidos (56,40 mg y 276,45 mg, respectivamente). Sí hubo 

diferencias significativas en el contenido foliar en SS entre procedencias (p = 

0,043), siendo los contenidos encontrados en las plantas de la procedencia HU 

mayores que en las de la procedencia ALC (69,21 mg y 43,60 mg, 

respectivamente). 

4.4.2 - Tolerancia al frío y capacidad de crecimiento radical 

El análisis de los datos mostró diferencias significativas en VD entre 

todas las temperaturas estudiadas, excepto entre -10 ºC y -12 ºC, siendo los 

valores de VD mayores cuanto menor fue la temperatura ensayada. Asimismo, 

VD fue aumentando significativamente conforme aumentaba el tiempo de 

espera entre la finalización del ensayo y la medición (24, 48, 72 y 96 h). Tanto 

la fertilización nitrogenada como la región de procedencia fueron factores que 
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afectaron los valores de VD, mientras que la dosis de K no presentó ningún 

efecto significativo sobre los daños por frío. Para N, las plantas que recibieron 

una dosis menor de fertilizante (N1/20) presentaron valores de VD mayores que 

las plantas que recibieron una dosis alta (N1) para todas las temperaturas 

ensayadas, excepto para -14 ºC (Fig. 1). Por otra parte, las plantas de la región 

de procedencia HU presentaron valores de VD mayores que las plantas de la 

procedencia ALC, está diferencia fue patente a las temperaturas de -10 y -12 ºC 

(Fig. 2).  

 

Figura 1: Daño visual (VD) estimado en función de las diferentes dosis de N aplicadas y la 

temperatura de ensayo. Las diferentes letras indican diferencias significativas (p <0,05) entre 

diferentes dosis de N para cada temperatura ensayada. 
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Figura 2: Daño visual (VD) en función de las diferentes regiones de procedencia (ALC y HU) 

y la temperatura de ensayo. Las diferentes letras indican diferencias significativas (p <0,05) 

entre las regiones de procedencia para cada temperatura ensayada. 

 

Los datos de la capacidad de crecimiento radical mostraron que las 

plantas tratadas con dosis N1 tuvieron significativamente más raíces nuevas que 

las plantas tratadas con N1/20 (p <0,05) una vez finalizó el ensayo de RGC. Los 

valores de las variables estudiadas en función de la dosis de N fueron: 59,8 mg 

ThRW (N1), 20,8 mg ThRW (N1/20), 7,6 mg FRW (N1) y 4,2 mg FRW (N1/20). 

No se encontraron diferencias significativas en función de la dosis de K, la 

región de procedencia o las interacciones entre factores para los parámetros 

estudiados. 
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4.5 - DISCUSIÓN 

La fertilización otoñal nitrogenada ha resultado ser una herramienta 

efectiva en el incremento otoñal de los parámetros morfológicos H, D, ShDW y 

RDW. Los valores obtenidos de estos parámetros fueron de alrededor del 20 % 

mayores en la dosis N1 respecto a la dosis N1/20, al final del periodo de 

crecimiento en vivero de las plantas de encina. Los mayores valores de H, D, 

ShDW y SRDW estuvieron en concordancia con estudios previos (Broncano et 

al., 1998; Villar-Salvador et al., 2004a). Sin embargo, algunos estudios (Oliet 

et al., 2009a; Villar-Salvador et al., 2004a), como comentamos en el capítulo 

anterior, no encontraron un aumento en el crecimiento de raíces por la 

fertilización con N. Este aumento en el crecimiento radicular también ha sido 

encontrado en el capítulo 1 de este estudio por lo que daría consistencia a la 

hipótesis de que esta diferencia podría ser explicada porque la fertilización en 

nuestros ensayos se extendió hasta mediados de diciembre, mientras que en los 

estudios citados la fertilización concluyó a principios de otoño o por el efecto 

de la temperatura ambiente, algo más cálida en nuestro vivero de Huelva. 

La región de procedencia resultó significativa para el diámetro de las 

plantas y para SRDW, presentando las plantas de ALC valores mayores de 

diámetro y menores de SRDW que las de HU. Respecto a las diferencias entre 

procedencias en caracteres morfológicos, algunos estudios han mostrado que 

en plantas de Quercus ilex parámetros morfológicos como el tamaño de la 

planta estaría relacionada con las condiciones climáticas de la región de 

procedencia (Gratani et al., 2003). Ello es debido en parte a que las bellotas de 

procedencias donde las condiciones climáticas (sequía, bajas temperaturas) no 

suponen un excesivo estrés para los árboles son mayores en tamaño que 

aquellas procedentes de zonas muy frías o con una sequía estival acusada 

(Gimeno et al., 2009). En nuestro estudio las plantas de la procedencia más fría 

mostraron valores mayores de diámetro, mientras que el peso seco total de la 
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planta fue similar en ambas procedencias. Es pues necesaria la realización de 

nuevos estudios tomando en consideración un mayor número de procedencias 

con un amplio rango climático para esclarecer el efecto que la procedencia 

pueda tener sobre parámetros morfológicos. 

La fertilización con N fue el principal factor que afectó tanto a las 

concentraciones como al contenido en nutrientes de las plantas: mayor 

suplemento otoñal de N incrementó significativamente ambos. Recordamos de 

neuvo que Oliet et al. (2009a) encontraron mayores concentraciones de N, P, y 

K en plantas fertilizadas que en plantas no fertilizadas, pero no encontraron un 

efecto entre las diferentes dosis de N dentro de las fertilizadas, para las 

concentraciones ensayadas, incluso siendo las diferencias entre dosis de N 

aplicadas mayores que las presentes en este estudio. Sin embargo, al igual que 

en nuestros ensayos, sí encontraron diferentes contenidos en nutrientes en 

función de la dosis de N aplicada, de modo que las plantas más fertilizadas 

tuvieron mayores contenidos en N, P y K, principalmente debido a un 

incremento en la biomasa de las plantas fertilizadas.  

Sí se obtuvieron diferencias entre procedencias en la concentración de P 

y los contenidos foliares de N y K. Las plantas de la procedencia ALC 

mostraron concentraciones mayores de P que las de HU, aunque esta diferencia 

no se tradujo en un mayor contenido en este nutriente debido a la mayor 

biomasa en hojas de las plantas de la procedencia HU. Este hecho, unido a un 

ligero incremento, aunque no significativo, en la concentración de N y K en las 

hojas de las plantas de la procedencia HU supuso que las plantas de esta 

procedencia tuvieran mayores contenidos de estos nutrientes. Las interacciones 

entre fertilización y procedencia muestran que en el caso de las plantas de ALC 

la concentración y el contenido de P en las hojas aumentaron 

considerablemente al aplicar altas dosis de N; por su parte las plantas de HU 

aumentaron su contenido en K cuando recibieron altas dosis de este nutriente. 
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Estos datos sugieren una diferencia de comportamiento en la acumulación de 

nutrientes entre diferentes regiones de procedencia sobre todo en el caso de P y 

K. El fósforo es un importante constituyente de los fosfolípidos que forman 

parte y dan estabilidad a las membranas celulares (Marshner, 1995), siendo 

estas membranas celulares el primer lugar donde se produce el daño inducido 

por heladas (Heino y Palva, 2003; Kaminska-Rozek y Pukacki, 2005; Pukacki 

et al., 1991). El endurecimiento frente a este estrés está asociado a la fluidez de 

la membrana y la transición de temperatura entre la fase sólida y gel (Levitt, 

1980) que están relacionados con los ratios entre fosfolípidos saturados e 

insaturados, fosfolípidos y proteínas y fosfolípidos y esteroles (Kalberer et al., 

2007; Livonen et al., 2004; Yoshida, 1986). El potasio juega un importante 

papel en el control de la apertura de los estomas y el ajuste osmótico 

intracelular (del Campo et al., 2010; Hsiao y Läuchli, 1986), siendo las plantas 

que poseen un adecuado estado nutricional en K menos susceptibles a 

episodios de sequía (Lindhauer, 1985). 

El análisis de carbohidratos indicó que, a pesar del mayor crecimiento 

de las plantas N1, las concentraciones y contenido de NSC no presentaron 

diferencias entre las distintas dosis de fertilización aplicadas. La aplicación de 

fertilizante evitó el efecto dilución en la concentración de NSC en las hojas de 

las plantas a pesar de que la demanda de carbohidratos para su crecimiento y 

mantenimiento sería mayor en las plantas más grandes (Fernández et al., 2008; 

Palacio et al., 2008; Sanz-Perez et al., 2007). El análisis de los datos de NSC en 

función de la procedencia mostró que las plantas de la procedencia HU 

tuvieron mayores contenidos de SS que las de la procedencia ALC, siendo esta 

diferencia debida a la combinación de una mayor biomasa foliar con una ligera 

mayor concentración de azúcares (p = 0,122) en las plantas de HU. Estos datos 

podrían reflejar también un diferente comportamiento entre procedencias en la 

respuesta a la acumulación y/o asimilación de estos azúcares. 
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Estudios previos en otras especies (Fernández et al., 2007, 2008), así 

como los datos presentados para encina en el capítulo 1, han mostrado que la 

medición de VD de las hojas es un método eficaz para evaluar los daños que 

presenta la planta después de someterse a una helada. Aunque existe cierta 

discrepancia en cuanto al efecto que la fertilización con N puede tener sobre la 

tolerancia a heladas (literatura citada en Fernández, 2008 y Vilagrosa et al., 

2006), nuestros datos muestran que la fertilización otoñal con N mejoró 

sustancialmente la capacidad de tolerancia al frío de plantas de encina 

cultivadas en vivero. Diversos estudios demuestran un efecto positivo de la 

concentración de SS en la tolerancia al frío en varias especies de Quercus 

(Fernández et al., 2008; Mollá et al., 2006; Morin et al., 2007). Sin embargo 

nuestros datos muestran unas concentraciones y contenidos similares de SS 

entre distintas dosis de nitrógeno, aunque la aplicación de N mejoró la 

tolerancia al frío de las plantas. Como ha quedado de manifiesto en el anterior 

capítulo la acumulación de SS no es el único aspecto que puede prevenir el 

daño por heladas, existiendo otras moléculas y solutos que pueden tener un 

papel importante en la tolerancia al frío (Larcher, 2000; Zwiazek et al., 2001). 

Como componente de estos solutos podría encontrarse K, cuyo contenido está 

inversamente relacionado con el daño por heladas, o P, el cual forma parte de 

los fosfolípidos que confieren estabilidad a las membranas celulares 

(Marschner, 1995), que son las primeras estructuras dañadas por agentes 

ambientales estresantes como las bajas temperaturas (Elstner, 1982). Tanto K 

como P han presentado mayores contenidos en las plantas N1 cuya tolerancia al 

frío también fue mayor. 

