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ii - RESUMEN

La encina (Quercus ilex ssp. ballota [Desf.] Samp.) es un arbol de hoja
perenne ampliamente distribuido por el oeste de la cuenca mediterranea
convirtiéndose en una especie emblematica debido a su gran interés econdmico
ambiental y social. Las formaciones vegetales donde se encuentra, en gran
parte alteradas por la accion del hombre, suelen presentar una deficiente
regeneracion natural de esta especie, por lo que ha sido ampliamente usada en
programas de restauracion forestal en la Peninsula Ibérica, especialmente
durante los ultimos 10 afios. Sin embargo, estos programas han obtenido un
éxito limitado, debido a que la encina es un arbol muy vulnerable a las
condiciones de estrés, especialmente durante sus primeros afios de vida. Una
baja calidad de las plantas utilizadas en repoblaciones puede dar lugar a
caracteristicas morfologicas y fisiologicas que impedirian un correcto
establecimiento de las mismas. Una de las herramientas mas poderosas para la
modificacion de la calidad de planta producida en vivero es la manipulacion de
la disponibilidad de nutrientes. Sin embargo, el conocimiento del efecto de la
fertilizacion en la calidad de la planta de encina y en su respuesta
postransplante es escaso. Esta tesis analiza el efecto que la fertilizacion otonal
tiene sobre los parametros de calidad de planta de encina y su establecimiento

cn campo.

En el capitulo 1 se han combinado dos dosis distintas de cada nutriente
N-P-K, elevada y reducida, aplicadas durante el otono (30,0 y 1,5 mg N, 13,1y
0,3 mg Py 249 y 0,5 mg K, respectivamente). La aplicacién otofial de las
dosis elevadas, especialmente con N, mejor6 el crecimiento, el estado

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



las raices sin disminuir los estdndares de calidad de las mismas o la respuesta
frente al estrés hidrico. Sin embargo, la fertilizacion otofial s6lo tuvo un
pequefio efecto en la respuesta postransplante en campo, afectada inicamente
por la fertilizacién 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 plantacion en campo a finales de otofio ya que resulté mas efectiva que la

plantacion a mediados del invierno.

Un aspecto importante a tener en cuenta en los programas de
restauracion forestal es la procedencia de las semillas ya que diferentes
respuestas fisiologicas de distintas poblaciones a los factores de estrés
ambiental a los que la planta es sometida tendrian un efecto practico en la
eleccion del material para repoblacion. Sin embargo, el conocimiento sobre la
plasticidad fisiologica y adaptabilidad de esta especie es a menudo
contradictorio. En el capitulo 2 se evaluo el efecto de dos procedencias de
semillas de encina, una mas fria (Alcarria, ALC) y otra mas calida (Sierra
Morena occidental, HU) en la tolerancia al frio de las plantas, ademas de
estudiar la respuesta de las mismas a diversas dosis de fertilizacion otofial en
vivero. Los resultados indicaron una diferente asimilacién y/o acumulacion de
nutrientes entre distintas regiones de procedencia de las semillas, ademas de
que aspectos fisioldgicos como la tolerancia al frio parecen depender de
aspectos genéticos relacionados con la adaptacion de las plantas a las
condiciones climaticas de sus regiones de procedencia, al ser las plantas de la

procedencia mas fria mas tolerantes que las de la procedencia célida.

Por 1ultimo, en el capitulo 3 y en base a la influencia de la fertilizacion
otofial con nitrégeno en todos los parametros 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



en el capitulo 1 ya que las plantas cultivadas con dosis elevadas de N han
presentado mayor tamafio, mejor estado nutricional y mayor tolerancia al frio
sin disminuir su resistencia a la sequia. En este capitulo también se ha
estudiado el estrés oxidativo provocado por la exposicion de las plantas a una
helada de -12 °C, constatando la importancia que las moléculas antioxidantes

tienen en el proceso de proteccion 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 Optima de fertilizacion nitrogenada
en vivero, situdndola en torno a los 100 mg de N durante el cultivo anual (30
mg en la fase de endurecimiento otofial). Dosis por debajo de ésta disminuiria
el crecimiento y acumulacion de nutrientes, ademés de empeorar la tolerancia a
situaciones de estrés como el frio; mientras que dosis mayores, a pesar de
aumentar el tamafo y acumulacion de nutrientes podrian disminuir la
tolerancia al frio o la capacidad de crecimiento radicular respecto de la dosis
anterior, por lo que el éxito de las plantaciones sobre todo en zonas

desfavorables podria verse reducido.






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



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 ° 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

arcas.
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INTRODUCCION

1.1 - La encina: importancia y problemadtica en la Peninsula Ibérica

La encina (Quercus ilex L.) es un arbol perennifolio, de hoja esclerofila
perteneciente a la familia de las fagaceas. Es una de las especies arboreas mas
importantes de las comunidades forestales del oeste de la cuenca mediterranea,
creciendo en un amplio rango de ambientes, desde zonas calidas y aridas a

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

Entre las formaciones forestales en las que se encuentra, la encina
forma parte de una de las mas representativas y valiosas de la Peninsula
Ibérica, las dehesas. Las dehesas son sistemas agroforestales, creados por el
hombre mediante el clareo de las masas, orientado a la producciéon simultdnea
y combinada de ganado (porcino, vacuno y ovino), lefia, carbon y otros bienes
agrosilvopastorales (Joffre et al., 1988; Olea y San Miguel-Ayanz, 2006). En
Espana las dehesas ocupan una superficie aproximada de 2,5 millones de ha
(Garcia-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 ecologico de numerosas especies de fauna emblematicas ademas
de poseer unos intrinsecos valores estéticos como paisaje caracteristico de gran
parte de la Peninsula Ibérica (Diaz et al., 1997; Moreno et al., 2007). Desde el
punto de vista economico, la dehesa ha evolucionado desde sistemas de
aprovechamiento tradicionales basados en la rusticidad y extensificacion a una
situacion bien distinta donde el aprovechamiento de la bellota por parte del
cerdo ibérico en el suroeste de la Peninsula 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 Espafia supone una

facturacion anual de 130 millones de euros (MARM, 2008). Los beneficios

13



INTRODUCCION

economicos de la explotacion agricola, ganadera y cinegética, asi como las
funciones ecoldgicas y sociales de la especie, situan a la encina como un arbol
emblematico, sobre todo en el sur de la Peninsula Ibérica donde su distribucion

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

Sin embargo, los encinares y en particular las dehesas estan sufriendo
en las ultimas épocas procesos de decaimiento forestal, deterioro y mortandad
por toda la Peninsula Ibérica. Las causas de este decaimiento son producto de
la interacciéon de numerosos factores, principalmente el envejecimiento del
arbolado, la escasa regeneracion natural, la inapropiada gestion del ganado y el
dramatico efecto de la “seca de la encina” (Diaz et al., 1997) que estd dando
lugar a una generalizada disminucion del vigor y aumento de la mortandad de
la especie. Es por tanto necesario la puesta en practica de politicas de
repoblacidon con esta especie basadas en criterios cientificos que permitan la

correcta regeneracion 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 regeneracion
natural, en parte debido a una mala gestion de sus masas y a la excesiva carga
ganadera, ha sido ampliamente usada en programas de restauracion forestal en
la Peninsula Ibérica (Roda et al., 1999). Su uso en estos programas se ha visto
intensamente incrementado en los ultimos 10 afios llegando a superar a las
especies de Pinus, las cuales fueron las mas utilizadas en el pasado (Villar-
Salvador et al., 2004a). Sin embargo, en comparaciébn con otras especies
forestales mediterraneas, 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 climaticas desfavorables (Pausas et

al., 2004) y especialmente en areas continentales e interiores (Ruiz de la Torre,