La región de procedencia ha resultado ser un factor significativo en la 

tolerancia de las plantas a las heladas en las temperaturas intermedias 

ensayadas (-10 y -12º C) donde estas plantas se han encontrado al límite de su 

capacidad de tolerancia. Las plantas de la procedencia más fría (ALC) han 
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sostenido valores de VD en torno al 40%, mientras que las plantas procedentes 

de una procedencia más cálida han presentado valores en torno al 80-90%, es 

decir apreciándose necrosis casi completa de los tejidos foliares. Nuestros 

datos parecen indicar una adaptación a las condiciones climatológicas 

predominantes en la región de procedencia de las semillas. La protección frente 

a heladas se logra a través de una serie de cambios bioquímicos y fisiológicos 

dependiente de la expresión de los genes sensibles a bajas temperaturas 

(Novillo et al., 2004; Suping et al., 2005). Las adaptaciones fisiológicas entre 

procedencias han sido estudiadas para otras especies: Pinus taeda (Bongarten y 

Teskey, 1986), Picea abies (Oleksyn et al., 1998), Pinus sylvestris (Palmroth et 

al., 1999), Fagus sylvatica (Peuke et al., 2002) pero para especies de frondosas 

esclerófilas mediterráneas la literatura es escasa y algo contradictoria. Algunos 

estudios en Quercus ilex (Gratani et al., 2003; Sánchez-Vilas y Retuerto, 2007) 

y en Quercus suber (Ramirez-Valiente et al., 2009) han encontrado una 

adaptación de plantas de procedencia xéricas a la sequía, mientras que para la 

tolerancia al frío se ha demostrado que las plantas procedentes de regiones frías 

muestran un mejor comportamiento frente a heladas en distintas especies de 

Quercus (Aranda el al., 2005; Morin et al., 2007). Por el contrario Gimeno et 

al. (2009) concluyeron que las respuestas fisiológicas a la sequía y a las heladas 

dependían más de la aclimatación a condiciones de estrés que de la adaptación 

propia de las plantas a las condiciones de su región de procedencia. Las 

diferencias encontradas entre nuestro estudio y el de Gimeno et al. (2009), 

donde no se obtienen diferencias en la tolerancia al frío entre procedencias, 

pudieran ser debidas a una distinta exposición a temperaturas bajas. La 

aclimatación al frío por la exposición a temperaturas subóptimas (dependiendo 

de la especie) es un mecanismo conocido (Thomashow, 1999). El periodo de 

tiempo en el que se cultivaron las plantas en nuestro vivero fue 

excepcionalmente cálido, el número de horas acumuladas durante el cultivo en 

el que la temperatura bajó de 8º C fue de solo 239 h, por lo que la aclimatación 
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de las plantas fue menor que en un vivero de condiciones más frías. No 

obstante existen evidencias de un importante grado de heterogeneidad en la 

constitución genética de las distintas regiones de procedencia de encina que 

explicaría variaciones en atributos funcionales y estructurales entre poblaciones 

(Sánchez-Vilas y Retuerto, 2007). El mayor contenido en SS, N y K de las 

plantas de la procedencia HU con respecto a las de la procedencia ALC no se 

tradujo en una mayor tolerancia al frío. La tolerancia a las heladas involucra 

muchos procesos fisiológicos y moleculares (Larcher, 2000) como la 

acumulación de azúcares, la síntesis de proteínas protectoras o el aumento de la 

transcripción de mRNA (Novillo et al., 2004; Suping et al., 2005). Es necesario 

pues esclarecer la relación entre la tolerancia al frío, determinados procesos 

fisiológicos y la composición de diversos compuestos orgánicos. Una medida 

con mayor periodicidad de la tolerancia al frío, el análisis de SS desde finales 

de verano hasta el otoño y durante el invierno (Colombo et al., 2003) y el 

estudio de más regiones de procedencia cultivadas en diferentes condiciones 

climáticas, ayudaría a comprender el proceso de endurecimiento al frío en esta 

especie. 

RGC está considerada como una medida del vigor de las plantas y 

proporciona una buena evaluación de la eficiencia fotosintética y de la cantidad 

de carbohidratos almacenados (Ritchie, 1985). En nuestro caso la fertilización 

con N (N1) incrementó RGC y el crecimiento de la planta. RGC está 

frecuentemente correlacionado con la tolerancia al frío (Simpson y Ritchie, 

1996). Nuestro estudio está en concordancia con Mollá et al. (2006) ya que 

encontramos que la fertilización con N (N1) incrementó RGC y la tolerancia al 

frío. No se ha encontrado ningún efecto de la procedencia en la capacidad de 

regeneración radical. 
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4.6 - CONCLUSIONES 

La fertilización otoñal con nitrógeno, en dosis de 100 mg de N por 

planta, ha demostrado ser una herramienta útil para modificar la morfología de 

la encina en vivero. Además el aumento del tamaño de la planta está 

acompañado con un aumento tanto de las concentraciones y contenidos de N-

P-K y de una mejora de aspectos fisiológicos como la tolerancia al frío o la 

capacidad de regeneración radicular. 

Nuestros datos sugieren una diferente asimilación y/o acumulación de 

nutrientes entre distintas regiones de procedencia de la semilla. Esto es 

especialmente cierto para N, K y SS. Aspectos fisiológicos como la tolerancia 

al frío parecen depender de aspectos genéticos relacionados con la adaptación 

de las plantas a las condiciones climáticas de sus regiones de procedencia, 

aunque un estudio más detallado y con mayor número de procedencias y 

condiciones de cultivo es necesario para establecer el efecto de la plasticidad 

intra e inter poblacional en éste y otros aspectos fisiológicos. 
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Capítulo 3: Efecto de la fertilización otoñal nitrogenada 

sobre el estado nutricional y la resistencia a estreses 

abióticos de plantas de encina. 

 

  

 



 

84 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



CAPÍTULO 3 

85 

5 - Efecto de la fertilización otoñal nitrogenada sobre el estado nutricional 

y la resistencia a estreses abióticos de plantas de encina. 

 

5.1 - RESUMEN 

La encina (Quercus ilex ssp. ballota [Desf.] Samp) es una de las 

especies más importante en las comunidades forestales del oeste de la cuenca 

mediterránea, siendo un árbol muy vulnerable a condiciones ambientales de 

estrés durante sus primeros años de vida. Las principales condiciones de estrés 

son la sequía estival y las heladas invernales. En este sentido la fertilización 

otoñal con nitrógeno es una herramienta útil para la mejora de la calidad de las 

plantas en vivero y su posterior éxito postransplante. La aplicación de 30 y 60 

mg N durante 12 semanas de fertilización otoñal (incluidas respectivamente en 

tratamientos de aplicación total de 100 y 130 mg N durante las 40 semanas de 

cultivo en vivero), mejoraron el crecimiento, la capacidad de crecimiento de 

raíces, la tolerancia al frío y el estado nutricional de las plantas, respecto a las 

dosis reducidas (0 y 1,5 mg N de aplicación otoñal), además de no afectar 

negativamente a la respuesta de las plantas ante situaciones de estrés hídrico. 

La aplicación otoñal de distintas dosis de N mostró que algunos parámetros 

morfológicos, como el diámetro del tallo (D) y el peso de la parte aérea 

(ShDW), son susceptibles de ser modificados mediante pequeños incrementos 

en el aporte de N durante el cultivo. La mayor dosis de N aplicada (60 mg N 

otoñales) supuso un aumento del contenido de nutrientes en las hojas, sin 

producirse una disminución en sus concentraciones por un efecto de dilución, 

pero se apreció una tendencia hacia menor tolerancia al frío respecto de la 

dosis de 30 mg N. . 
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Palabras clave: encina; estrés hídrico; fisiología; tolerancia al frío; estrés 

oxidativo. 

 

5.2 - INTRODUCCIÓN 

La encina (Quercus ilex ssp. ballota) es una de las especies más 

importantes en las comunidades forestales del oeste de la cuenca mediterránea 

(Palacios et al., 2009). El uso de esta especie esclerófila y de hoja perenne para 

repoblación ha aumentado considerablemente en los últimos diez años (MAPA, 

2006). Sin embargo, esta especie muestra un pobre establecimiento en campo 

en comparación con otras especies mediterráneas, particularmente en lugares 

con condiciones climáticas no favorables (Pausas et al., 2004). Uno de los 

aspectos a los que es atribuido este escaso éxito de las repoblaciones es a la 

baja calidad de la planta producida en vivero (del Campo et al., 2010). 

La encina es un árbol muy vulnerable a condiciones ambientales de 

estrés durante sus primeros años de vida (Navarro-Cerrillo et al., 2005). El 

clima mediterráneo está caracterizado por una pronunciada estacionalidad e 

imprevisibilidad de las lluvias y de las temperaturas extremas (Oliveira y 

Peñuelas, 2004; Valladares et al., 2002a, 2002b), siendo la sequía y las heladas 

los principales factores limitantes de la distribución, abundancia, supervivencia 

y crecimiento de esta especie (Larcher, 2000). Condiciones de estrés como la 

sequía, las heladas o el exceso o déficit de nutrientes puede conducir a la 

formación de especies reactivas del oxígeno (EROs) provocando situaciones de 

estrés oxidativo (Mittler, 2002). El estrés oxidativo puede provocar daños a las 

membranas, a las proteínas y en los casos más severos al ADN, por lo que la 

planta presenta diferentes mecanismos para defenderse de éste (Márquez-
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Gracía, 2009). En general estos mecanismos se basan en tres tipos: i) la 

presencia de agentes reductores, como el ácido ascórbico, el glutatión, el 

tocoferol o la coenzima Q entre otros (Blokhina et al, 2003); ii) la actividad de 

sistemas enzimáticos que catalicen la eliminación de EROs (Clijster et al, 

1999); y iii) el mantenimiento de un estado redox adecuado en la célula 

(Clijster et al, 1999). 

La manipulación de la disponibilidad de nutrientes en vivero puede 

modificar las características morfo-fisiológicas de las plantas producidas 

(Puttonen, 1997), aunque la respuesta posterior en campo sigue siendo incierta 

para especies del género Quercus (Broncano et al., 1998; Oliet et al., 2009a; 

Trubat et al., 2010; Villar-Salvador et al., 2004a, 2005). El aporte de nitrógeno 

puede mejorar aspectos como la tasa fotosintética, el crecimiento radical y la 

eficiencia en el uso del agua (Fernández et al., 2006; Lambers et al., 1990). 