14



INTRODUCCION

2006) o con una marcada sequia estival (Villar-Salvador et al., 2004a). El
pobre éxito de las repoblaciones de encinas ha sido atribuido a varios factores:
el estrés hidrico (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 estacion particular (Duryea, 1985). Esta capacidad es reflejo de una serie
de caracteristicas morfoldgicas, nutricionales y de resistencia a estrés que
dependeran 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 caracteristicas morfologicas y fisiologicas que
impedirian un correcto establecimiento de las mismas, sobre todo bajo
condiciones de estrés. Una de las herramientas mas poderosas para la
modificacion de la calidad de la planta producida en vivero es la manipulacion
de la disponibilidad de nutrientes (Landis, 1989; Salifu y Timmer, 2003). Una
correcta sobrecarga nutricional de las plantas en el vivero aumentaria las
reservas de estos nutrientes cuya posterior retranslocacion en campo mejoraria
el crecimiento y supervivencia de las mismas (Salifu y Timmer, 2003; Timmer
y Aidelbaum, 1996). Sin embargo, la mayoria de la literatura cientifica sobre
optimizaciéon de la nutricion mineral en plantas durante su produccion en
vivero ha sido desarrollada para especies de coniferas (McAlister y Timmer,
1998). A pesar de que los principios operativos son los mismos, la relacion
especifica 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 fertilizacién sobre los atributos morfo-

fisiologicos de las plantas y el establecimiento en campo: un efecto positivo de

15



INTRODUCCION

la fertilizacion 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 fertilizacion
de las plantas de encina en vivero pudiera mejorar su establecimiento en
campo, aun quedan viveristas que suministran una escasa cantidad de
fertilizante bajo la creencia de que las plantas poco fertilizadas son mas
resistentes a las condiciones climaticas del clima mediterraneo y que el aporte
de nutrientes de la bellota es suficiente para los requerimientos nutritivos de la

encina durante la fase de vivero (Pefiuelas y Ocafia, 1996).

1.3 - La fertilizacion otoiial como herramienta para mejorar la calidad de

planta

La fase de endurecimiento de las plantas en vivero se produce durante
el ultimo periodo de cultivo (otofio en viveros mediterraneos). Durante esta
fase distintos factores ambientales (principalmente las temperaturas frias y el
acortamiento del fotoperiodo) inducen la dormicién de las plantas, las cuales
maduran sus tejidos e incrementan su resistencia a factores de estrés (Colombo,
1997; Colombo et al., 2003; Fernandez et al., 2008; Villar-Salvador et al.,
2004a). Para mejorar el endurecimiento, las practicas de cultivo se han
caracterizado por una disminucion del riego y la fertilizacion (Rikala y Repo,
1997). Sin embargo, muchos estudios han mostrado que durante esta fase
existe un considerable crecimiento, especialmente en las raices, produciéndose
un efecto de dilucion de los nutrientes en los tejidos y una disminucion de la
concentracion de los mismos si no se adicionan cantidades adicionales (Boivin
et al. 2002, 2004). La aplicacion de fertilizante durante esta fase de

endurecimiento otofial tiene como objetivo impedir la dilucion de los nutrientes
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en los tejidos, manteniendo o incrementando los niveles de reservas sin alterar
significativamente la morfologia de las plantas (Rikala et al., 2004). Existen
muchos estudios en otras especies que muestran los efectos beneficiosos que
tiene en la formacion de reservas de nutrientes continuar con la fertilizacion
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 observdo mejora en la

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

El nitrogeno, el fosforo y el potasio son los macronutrientes principales
que se suministran en la produccion de las plantas. Su aplicacién durante el
cultivo pueden mejorar, entre otras cosas: en el caso del nitrégeno la eficiencia
fotosintética, el crecimiento radical y la eficiencia en el uso del agua (Lambers
et al., 1990; Fernandez et al. 2006); en el caso del fosforo el crecimiento
radical postransplante (Oliet et al., 2005); y en el caso del potasio el control
estomatico, el ajusto osmotico y la resistencia a la sequia y heladas (Bogeat-
Triboulot y Lévg, 1998). Es pues importante estudiar el efecto del suministro
de estos nutrientes durante la fase de endurecimiento otofial 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 mas importantes que las dosis totales de los mismos

(Fernandez et al., 2003).
1.4 - Las heladas y sequias como factores ambientales estresantes