Además, teniendo en cuenta los datos proporcionados en el capítulo 1 y 2, de 

los tres macronutrientes ensayados (N, P y K) el nitrógeno ha sido el nutriente 

que más efecto produjo sobre los parámetros estudiados, como por ejemplo la 

tolerancia a las heladas. 

Los objetivos de este capítulo son: (i) estudiar el efecto de distintas 

dosis de N aportados durante la fertilización otoñal en las características 

morfológicas y nutricionales de las plantas cultivadas; y (ii) caracterizar el 

efecto de las distintas dosis de N sobre los principales factores de estrés en las 

plantas: sequía y heladas. 
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5.3 - MATERIAL Y MÉTODOS 

5.3.1 - Material vegetal y condiciones de cultivo 

Durante el otoño de 2008 se recolectaron bellotas de la región de 

procedencia La Alcarria y Serranía de Cuenca (39º25’ - 41º20’ N, 1º40’- 3º15’ 

W). Posteriormente, a principios de 2009, 600 bellotas fueron pregerminadas 

sobre perlita húmeda en una cámara de cultivo a 20 ºC con el fin de mejorar la 

uniformidad de la germinación. En la tercera semana de febrero, se plantaron 

360 bellotas escogidas al azar de entre todas las que habían pregerminado 

satisfactoriamente. Las bellotas fueron distribuidas aleatoriamente en 8 

bandejas de contenedores Plasnor de 300 cm3 (1 bandeja contiene 45 

contenedores), usando como substrato turba rubia Kekkilä B0 (con el pH 

corregido a 6,0 usando Dolokal). Las plantas crecieron en vivero bajo una 

malla que reducía la radiación un 50%. Todas las bandejas estuvieron bien 

regadas y fueron movidas y rotadas semanalmente durante todo el periodo de 

crecimiento para evitar un posible efecto de la posición de las bandejas en el 

crecimiento de las plantas. 

Durante las primeras 28 semanas, se aplicó un régimen de fertilización 

constante usando el fertilizante soluble en agua Peters professional 20-20-20 

en una solución de 125 ppm N, 54 ppm P y 104 ppm K, con cada planta 

recibiendo semanalmente una dosis de 2,500 mg N (composición del 

fertilizante de 3,94% nitrógeno amoniacal, 6,05% nitrógeno nítrico, 10,01% 

nitrógeno en forma de urea), 1,088 mg P y 2,075 mg K (fosfato monoamónico, 

fosfato monopotásico y nitrato potásico). Esta dosis de aplicación supuso 70,0 

mg N, 30,5 mg P, y 58,1 mg K durante un periodo de 28 semanas. Cada planta 

recibió el fertilizante disuelto en agua destilada en una sola aplicación con una 

periodicidad semanal. Entre dos fertilizaciones consecutivas las plantas fueron 

regadas con agua del grifo según necesidad, procurando evitar un exceso de 
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lavado por lixiviación en el agua de riego. Al final de las primeras 28 semanas, 

los parámetros morfológicos y nutricionales fueron: altura (9,37 ± 0,74 cm), 

diámetro del tallo (2,51 ± 0,11 cm), peso seco de la parte aérea (1,21 ± 0,09 g), 

peso seco de la raíz (2,53 ± 0,34 g), ratio parte aérea raíz (0,59 ± 0,03) y 

concentraciones minerales de 1,01 %N, 0,09 %P, 0,61 %K en hojas. 

Posteriormente se tomaron al azar 270 plantas sanas y se distribuyeron 

aleatoriamente en 6 bandejas (45 plantas en cada bandeja). En las siguientes 12 

semanas (desde la primera semana de octubre a la tercera semana de 

diciembre), durante la fase de endurecimiento otoñal, las dosis de N fueron 

modificadas ensayándose 4 dosis distintas (N0, N1/20, N1 y N2) dejándose la 

dosis de P y K constantes (iguales a las primeras 28 semanas y coincidentes 

con las denominadas P1 y K1 en el capítulo 1 y 2). Por lo tanto se ensayaron 4 

tratamientos de fertilización distintos (Tab. 1), cada uno aplicado a media 

bandeja, utilizando 67-68 plantas por tratamiento. Desde principios de 

noviembre en adelante las plantas no mostraron signos visuales de crecimiento 

del tallo. Como apuntábamos en los capítulos anteriores, las dosis de nutrientes 

N1, P1, y K1 están dentro del rango de aplicación recomendadas para encinas 

durante la fase de crecimiento en viveros (Navarro-Cerrillo et al., 2009). La 

dosis N1/20 fue aplicada para evitar una total privación de nutrientes (Boivin et 

al., 2002) pero aplicando unas dosis significativamente menor a N1, mientras 

que la privación total de N durante el otoño se ensayó con la dosis N0. La dosis 

N2 se utilizó para aplicar una dosis otoñal sensiblemente mayor a N1 pero 

dentro del rango recomendado para esta especie (Jacobs et al., 2009). 
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Tabla 1: Cantidades totales de N, P y K aplicadas a cada planta durante las 12 semanas que 

duró la fase de endurecimiento otoñal en este estudio y durante el periodo de crecimiento 

completo. 

mg  últimas 12 semanas 
Tratamiento 

N P K 

 N0 P1 K1 0,0 13,1 24,9 

 N1/20 P1 K1 1,5 13,1 24,9 

 N1 P1 K1 30,0 13,1 24,9 

 N2 P1 K1 60,0 13,1 24,9 

 

5.3.2 - Estado morfológico y nutricional al final del cultivo en vivero 

Una vez finalizado el cultivo (finales de diciembre de 2009), se 

seleccionaron al azar 6 plantas por tratamiento de fertilización con el fin de 

evaluar el estado morfológico y nutricional de las mismas. Se separaron hojas, 

raíces y tallo, midiendo previamente la altura y el diámetro de la planta, se 

limpiaron con agua destilada y se secaron en estufa a 65º C. Una vez que no se 

apreció reducción en el peso de las muestras, se evaluó el peso seco de hojas 

(LDW), de tallos (StDW) y de raíces (RDW), también se calculó el peso seco 

de la parte aérea (ShDW = LDW + StDW) y la ratio parte aérea raíz (SRDW = 

ShDW/RDW). 

Para obtener una cantidad suficiente de muestra de hojas para el análisis 

de nutrientes, se formaron tres grupos de muestras por tratamiento (dos plantas 

en cada grupo) que posteriormente fueron molidas (diámetro de rejilla 0,8 

mm). Los análisis de N se realizaron directamente sobre el material molido 

mediante un analizador elemental (Termo Finnigan 1112 Series EA, Milan, 

Italy), mientras que para los análisis de P y K las muestras molidas fueron 

sometidas a 550º C durante 7 horas, seguido de una digestión ácida en HCl 5M, 

para posteriormente ser analizadas con un ICP-OES (Jobin Yvon Ultima 2, 



CAPÍTULO 3 

91 

Tokio, Japan). También se determinaron en hojas los carbohidratos no 

estructurales (NSC), la determinación de los azúcares solubles (SS) se realizó 

mediante una extracción hidroalcohólica seguida de una colorimetría con 

antrona (Spiro, 1966) (usando un espectrofotómetro; UV-1601, Shimadzu ®, 

Tokyo, Japan), mientras que el almidón (St) se determinó mediante una 

hidrólisis ácida seguida de una colorimetría con antrona (Rose et al., 1991). 

Los contenidos en nutrientes y NSC (expresados en mg) fueron calculados 

multiplicando la concentración (%) por el peso seco (g). Todos los nutrientes y 

los NSC fueron determinados en las mismas muestras. 

5.3.3 - Tolerancia al frío 

 La evaluación de la tolerancia al frío se realizó mediante dos métodos, 

en primer lugar se usaron los ensayos de hoja suelta, tal y como fue descrito 

para Eucalyptus globulus L (Fernández et al., 2007) y además se evaluó el 

estrés oxidativo producido por la exposición a heladas en plantas enteras. Para 

la simulación de los ciclos de frío en ambos ensayos se usó un congelador 

doméstico con un programador de temperaturas (West ® 4400; ISE Inc., 

Cleveland, OH), el congelador contaba con dos ventiladores internos que 

distribuían el aire en el interior de una forma uniforme. El ensayo comenzaba a 

12 ºC y la temperatura iba descendiendo a razón de 3 ºC/h hasta la mínima 

temperatura evaluada. La temperatura mínima era mantenida durante 3 horas y 

posteriormente se iba elevando la temperatura hasta los 12 ºC, a razón de 5º 

C/h, un ciclo completo solía durar entre 14 y 16 horas. 

Los ensayos de hoja suelta se realizaron siguiendo la misma 

metodología de los capítulos anteriores, las hojas seleccionadas fueron 

insertadas en tubos de ensayo (2,2 cm de diámetro y 15 cm de longitud), y 

llevadas al congelador, una vez terminado el ciclo de temperatura, los tubos de 

ensayo eran sacados del congelador y se les añadía  a cada tubo agua destilada 
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(≤ 2 cm3) hasta cubrir el corto peciolo. Las muestras se mantenía en una 

cámara de cultivo (25 ºC día/17 ºC noche; fotoperiodo de 12 h ; ≥ 70% de 

humedad relativa y 350 µmol·m-2·s-1 de flujo de fotones fotosintéticos). El daño 

a las hojas fue visualmente evaluado mediante la estimación del porcentaje de 

la hoja que sufrió un daño visualmente apreciable (VD) a 4, 24, 48 y 96 horas 

después de la finalización del ensayo de frío. VD fue estimado como el 

porcentaje de superficie foliar que sufre lisis celular (reconocida como un 

particular oscurecimiento y/o amarronamiento de la hoja) después del ensayo. 

Los ensayos se llevaron a cabo en la tercera semana de diciembre de 2009 y se 

utilizaron dos hojas completamente desarrolladas (una de la parte media-alta 

del tallo y otra de la parte medio-baja del mismo) por planta y temperatura de 

ensayo, utilizando 4 plantas por tratamiento y procedencia en cada ensayo. Las 

temperaturas mínimas evaluadas fueron -8 ºC, -10 ºC, -12 ºC y -14 ºC. El 

número de horas de frío (≤ 8 ºC) acumuladas por las plantas en el vivero fue de 

239 h. 

A finales de enero de 2010 se seleccionaron al azar otras 6 plantas por 

tratamiento (tratamientos N0,N1/20, N1) para la evaluación del estrés oxidativo 

provocado por heladas. En este caso, el tratamiento N2 no fue ensayado en base 

a los datos obtenidos en el ensayo previo de diciembre, con hojas sueltas. El 

número de horas de frío (≤ 8 ºC) acumuladas por las plantas en el vivero en 

esta fecha fue de 493 h.  De las 18 plantas seleccionadas 12 de ellas (4 por 

tratamiento) fueron sometidas a un ciclo de helada hasta la temperatura mínima 

de -12 ºC, mientras que las otras 6 plantas (2 por tratamiento) no fueron 

sometidas a dicha helada, por lo que se tomaron como controles 

manteniéndolas en cámara de cultivo (bajo las mismas condiciones que en los 

ensayos de hoja suelta). Las plantas se introdujeron en una bandeja de plástico 

Plasnor de 300 cm3 y a su vez en una caja de cartón rellena de granos de 

poliestireno con el fin de aislar las raíces para evitar su congelación. Una vez 
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finalizado el ciclo de helada, las plantas fueron mantenidas en la cámara de 

cultivo, junto a las controles, durante 24 horas tras las cuales se procedió al 

muestreo de las 18 plantas. Las hojas fueron cortadas, se les eliminó el nervio 

central e inmediatamente fueron congeladas en nitrógeno líquido y 

almacenadas a -80 ºC hasta la realización de los análisis pertinentes. Los 

parámetros analizados para caracterizar el estrés oxidativo producido por la 

helada fueron: peroxidación lipídica (MDA), ácido ascórbico total (AsA) y 

actividad antioxidante total (AAT). 

La peroxidación lipídica fue estimada como la cantidad de 

malondialdehido (MDA) usando el método descrito por Hodges et al. (1999). 

Para ello, las hojas congeladas fueron homogenizadas en un mortero junto a 

nitrógeno líquido y etanol 80%, el extracto resultante fue centrifugado a 4 ºC y 

3000 G durante 10 min. Posteriormente se mezcló 1 cm3 de sobrenadante con 1 

cm3 de la solución a), denominada –TBA y compuesta por 20% de ácido 

tricloroacético y 0,01% de hidroxitolueno butilado; y 1 cm3 del sobrenadante 

con la solución b), denominada +TBA y que contenía lo mismo que la solución 

a) más 0,65% de ácido tiobarbitúrico (TBA). Las muestras se mezclaron y 

calentaron a 95 ºC durante 25 min, posteriormente se enfriaron y se volvieron a 

centrifugar en frío a 3000 G durante 10 min. Finalmente se midió la 

absorbancia a 440 nm (Abs440), 532 nm (Abs532) y 600 nm (Abs600), usando 

un espectrofotómetro Beckman Coulter DU 800, y se calculó la concentración 

de MDA equiv (nmol·ml-1) como: 

]157/)·[(10][ 3 BAMDA −=  

Siendo: 

)600532()600532( TBATBATBATBA AbsAbsAbsAbsA −−++ −−−=  

)600440·(0571,0 TBATBA AbsAbsB ++ −=  
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El ácido ascórbico total se cuantificó por el método del bipiridilo 

(Knörzer et al., 1996) tal y como se describe a continuación. Las hojas 

congeladas fueron homogenizadas en un mortero junto a nitrógeno líquido y 1 

cm3 de una disolución de ácido metafosfórico al 5%. Posteriormente la mezcla 

se centrifugó a 4 ºC y 10.000 G durante 30 min y se extrajo el sobrenadante. 20 

mm3 de cada sobrenadante fueron mezclados con 105 mm3 de ácido 

metafosfórico al 5%, neutralizados con 25 mm3 de 1,5 M trietanolamina, 

posteriormente se le añadió 150 mm3 del tampón 150 mM fosfato sódico y 75 

mm3 de 10 mM ditiotreitol (DTT) y se incubaron las muestras durante 15 min 

en oscuridad y a temperatura ambiente. De esta forma se obtuvo la cantidad 

total de ácido ascórbico, suma de oxidado (DHA) y reducido (ASC). No 

obstante, para obtener la cantidad de cada forma por separado, se añadieron 75 

mm3 de N-etilmaleimida (NEM) al 0,5 % para detener la reacción y a 

continuación 300 mm3 de ácido tricloroacético (TCA) al 10 %, 300 mm3 de 

ácido ortofosfórico al 44 %, 300 mm3 de bipiridina al 4 % disuelto en etanol al 

70 % y 150 mm3 de cloruro de hierro (III) al 3%. Para la medida de las formas 

reducidas del ácido ascórbico se añadieron 150 mm3 de agua desionizada, en 

vez de DTT, y NEM continuando el resto del protocolo tal como se describe 

arriba. Las muestras se incubaron durante 1 h a 37 ºC y se midió la absorbancia 

a 525 nm. Las formas oxidadas del ácido ascórbico (DHA) se obtuvieron 

restando las formas reducidas a la concentración total. 

La actividad antioxidante total (AAT) fue calculada siguiendo el 

método del 1,1-difenil-2-picril-hidracil (DPPH) descrito por Brand-Williams 

(1995), con algunas modificaciones (Leong and Shui, 2002; Wong et al., 

2006). Para ello, las hojas congeladas fueron homogenizadas en un mortero 

junto a nitógeno líquido y metanol al 30%. Posteriormente, y para cada 

muestra, se mezclaron 40 mm3 del sobrenadante y 3 cm3 de 0,1 mM DPPH 

disuelto en metanol al 30 %. Se homogeneizó la muestra y se dejó reposar 30 
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min antes de medir su absorbancia a 515 nm. La recta de calibrado se realizó 

con distintas concentraciones de trolox por lo que la actividad antioxidante está 

expresada en µmoles de trolox equivalentes (TE) por mg de peso seco de hoja. 

5.3.4 - Capacidad de regeneración radicular y resistencia a la sequía 

La capacidad de crecimiento de raíces (RGC) fue evaluada en 

diciembre usando 6 plantas por tratamiento. Las plantas fueron cuidadosamente 

sacadas de sus contenedores sin dañar el cepellón y transplantadas a 

contenedores forestales de 2,5 L rellenando el volumen sobrante con perlita 

húmeda. Previamente al transplante se cortaron todas aquellas raíces blancas 

que sobresalían del cepellón. Las macetas fueron aleatoriamente distribuidas en 

una mesa calefactora (20 ºC) en el interior de un invernadero durante un 

periodo de 4 semanas. Las plantas fueron regadas cada 2-3 días y no fueron 

fertilizadas en ningún momento. Una vez finalizadas las 4 semanas (finales de 

enero), las plantas fueron cuidadosamente sacadas de los contenedores, 

limpiadas de perlita y las nuevas raíces fueron cortadas del cepellón. Las raíces 

fueron clasificadas en raíces finas (raíces < 2 mm diámetro) y raíces gruesas 

(raíces > 2 mm diámetro), se secaron en estufa a 65º C hasta peso constante y 

se pesaron para obtener su peso seco (FRW y ThRW, respectivamente). 

Para evaluar la resistencia al estrés hídrico se tomaron 8 plantas por 

tratamiento y se distribuyeron al azar entre dos cajas de poliestireno con un 

volumen de 50 L cada una. Las cajas fueron rellenadas de una mezcla de 

perlita y vermiculita (1:1) siendo las plantas transplantadas el 30 de marzo de 

2010. Posteriormente las cajas fueron situadas en el interior del invernadero 

dónde permanecieron un mes sin regar. En el instante de su transplante se 

caracterizó la altura y el número de hojas de cada una de las plantas utilizadas. 

A partir de la segunda semana (9 de abril) se comenzó a medir cada 2-4 días el 

potencial hídrico al amanecer de dichas plantas. Para su medición se utilizó una 
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cámara de presión (Modelo 1000; PMS Instruments, Corvallis, OR, USA) 

midiéndose en cada fecha una hoja de la parte central del tallo por planta. 

5.3.5 - Análisis de datos 

El efecto de la fertilización otoñal en la morfología y el estado 

nutricional de las plantas fue evaluado usando el siguiente modelo lineal 

general (GLM) 

ijiij eNy ++= µ                                                                               (1) 

donde yij es el valor de la variable dependiente en la planta j fertilizada 

con la dosis i de N (i = 1, 2, 3, 4); µ es la media general; N es el efecto fijo de 

la fertilización nitrogenada y e es el término de error para la hipótesis eij ∼ N(0, 

σe
2). Cuando la variable dependiente era un porcentaje, se usó la 

transformación 100var(%)arcsen . Las diferencias significativas entre los 

distintos efectos fueron evaluadas mediante el test de Tukey's HSD, con α = 

0,05. Para el análisis de datos de los ensayos de RGC se siguió el mismo GLM. 

 La influencia de la fertilización nitrogenada en el VD fue estimado 

mediante un modelo mixto:   

ijklmklmkmklmlkjijklm ethNtNthNhty ++++++++= αµ                               (2)  

donde yijklm es el 100(%)VDarcsen  de la hoja i de la planta j, evaluado a la 

temperatura k, medido después de l horas (24 h, 48 h, 72 h, 96 h), con la dosis 

m de N (m = 1, 2, 3, 4); α es el efecto aleatorio de la planta; t es el efecto fijo 

de la temperatura; h es el efecto fijo del tiempo que pasa hasta que se realiza la 

medición; N es el efecto fijo de la fertilización nitrogenada; y e es el término de 

error. Los otros términos describen las interacciones entre los efectos 
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principales. La estructura inicial de varianza-covarianza considera diferente la 

varianza entre observaciones a distintas temperaturas, y también que la 

covarianza entre observaciones de la misma hoja a diferentes tiempos de 

medición no es nula y es distinta para cada temperatura. 

El efecto de la fertilización otoñal nitrogenada en los parámetros 

relacionados con el estrés oxidativo (MDA, AAT y AsA) fue evaluado usando 

el siguiente modelo lineal general (GLM) 

ijkijjiijk eNTTNy ++++= µ                                                        (3) 

donde yijk es el valor de la variable dependiente en la planta k fertilizada 

con la dosis i de N (i = 1, 2, 3) y pasada por el tratamiento de frío j (j = 1, 2); µ 

es la media general; N es el efecto fijo de la fertilización nitrogenada; T es el 

efecto fijo de haber pasado o no por el ciclo de helada y e es el término de error 

bajo hipótesis eijk ∼ N(0, σe
2). El término doble representa la interacción entre 

la dosis de N y el tratamiento de frío. Las diferencias significativas entre los 

distintos efectos fueron evaluadas mediante el test de Tukey's HSD, con α = 

0,05. 

Los datos correspondientes al ensayo de resistencia a la sequía fueron 

analizados mediante el siguiente modelo mixto:   

ijkjkkjiiiijk eFNNFmHy +++++++= αµ                                               (4)  

donde yijk es el potencial hídrico de la planta i, evaluado en la fecha j, 

con la dosis k de N (n = 1, 2, 3, 4); α es el efecto aleatorio de la planta; H es el 

efecto de la covariable altura de la planta; m es el efecto de la covariable 

número de hojas de la planta; N es el efecto fijo de la fertilización nitrogenada; 

F es el efecto fijo de la fecha de medición; y e es el término de error. El 

término doble describe la interacción entre la dosis de nitrógeno y la fecha de 
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medición. Se ha considerado la posible existencia de correlación entre las 

observaciones dentro de una misma planta y la posible heterogeneidad de la 

varianza. Para ello se han analizado distintas estructuras de la matriz de 

varianzas-covarianzas asociadas a la planta que incluyen hipótesis de 

correlación entre observaciones dependiente de la separación entre fechas de 

medición y varianzas heterogéneas para las distintas fechas.  

5.4 - RESULTADOS 

5.4.1 - Morfología y estado nutricional de las plantas 

La fertilización otoñal con nitrógeno tuvo un efecto significativo en 

todos los parámetros morfológicos estudiados a excepción de la ratio SRDW 

(Tab. 2), de modo que las plantas que recibieron dosis más altas de N (N1 y N2) 

presentaron valores mayores que las plantas que recibieron dosis más reducidas 

(N0 y N1/20). Sólo hubo diferencias significativas entre ambas dosis reducidas y 

ambas dosis altas para los parámetros D (N0 y N1/20) y ShDW (N1 y N2), siendo 

dichos parámetros mayores en las plantas que recibieron dosis mayores de N. 

 

Tabla 2: Valores de los parámetros morfológicos de las plantas (en diciembre de 2009) en 

función de la dosis de N (N0, N1/20, N1 y N2). Para cada parámetro, distintas letras en una misma 

fila significan diferencias significativas entre dosis de nitrógeno (p < 0,05). 

 

 N0 N1/20 N1 N2 

H (cm) 11,23 a  12,47 a 13,95 b 15,37 b  

D (mm) 2,71 a  2,91 b  3,53 c 3,97 c  

ShDW (g) 1,09 a  1,20 a  1,61 b 2,27 c  

RDW (g) 2,53 a  2,71 a  3,73 b 4,85 b  

SRDW 0,45 a  0,45 a  0,44 a 0,47 a  
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La tabla 3 muestra que la fertilización otoñal con N incrementó 

significativamente, en hojas, la concentración de N y P así como los contenidos 

de N, P y K, siendo mayores en las plantas fertilizadas con las dosis más altas 

de N (N1 y N2). No existieron diferencias significativas en ningún parámetro 

entre las dosis más reducidas, sin embargo los contenidos de todos los 

nutrientes fueron mayores en las plantas fertilizadas con dosis N2 que en las 

que recibieron dosis N1. 

Tabla 3: Valores de concentración y contenido en nutrientes en hojas de las plantas de 

Quercus ilex en diciembre de 2009 cultivadas con diferentes dosis de N (N0, N1/20, N1 y N2). 

Para cada parámetro las letras diferentes en una misma fila muestran diferencias significativas 

(p < 0,05) entre dosis de nitrógeno. 

 

 

 

 

 

No hubo ningún efecto significativo de la fertilización nitrogenada en 

las concentraciones foliares de SS y St (4,45 % y 27,87 %, respectivamente) 

pero sí en sus contenidos en hojas. Las plantas que recibieron la dosis N2 

tuvieron significativamente más contendido en SS (72,03 vs 36,92 mg) y en St 

(512,60 vs 212,74 mg) que las plantas que recibieron las dosis N0 y N1/20, 

mientras que las plantas que recibieron la dosis N1 se mantuvieron en valores 

intermedios. 

 

 

 N0 N1/20  N1 N2 

[N] (%) 1,24 a 1,33 a  1,57 b 1,86 b 
[P] (%) 0,15 a 0,15 a  0,17 b 0,17 b 
[K] (%) 0,87 a 0,87 a  0,91 a 0,94 a 

N cont (mg) 9,96 a 10,85 a  17,22 b 30,84 c 

P cont (mg) 1,19 a 1,30 a  1,91 b 2,88 c 

K cont (mg) 6,97 a 7,34 a  10,07 b 15,57 c 



CAPÍTULO 3 

100 

5.4.2 - Tolerancia al frío  

El análisis de los datos mostró diferencias significativas en VD entre 

todas las temperaturas estudiadas, excepto entre -10º C y -12º C, siendo los 

valores de VD mayores en los ensayos a menos temperatura. VD fue 

aumentando significativamente conforme aumentaba el tiempo de espera antes 

de la cada medición, tal y como se observó en el capítulo 2. La fertilización 

otoñal nitrogenada afectó a VD: las plantas que recibieron una dosis menor de 

fertilizante (N0 y N1/20) presentaron valores de VD significativamente mayores 

que las plantas que recibieron una dosis más alta (N1 y N2) para todas las 

temperaturas ensayadas, excepto para -12º C y -14º C, temperaturas a las cuales 

las dosis intermedias de nitrógeno presentaron ciertas similitudes (Fig, 1).  

 

Figura 1: Daño visual (VD) en relación con las diferentes dosis de N aplicadas, para cada 

temperatura de ensayo. Las diferentes letras indican diferencias significativas (p <0,05) entre 

diferentes dosis de N para cada temperatura ensayada. 
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En general, los parámetros indicadores de estrés oxidativo mostraron 

pequeñas o nulas diferencias significativas entre dosis de nitrógeno, o entre los 

controles y las plantas sometidas a frío. Los valores medios de los parámetros 

fueron de 12,18 nmol MDA g-1 (peso fresco) para la peroxidación lipídica; 

129,58 µmol AsA g-1 (peso fresco) de ácido ascórbico total; y 126,19 µmol 

AsA g-1 (peso fresco) de ácido ascórbico reducido. Si embargo, sí hubo 

diferencias significativas para AAT (Fig 2) entre plantas controles y tratadas, 

las plantas sometidas al ciclo de frío presentaron valores de AAT mayores que 

aquellas usadas como controles. Además las plantas que recibieron la dosis N0 

presentaron valores de AAT significativamente menores que aquellas plantas 

fertilizadas con dosis N1/20 y N1. 

 

Figura 2: Valores en función de la dosis de N (N0, N1/20 y N1) y del tratamiento de frío (frío o 

control) de la actividad antioxidante total (AAT) expresados en µmoles de trolox equivalentes 

(TE) por g de peso seco de hoja.  Las diferentes letras indican diferencias significativas (p 

<0,05) entre diferentes dosis de N (letras minúsculas) y entre tratamiento de frío (letras 

mayúsculas). 
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5.4.3 - Capacidad de regeneración radical y resistencia a la sequía 

Los datos de la capacidad de crecimiento radical mostraron que las 

plantas tratadas con dosis N1 y N2 tuvieron, en total, significativamente más 

raíces nuevas que las plantas tratadas con N0
 y N1/20 (p <0,05) una vez finalizó 

el ensayo de RGC. No hubo diferencias significativas entre las dos dosis 

menores ni entre las dos dosis más altas. Los valores de las variables estudiadas 

en función de la dosis de N están representados en la tabla 4.  

 

Tabla 4: Valores de generación de raíces nuevas en febrero de 2010 en las plantas de Quercus 

ilex cultivadas con diferentes dosis de N (N0, N1/20, N1 y N2). FRW peso de raíces finas < 2 mm 

diámetro; ThRW peso de raíces gruesas > 2 mm diámetro y TRW peso total de raíces FRW + 

ThRW. Para cada parámetro las letras diferentes en una misma fila muestran diferencias 

significativas (p < 0,05) entre dosis de nitrógeno.  

 

 

 

 

El análisis de los datos del ensayo de resistencia a la sequía no mostró 

diferencias significativas entre plantas fertilizadas con distintas dosis de N (Fig 

3), siendo únicamente significativo el factor fecha de medición.   

 

 

 

 N0 N1/20  N1 N2 

FRW (mg) 2,37 a 5,98 a  9,48 a 7,30 a 
ThRW (mg) 9,82 a 18,33 a  77,27 b 71,00 b 
TRW (mg) 12,19 a 24,31 a  86,75 b 78,30 b 



CAPÍTULO 3 

103 

Figura 3: Valores de potencial hídrico en función de la dosis de N (N0, N1/20 y N1) y de la fecha 

de medición. 
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5.5 - DISCUSIÓN 

La fertilización otoñal nitrogenada incrementó los parámetros 

morfológicos H, D, ShDW y RDW en concordancia con otros estudios 

(Broncano et al., 1998; Villar-Salvador et al., 2004a) y con los capítulos 

anteriores. Las plantas que recibieron dosis de nitrógeno más reducidas (N0 y 

N1/20) mostraron valores de estos parámetros inferiores a las plantas que 

recibieron las dosis N1 y N2. Para algunos parámetros se produjeron también 

diferencias entre las dos dosis menores y entre las dos dosis mayores (D y 

ShDW, respectivamente)  siendo en ambos casos mayores los valores de estos 

parámetros en las dosis donde se aportaba mayor cantidad nitrógeno. Aunque 

el incremento del crecimiento y la respuesta nutricional de plantas de encinas a 

la fertilización con nitrógeno ha sido informado en estudios previos (Oliet et 

al., 2009a; Sanz-Pérez et al., 2007; Villar-Salvador et al., 2004a) las diferencias 

encontradas entre dosis en el presente estudio indica que algunos parámetros 

morfológicos son sensibles a pequeñas modificaciones en el aporte de 
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nitrógeno durante la fase de endurecimiento otoñal, al menos para un vivero 

situado en una zona templado-cálida como el de este estudio. Algunos estudios 

(Oliet et al., 2009a; Villar-Salvador et al., 2004a) no encontraron un aumento 

en el crecimiento de raíces por la fertilización con N. Este aumento en el 

crecimiento radicular también ha sido constatado en los anteriores capítulos de 

este estudio por lo que daría consistencia a la hipótesis de que esta diferencia 

puede ser explicada a las suaves temperaturas otoñales de Huelva y/o porque 

nuestra fertilización se extendió hasta mediados de diciembre, mientras que en 

los estudios citados la fertilización concluyó a principios de otoño, por lo que 

pudo no ayudar al incremento de la actividad cambial de las raíces durante el 

otoño.  

La fertilización otoñal afectó tanto a las concentraciones como al 

contenido en nutrientes de las plantas: mayor suplemento otoñal de N 

incrementó significativamente ambos, a excepción de la concentración de K. 

Tanto la concentración de N como la de P fueron mayores en las plantas que 

recibieron dosis más altas de nitrógeno (N1 y N2) frente a las que  recibieron 

dosis reducida o nula (N0 y N1/20). Lo mismo ocurrió en el caso de los 

contenidos de N, P, K en las hojas, sin embargo en estos parámetros existieron 

también diferencias entre las dosis N1 y N2, siendo mayores los contenidos en 

la dosis N2. Este aspecto probablemente sea debido a la mayor biomasa de estas 

plantas como corrobora el hecho de que existan diferencias entre ambas dosis 

para el parámetro morfológico ShDW. Jacobs et al. (2009) encontraron 

mayores contenidos de N, P, y K en las plantas más fertilizadas, observando 

que estos contenidos crecían exponencialmente con las dosis de N 

suministradas, siendo la dosis de 150 mg a la que se estabilizaban los 

contenidos de P y K, aunque los de N continuaban incrementándose pero a 

menor ritmo. En ese mismo estudio se ensayaron dosis de 200 mg de N sin 

presentar las plantas síntomas de toxicidad aunque parámetros como el 



CAPÍTULO 3 

105 

volumen radical, que podría predecir una buena respuesta postransplante, 

disminuía a partir de 100 mg de N. En nuestro estudio la dosis N2 (130 mg de 

N) aumentó ShDW y la acumulación de nutrientes en las plantas sin disminuir 

su respuesta frente a los estreses ensayados. Sin embargo, se apreció una 

tendencia, no significativa, hacia un menor desarrollo del sistema radical y un 

empeoramiento de la tolerancia al frío en las plantas del tratamiento N2 

respecto del N1. Así pues, teniendo en cuenta estos resultados y los publicados 

por Jacobs et al. (2009) se recomendaría el uso de dosis entre 100 y 150 mg N 

durante el cultivo en vivero de la encina. No obstante, la dosis a utilizar variará 

en función del objetivo a conseguir o del destino de las plantas, por lo que 

serán necesarios más estudios en los que se incluyan dosis mayores de N y se 

compruebe la efectividad de estos tratamientos en el establecimiento 

postranspalante, sobre todo en zonas árida.  

El análisis de carbohidratos indica que a pesar del mayor crecimiento de 

las plantas que recibieron dosis altas de N las concentraciones de NSC no 

presentaron diferencias entre las distintas dosis de nitrógeno aplicadas. La 

aplicación de fertilizante evitó el efecto dilución en la concentración de NSC 

en las hojas de las plantas a pesar de que la demanda de carbohidratos para su 

crecimiento y mantenimiento sería mayor en las plantas más grandes 

(Fernández et al., 2008; Palacio et al., 2008; Sanz-Perez et al., 2007). Además, 

en el caso de los contenidos en NSC, las plantas N2 presentaron contenidos 

mayores que aquellas que recibieron dosis reducidas (N0 y N1/20), debido al 

hecho de que a pesar de tener valores mayores de biomasa no hubo una 

disminución apreciable de las concentraciones de NSC.  

Tal y como se ha expuesto en capítulos anteriores existe cierta 

discrepancia en cuanto al efecto que la fertilización con N puede tener sobre la 

tolerancia a heladas (literatura citada en Fernández, 2008 y Vilagrosa et al., 

2006), nuestros datos muestran que la fertilización otoñal con N mejoró 
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sustancialmente la capacidad de tolerancia al frío de plantas de encina 

cultivadas en vivero, respecto de las poco o nada fertilizadas. Distintos estudios 

han encontrado una asociación positiva entre la concentración de SS y la 

tolerancia al frío en varias especies de Quercus (Fernández et al., 2008; Mollá 

et al., 2006; Morin et al., 2007). Nuestros datos muestran unas concentraciones 

y contenidos similares de SS entre distintas dosis de nitrógeno, sin embargo la 

tolerancia al frío de las plantas tratadas con dosis más altas (N1 y N2) fue mayor 

que la de las plantas que recibieron las dosis menores (N0 y N1/20). Tal y como 

se ha explicado en los anteriores capítulos, aunque la acumulación de SS puede 

mejorar la tolerancia al frío por sus propiedades criogénicas y osmóticas, la 

elevación de los niveles de otras moléculas y solutos incluyendo los lípidos, 

aminoácidos, proteínas (proteínas que tienen actividad apoplástica 

anticongelante, proteínas crioprotectores, dehidrinas, etc), ácidos orgánicos, 

glucósidos y sales orgánicas también pueden mejorar dicha tolerancia (Larcher, 

2000; Zwiazek et al., 2001). Además, también hemos encontrado que la 

fertilización con N incrementó la concentración de P y el contenido de K y P 

en las hojas de las plantas. K juega un papel fundamental en la 

osmorregulación (Hsiao y Läuchli, 1986), estando el daño por heladas 

inversamente relacionado con el contenido en K de las hojas (Marschner, 

1995). 

La ausencia de diferencias para la peroxidación lipídica y los 

contenidos de AsA entre las plantas sometidas al tratamiento de frío y las 

plantas usadas como control nos indican que el ensayo realizado a -12 ºC no 

fue suficiente como para producir daños importantes a las plantas. Las 

reacciones de peroxidación lipídica que provocan la pérdida de estabilidad en 

las membranas pueden detenerse si la planta posee antioxidantes que impidan 

estas reacciones (Blokhina et al., 2003; Briat, 2002; Shaw et al., 2004). Uno de 

los antioxidantes que juega un papel relevante en la prevención del estrés 
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oxidativo es AsA (Foyer, 1993; Smirnoff, 1996, 1998, 2000). AsA se encuentra 

en las células en forma reducida y oxidada, aumentando las formas oxidadas 

cuando hay un aumento del estrés oxidativo. En plantas sanas predominan las 

formas reducidas sobre las oxidadas, siendo la forma reducida 

aproximadamente el 90 % del AsA total (Foyer, 1993; Smirnoff, 1996). En 

nuestro estudio las formas reducidas supusieron aproximadamente un 97 % del 

AsA total, lo que unido a los datos de peroxidación lipídica corroboran el 

hecho de que las plantas no sufrieron un estrés suficientemente fuerte durante 

el ensayo. Sin embargo las plantas sometidas al ciclo de helada presentaron 

valores de AAT mayores que las plantas controles indicando que las plantas sí 

estuvieron sometidas a un cierto estrés durante el ensayo. Este estrés debió ser 

combatido mediante otros mecanismos de detoxificación distintos al AsA, tal y 

como apuntaron nuestros resultados. Las plantas presentan distintas moléculas 

antioxidantes hidrofílicas (AsA y glutatión) o lipofílicas (tocoferoles y 

carotenoides) que pueden actuar contra las especies reactivas del oxígeno, el β-

caroteno puede desactivar el oxígeno singlete o prevenir la formación del 

estado excitado de la clorofila (Young et al., 1997) mientras que el α-tocoferol 

puede también desactivar el oxígeno singlete además de reducir el radical 

superóxido, terminando así con las reacciones que provocan peroxidación 

lipídica (Polle y Runnenberg, 1994). En este sentido, García-Plazaola et al. 

(1999) encontraron en Quercus ilex ssp. ballota un incremento de α-tocoferol y 

β-caroteno durante los meses de más frío pero también de la cantidad de AsA, 

aunque el análisis de las variaciones diarias de estas moléculas arrojó que las 

primeras moléculas objetivo del estrés oxidativo provocado por las heladas son 

las moléculas antioxidantes lipofílicas (α-tocoferol y β-caroteno) estando en 

concordancia con otros estudios (Walker y McKersie, 1993; Wise y Naylor, 

1987). Nuestros datos muestran que las plantas que fueron privadas de 

nutrientes durante la fase de endurecimiento otoñal (N0) mostraron una 

capacidad antioxidante menor que las otras plantas de los tratamientos N1/20 y 
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N1, lo que indicaría que un pequeño aporte de nutrientes durante esta fase 

podría ser suficiente para que la planta desarrolle su sistema de lucha contra el 

estrés oxidativo provocado por las heladas. No obstante estos resultados no 

dejan de ser preliminares y en futuros estudios donde se evalúe el estrés 

oxidativo producido por someter plantas a ciclos de frío será necesaria la 

realización de ensayos a temperaturas menores además de ampliar el rango de 

moléculas antioxidantes evaluadas, como el glutatión, carotenoides, tocoferoles 

así como las actividades de las enzimas implicadas en la lucha contra el estrés 

oxidativo. También se recomienda realizar los ensayos de frío en condiciones 

de alta luminosidad, puesto que la combinación de bajas temperaturas y alta 

luminosidad aumentaría la producción de especies reactivas del oxígeno en los 

cloroplastos debido a que estas especies reactivas son generadas en el sistema 

fotosintético de transporte de electrones (Foyer et al., 1994). 

En nuestro estudio la fertilización con N incrementó RGC en 

concordancia con otros estudios realizados (Mollá et al., 2006) y con los datos 

presentados en los capítulos anteriores. Las plantas que recibieron dosis más 

altas (N1 y N2) de nitrógeno presentaron mayor regeneración radical que las 

plantas que recibieron las dosis más reducidas (N0 y N1/20). Además esta 

regeneración aumentó conforme se aumentaba la dosis de nitrógeno excepto 

entre las dosis N1 y N2 en la cual disminuyó aunque no de forma significativa, 

posiblemente debido a un mayor desvío de recursos hacia la parte aérea. 

Respecto al efecto de la fertilización otoñal nitrogenada en el estrés 

hídrico, no hemos encontrado diferencias en la evolución del potencial hídrico 

entre las distintas dosis ensayadas. Harvey y Van den Driessche (1999) 

concluyeron que las plantas altamente fertilizadas son más vulnerables al estrés 

hídrico que las poco fertilizadas, debido a un mayor incremento relativo de la 

parte aérea especto de la raíz y a la transpiración. Aunque las plantas más 

fertilizadas mostraron un mayor tamaño, lo que puede suponer una mayor 
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pérdida de agua por transpiración (Hernández et al., 2009), en nuestro estudio 

la fertilización nitrogenada supuso un incremento en la biomasa de la parte 

aérea y en las raíces sin provocar diferencias en la ratio parte aérea-raíz. 

Además, puesto que las plantas de todos los tratamientos disponían de la 

misma cantidad de agua en el sustrato al estar colocadas juntas en el mismo 

contenedor, todas ellas fueron capaces de seguir captando agua de éste con 

igual eficiencia a medida que disminuía el grado de humedad. Similares 

valores de la ratio parte aérea-raíz en plantas pueden suponer una respuesta 

similar al estrés hídrico estacional en ecosistemas mediterráneos (Cortina et al., 

2008; Lloret et al., 1999). 

 

5.6 - CONCLUSIONES 

La fertilización otoñal nitrogenada mejoró la calidad de planta de 

encina producida, aumentó el crecimiento, el contenido y concentración en 

nutrientes, la tolerancia al frío y la capacidad de crecimiento de raíces de las 

plantas además de no suponer un hándicap en la respuesta al estrés hídrico.  

La aplicación de distintas dosis de N mostró que algunos parámetros 

morfológicos, como D y ShDW, son susceptibles a pequeños incrementos en el 

aporte de N. Además se constató que la mayor dosis de N aplicada supuso un 

aumento del contenido en nutrientes de las hojas de las plantas sin producirse 

una disminución en sus concentraciones por un efecto dilución, siendo las 

concentraciones de N mayores conforme se fue incrementando la dosis del 

mismo. 

Nuestros datos confirman resultados encontrados en otros estudios 

donde se puso de manifiesto que la encina puede ser sobrecargada 

nutricionalmente en el vivero mediante el suministro de dosis altas de N. En 
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este sentido la aplicación de dosis de 100 mg N (30 mg durante el otoño) dio 

lugar a plantas con unos parámetros de calidad no inferiores a las cultivadas 

con 130 mg N (60 mg N durante el otoño). Deberá, no obstante, seguir 

estudiándose y afinando las pautas de fertilización de la encina en vivero en 

función de las características del producto final deseado a la salida de éste. 
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La fertilización otoñal ha resultado ser una herramienta eficaz para la 

modificación de los parámetros morfológicos de las plantas de encina 

cultivadas en vivero. El nitrógeno, frente a P y K, fue el nutriente cuyo aporte 

tuvo más influencia en la modificación morfológica de las plantas. La 

fertilización otoñal nitrogenada incrementó los parámetros morfológicos H, D, 

ShDW y RDW, de forma que aquellas plantas que recibieron las dosis de 

nitrógeno reducidas mostraron valores de estos parámetros inferiores a las 

plantas que recibieron las dosis más elevadas. Incluso para algunos parámetros 

(D y ShDW) se produjeron también diferencias entre las distintas dosis de 

nitrógeno estudiadas en el capítulo 3. Por ejemplo, en el caso de D, las plantas 

N1/20 presentaron valores significativamente mayores que las plantas N0 

indicando que algunos parámetros morfológicos pueden ser sensibles a 

pequeñas modificaciones en el aporte de nitrógeno durante la fase de 

endurecimiento otoñal. Los mayores valores de los parámetros morfológicos 

estudiados en las plantas más fertilizadas estuvieron en concordancia con 

estudios previos (Broncano et al., 1998; Villar-Salvador et al., 2004a). Sin 

embargo, otros estudios (Villar-Salvador et al., 2004a; Oliet et al., 2009a) no 

encontraron un aumento en el crecimiento de raíces por la fertilización con N. 

Este aumento en el crecimiento radicular, encontrado en los tres ensayos 

realizados en nuestro estudio podría ser explicado porque nuestra fertilización 

se extendió hasta mediados de diciembre, mientras que en los estudios citados 

la fertilización concluyó a principios de otoño y por las temperaturas suaves 

otoñales de nuestro vivero. Durante el otoño se puede dar un considerable 

crecimiento y actividad cambial, especialmente en las raíces (Boivin et al. 

2002, 2004). El aporte extra de nutrientes durante esta fase unido al clima 

templado reinante en la localidad donde se situó el vivero ayudaron al 

crecimiento de las raíces de las plantas más fertilizadas. El tamaño y el peso de 

las plantas producidas estuvieron dentro del rango de las plantas comerciales 
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de encina normalmente producidas en esta región, de acuerdo también a las 

regulaciones estatales actualmente en vigor (del Campo et al., 2010; Navarro-

Cerrillo et al., 2009). Sin embargo las plantas producidas durante el primer 

ensayo presentaron tamaños algo mayores que las plantas producidas en los 

dos siguientes ensayos. Esta diferencia pudo ser debida a que las plantas del 

primer ensayo crecieron durante los tres primeros meses en invernadero para 

luego ser trasladadas al vivero mientras que en los demás ensayos las plantas 

crecieron íntegramente en vivero. El crecimiento en invernadero favoreció el 

crecimiento de la parte aérea, explicando las diferencias encontradas en los 

ensayos entre los tamaños de las plantas y en la ratio SRDW. 

Durante el primer ensayo también se constató una influencia positiva de 

la fertilización con P y K sobre algunos parámetros morfológicos. Este hecho 

ha sido previamente constatado en otros estudios (Oliet et al., 2009b) y podría 

ser atribuible a un mayor contenido foliar de K y P de las plantas más 

fertilizadas y en particular a la mayor concentración y contenido foliar de N en 

las plantas fertilizadas con mayores dosis de P y K. 

En nuestro estudio se contrastaron dos procedencias distintas de las 

semillas, una de procedencia más fría (Alcarria, ALC) y otra de procedencia 

más cálida (Sierra Morena occidental, HU). La región de procedencia tuvo su 

influencia en algunos parámetros morfológicos como el diámetro del tallo y la 

ratio SRDW, presentando las plantas de ALC valores mayores de diámetro y 

menores de SRDW que las de HU. Algunos estudios han mostrado que en 

plantas de Quercus ilex parámetros morfológicos como el tamaño de la planta 

estaría relacionada con las condiciones climáticas de la región de procedencia 

(Gratani et al., 2003) o con el tamaño de la bellota (Gimeno et al., 2009). En 

nuestro estudio, a pesar de las diferencia en D y SRDW, el peso total o la altura 

no se diferenciaron significativamente entre ambas procedencias, es pues 

necesaria la realización de nuevos estudios tomando en consideración un 
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mayor número de procedencias con un amplio rango climático para esclarecer 

el efecto que la procedencia pueda tener sobre las tasas de crecimiento y la 

distribución de estas. 

Las concentraciones de nutrientes al final del periodo de vivero fueron 

similares a las encontradas en otros estudios para plantas de encina (del Campo 

et al., 2010; Navarro-Cerrillo et al., 2009; Oliet et al., 2009a). Entre los factores 

tenidos en cuenta en el diseño experimental, la fertilización con N fue el 

principal factor que afectó al contenido en nutrientes de las plantas: mayor 

suplemento otoñal de N incrementó significativamente tales contenidos, 

principalmente debido a la mayor biomasa de las plantas. En los ensayos de los 

capítulos 2 y 3 también se constató un incremento en las concentraciones 

foliares de los nutrientes en las plantas fertilizadas con las dosis más elevadas 

de nitrógeno. Este efecto sobre las concentraciones no se observó en el primer 

ensayo probablemente por el mayor crecimiento de las plantas en el mismo lo 

que provocó una dilución de los nutrientes en los tejidos. La aplicación de 

cuatro dosis distintas otoñales de N en el tercer ensayo (0, 1,5, 30 y 60 mg N) 

constató el incremento de los contenidos en nutrientes con el aumento de la 

dosis de N suministrada principalmente debido al aumento de la biomasa unido 

al mantenimiento de concentraciones altas de los nutrientes. En este sentido 

dosis entre 100 y 130 mg N aplicados durante toda la fase de cultivo (de ellos 

entre 30 y 60 mg N durante el otoño) mejorarían el estado nutricional de las 

plantas antes de su transplante, al menos en un vivero con las condiciones 

climáticas parecidas a las de Huelva. Estas dosis de N deben ser acompañadas 

de dosis suficientes de P y K tal y como constata el efecto positivo de la 

fertilización con P y K encontrado en la concentración de N en hojas, debido 

principalmente al requerimiento de estos nutrientes para numerosos procesos 

fisiológicos necesarios para la mejora del estado nutricional de las plantas 

(Marschner, 1995). El análisis de los carbohidratos indica que, a pesar del 
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mayor crecimiento de las plantas más fertilizadas las concentraciones y 

contenido de NSC no presentaron diferencias entre las distintas dosis de 

nitrógeno aplicadas, a excepción del primer ensayo donde las plantas más 

fertilizadas presentaron menores concentraciones de azúcares solubles 

probablemente debido de nuevo al mayor tamaño que las plantas alcanzaron en 

este ensayo. La aplicación de fertilizante evitó pues el efecto de dilución en la 

concentración de NSC en las hojas de las plantas a pesar de que la demanda de 

carbohidratos para su crecimiento y mantenimiento sería mayor en las plantas 

más grandes (Fernández et al., 2008; Palacio et al., 2008; Sanz-Perez et al., 

2007). El estado nutricional y la respuesta a la fertilización de las plantas 

también presentaron diferencias entre las regiones de procedencia estudiadas. 

Estas diferencias sugieren un diferente comportamiento en la acumulación de 

nutrientes entre las distintas regiones de procedencia, sobre todo en el caso de 

P y K. Estas diferencias podrían estar asociadas a adaptaciones a las 

condiciones de estrés predominantes en las localidades de origen de las 

semillas. 

Aunque existe cierta discrepancia en cuanto al efecto que la 

fertilización con N puede tener sobre la tolerancia a heladas (literatura citada 

en Fernández, 2008 y Vilagrosa et al., 2006), nuestros datos muestran que la 

fertilización otoñal con N mejoró sustancialmente la capacidad de tolerancia al 

frío de plantas de encina cultivadas en vivero. Bajo las condiciones de nuestro 

vivero y en nuestro estudio, las dosis de 100 y 130 mg de N durante el periodo 

de cultivo (30 y 60 mg en otoño respectivamente) dieron los mejores valores de 

tolerancia al frío. No obstante, el empleo de la dosis mayor (N2), como en el 

caso de N2 (130 mg de N) aunque mejoró el contenido en nutrientes de la 

planta no mejoró la tolerancia al frío de las mismas e incluso se pudo apreciar 

una tendencia a reducir la tolerancia respecto de las plantas cultivadas con 

dosis N1. Nuestros datos muestran que, a pesar de existir evidencias previas de 
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que la tolerancia al frío es mejorada por un aumento de las concentraciones de 

SS (Fernández et al., 2008; Mollá et al., 2006; Morin et al., 2007), la mayor 

tolerancia al frío de las plantas más fertilizadas con N no fue acompañada por 

un aumento en las concentraciones de SS, al menos para los niveles de 

endurecimiento (50 % VD) conseguidos en este estudio, los cuales no fueron 

muy altos (entre -10 y -13 ºC). Sin embargo sí se encontró un aumento en los 

contenidos y concentraciones de P y K, por lo que la mejora de la tolerancia al 

frío también pudiera asociarse también a la acumulación de otras moléculas y 

solutos distintos a los SS (Larcher, 2000; Zwiazek et al., 2001). Como 

componente de estas moléculas y solutos podría encontrarse K, cuyo contenido 

está inversamente relacionado con el daño por heladas o P, el cual forma parte 

de los fosfolípidos que confieren estabilidad a las membranas celulares 

(Marschner, 1995) que son las primeras estructuras dañadas por factores 

ambientales de estrés como las bajas temperaturas (Elstner, 1982). Además tal 

y como se ha constatado en las medidas de estrés oxidativo realizadas, las 

plantas que recibieron algún aporte de N durante la fase de endurecimiento 

otoñal presentaron mayor capacidad antioxidante que aquellas que fueron 

privadas de aportes adicionales de N. Las plantas presentan distintas moléculas 

antioxidantes hidrofílicas (AsA y glutatión) o lipofílicas (tocoferoles y 

carotenoides) que pueden actuar contra las especies reactivas del oxígeno 

(Young et al., 1997), por tanto el abanico de moléculas implicadas en evitar el 

daño producido por heladas es muy amplio, no pudiendo atribuir una mejora 

del sistema de protección frente a heladas únicamente a un grupo de moléculas. 

La tolerancia al frío sí se ha visto fuertemente influida por la región de 

procedencia de las semillas. Las plantas de la procedencia más fría (ALC) han 

sostenido valores de daño en torno al 40% a temperaturas de entre -10 ºC y -12 

ºC, mientras que las plantas procedentes de una procedencia más cálida (HU) 

han presentado valores en torno al 80-90% para esas misma tmperaturas. 

Nuestros datos parecen indicar una adaptación a las condiciones climatológicas 
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predominantes en la región de procedencia de las semillas. Sin embargo existe 

cierta discrepancia en la literatura respecto a la adaptación o aclimatación de 

las especies del género  Quercus a las condiciones ambientales de estrés. 

Algunos estudios con Quercus ilex L. (Gratani et al., 2003; Sánchez-Vilas y 

Retuerto, 2007) y con Quercus suber L. (Ramirez-Valiente et al., 2009) han 

encontrado una adaptación de plantas de procedencia xéricas a la sequía. 

Respecto a la tolerancia al frío se ha demostrado que las plantas procedentes de 

regiones frías muestran un mejor comportamiento frente a heladas en distintas 

especies de Quercus (Aranda el al., 2005; Morin et al., 2007). Por el contrario 

Gimeno et al. (2009) concluyeron que las respuestas fisiológicas a la sequía y a 

las heladas dependían más de la aclimatación a condiciones de estrés que de la 

adaptación propia de las plantas a las condiciones de su región de procedencia. 

Es necesario pues esclarecer la relación entre la tolerancia al frío, determinados 

procesos fisiológicos y la composición de diversos compuestos orgánicos. Un 

seguimiento estacional con medidas más frecuente de la tolerancia al frío y del 

análisis de SS, desde finales de verano hasta el otoño y durante el invierno 

(Colombo et al., 2003) y el estudio de más regiones de procedencia cultivadas 

en diferentes condiciones climáticas, ayudaría a comprender el proceso de 

endurecimiento al frío en esta especie. 

En nuestro estudio la fertilización con N incrementó RGC en 

concordancia con otros estudios realizados (Mollá et al., 2006), parámetro 

utilizado para predecir la capacidad de establecimiento postransplante de las 

especies forestales (Simpson y Ritchie, 1996). Además esta regeneración de 

raíces aumentó conforme se aumentaba la dosis de nitrógeno excepto entre las 

dosis N1 y N2, para la cual disminuyó respecto de N1, aunque no 

significativamente, posiblemente debido a un mayor consumo de recursos 

asignados a un mayor crecimiento de las plantas por lo que el crecimiento 

radicular durante esta fecha fue menor..  
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La sequía estival es el principal factor que limita el éxito del 

establecimiento en campo de plantas de encinas en el área mediterránea. En 

este sentido nuestros datos auguran mejores posibilidades de establecimiento 

de las plantas más fertilizadas (sobretodo con dosis de N en torno a los 100 

mg) debido principalmente al aumento de los parámetros de calidad de planta, 

a la similar respuesta al estrés hídrico y al aumento de la capacidad de 

regeneración radical. Sin embargo sólo la fertilización con K afectó al vigor de 

las plantas, posiblemente debido al rol de K en el control de la apertura de los 

estomas y en el ajuste osmótico (Hsiao y Läuchli, 1986). Este hecho está en 

concordancia con del Campo et al. (2010) quienes también encontraron un 

efecto positivo de K en la respuesta de las plantas en campo (supervivencia), 

especialmente en años secos. La ausencia de efecto significativo de N sobre el 

establecimiento en campo, a pesar de ser el factor más influyente en todos los 

parámetros de planta estudiados, pudo ser debido a las condiciones favorables 

de crecimiento en nuestra parcela de campo durante el período de estudio. La 

mayoría de nuestras plantas sobrevivieron, registrando valores de sólo un 2% 

de mortalidad para las plantas plantadas en diciembre de 2007 y un 8% para las 

plantadas en febrero de 2008. Además, los potenciales hídricos durante el 

primer verano no bajaron de -3,5 MPa, no llegando pues a – 4,0 MPa, valores 

típicos de años donde el periodo de sequía es severo (Villar-Salvador et al., 

2004b). Estas buenas condiciones climáticas derivaron en que todas nuestras 

plantas probablemente tuvieran suficientes reservas de este elemento como 

para obtener un rendimiento satisfactorio en campo. Sí hemos constatado una 

influencia de la fecha de plantación en el éxito de la repoblación: las plantas 

plantadas en diciembre de 2007 tuvieron mejor estado de vigor que las 

plantadas en febrero de 2008. Palacios et al. (2009) también encontraron que el 

establecimiento en campo de plantas de encinas estaba fuertemente afectado 

por la fecha de plantación. Probablemente esto es debido a que las plantas 

plantadas en diciembre desarrollaron un sistema radicular más extenso y 
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profundo durante el suave invierno, periodo en el que los brotes aéreos 

permanecieron dormidos, pudiendo acceder a reservas de agua más profundas. 

De hecho, nuestros datos confirman que en mitad del verano los potenciales 

hídricos de las plantas plantadas en diciembre fueron más altos que el de 

aquellas plantadas en febrero. Además, la tasa de incremento en diámetro 

(SDI) después de la primera estación seca fue mayor en las plantas plantadas 

en diciembre que en las  plantadas en febrero, presumiblemente debido a la 

relación positiva entre crecimiento y estado hídrico.  
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1- La fertilización otoñal ha resultado ser una herramienta eficaz para la 

modificación de los parámetros morfológicos y el estado nutricional de 

las plantas de encina cultivadas en vivero. 

2- El nitrógeno suministrado durante la fertilización otoñal ha sido el principal 

nutriente que ha influido en los parámetros morfo-fisiológicos 

estudiados. La fertilización otoñal nitrogenada (100 mg N durante el 

cultivo, 30 de ellos en la fase otoñal) mejoró la calidad de planta de 

encina producida, aumentó el crecimiento, el contenido y concentración 

en nutrientes, la tolerancia al frío y la capacidad de crecimiento de raíces 

de las plantas además de no suponer un hándicap en la respuesta al estrés 

hídrico. La aplicación de 130 mg N durante el cultivo (60 de ellos en la 

fase otoñal) no mejoró los estándares de calidad frente a la de 100 mg N. 

3- La mejora de la calidad de planta producida por la fertilización otoñal 

nitrogenada no se tradujo en un mejor establecimiento en campo. Sólo la 

fertilización con K tuvo un efecto positivo en el establecimiento en 

campo, posiblemente debido a la acción osmorreguladora de este 

nutriente que favoreció el éxito de la repoblación durante la época de 

sequía estival.  

4- Nuestros resultados, recomiendan la plantación temprana de encinas (finales 

de otoño) en áreas mediterráneas con inviernos suaves ya que aumenta 

las probabilidades de supervivencia de las plantas durante la estación 

seca. 

5- La región de procedencia de las semillas de encina es un factor a tener en 

cuenta en la elección del material para repoblación. Nuestros datos 

sugieren que aspectos fisiológicos como la resistencia al frío parecen 
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depender de aspectos relacionados con la adaptación de las plantas a las 

condiciones climáticas de sus regiones de procedencia. Además se ha 

constatado distintas respuestas, en función de la región de procedencia, a 

la acumulación de nutrientes aportados durante la fertilización. 

 

En cumplimento del artículo 58 del Reglamento de Estudios Oficiales de Posgrado de la 

Universidad de Huelva, para la obtención de la mención de doctorado europeo la tesis consta 

de una versión inglesa del resumen y las conclusiones de la misma.. 

 

1 - Autumn Fertilization has proved an effective tool for the modification of 

morphological parameters and nutritional status of Holm oak seedlings 

grown in a nursery. 

2 - Autumn nitrogen fertilization has been the main factor that influenced the 

morpho-physiological parameters studied. Autumn nitrogen fertilization 

(100 mg N during growing phase, 30 of them applied in the hardiness 

phase) improved the quality of Holm oak grown in a nursery and 

increased growth, nutrient content and concentration, cold tolerance and 

the root growth capacity, without compromising the response to water 

stress. The application of 130 mg N during the growing phase (60 of 

them in the hardiness phase) did not improve the standards of plant 

quality compared to 100 mg N. 

3 – The improvement of quality of Holm oak grown in a nursery did not 

translate into a better field performance. Only K fertilization had a 

positive effect on field performance, possibly due to osmoregulatory role 

of K that favored the response of plants to summer drought. 
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4 - Our results recommend early planting of Holm oak in Mediterranean areas 

with mild winters because it might allow for root growth, so that plants 

can better survive the dry summer season. 

 5 – Provenance of acorns is a factor to be considered in choosing the material 

for forest restoration. Our data suggest that physiological aspects, such as 

cold tolerance, seem to depend on plant adaptation to climatic conditions 

in their regions of provenance. Different responses to stress tolerance and 

accumulation of nutrients can be expected depending of the provenance 

of acorns. 
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