La encina ha demostrado ser una especie muy vulnerable a condiciones
ambientales de estrés durante sus primeros afios de vida (Navarro-Cerrillo et

al., 2005). Como se ha comentado anteriormente, los programas de
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restauracion forestal en la Peninsula Ibérica con esta especie han obtenido un
¢xito limitado. El clima mediterraneo estd caracterizado por una pronunciada
estacionalidad e imprevisibilidad de las lluvias y de las temperaturas extremas
(Oliveira y Pefiuelas, 2004; Valladares et al., 2002a, 2002b), siendo la sequia y
las heladas los principales factores de estrés limitantes de la distribucion,

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

Tanto el estrés provocado por la sequia como por la exposicion a
heladas provocan como efecto final la deshidratacion de las células de las
plantas expuestas a dicho estrés (Welbaum et al., 1997). Ademas las estrategias
de resistencia de las plantas implican determinadas caracteristicas morfologicas
y fisioldgicas como el ajuste osmotico que pueden resultar comunes. Los
sistemas de defensa frente a la exposicion a la sequia implican cambios en el
intercambio gaseoso, el area foliar, la apertura de los estomas y el ajuste
osmotico (Ogaya y Pefiuelas, 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 osmotico mediante la acumulacion intracelular de solutos para evitar la

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

La utilizacion de plantas de encina con mayor resistencia a la sequia y
heladas mejoraria 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, asi como del efecto de la
aplicacion de técnicas culturales, como la fertilizacion otofial, que mejorarian

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

Las practicas llevadas a cabo en el vivero, las condiciones ambientales
y los factores genéticos influyen en las caracteristicas 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 fenoldgica (Valladares et al., 2007) o
desarrollar adaptaciones a unas determinadas condiciones climaticas (Kawecki

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

La amplia distribucién de la encina, unida a la heterogeneidad de los
ambientes que coloniza, implica una alta plasticidad fenotipica a nivel morfo-
fenoldgico (Gratani, 1995; Sabate et al., 1999), y una gran adaptabilidad
(Valladares et al., 2000). En este sentido la existencia de diferentes respuestas
fisiologicas de distintas poblaciones a los factores de estrés ambiental a los que
la planta es sometida (generalmente bajas temperaturas y sequia) tendrian un
efecto practico en la eleccion del material para repoblacion. Las heladas son
uno de los principales agentes estresantes de las plantas de encina durante su
establecimiento y limita la distribucion en altitud de la especie (Terradas y
Saveé, 1992) siendo, por tanto, muy importante para el éxito de una repoblacion
conocer si existe una adaptacion de las diferentes poblaciones a las condiciones

climaticas de su region 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 fertilizacion
otonal sobre los parametros 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 otofial 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 fertilizacion otonal sobre la resistencia de
las plantas a los principales factores de estrés que podrian influir en el éxito de

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

3- Comprobar el efecto que distintas dosis de nitrégeno tendrian sobre
parametros morfo-fisioldgicos y la resistencia a factores de estrés ambiental de

las plantas cultivadas en vivero.

4- Entender el efecto que la region de procedencia de las semillas
podria tener sobre la asimilacion de nutrientes y la tolerancia a las heladas de

las plantas producidas en vivero.
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Capitulo 1: Efecto de la fertilizacion otofial en vivero
sobre la morfo-fisiologia y el establecimiento en campo

de plantas de encina.*

oy
S

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

publicacion en la revista Annals of Forest Science
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CAPITULO 1

3 - Efecto de la fertilizacion otofial en vivero sobre la morfo-fisiologia y el

establecimiento en campo de plantas de encina.

3.1 - RESUMEN

La encina (Quercus ilex ssp. ballota [Desf.] Samp.) es un arbol de hoja
perenne ampliamente distribuido por el oeste de la cuenca mediterranea. Los
programas de restauracion forestal llevados a cabo con esta especie han
obtenido un éxito limitado y el conocimiento del efecto de la fertilizacion en la
calidad de la planta y en su respuesta postransplante son escasos. En nuestro
estudio se evaluo el efecto de la fertilizacion otofial en vivero, bajo clima
mediterraneo templado-calido con influencia atlantica, sobre la morfo-
fisiologia de las plantas y su establecimiento en campo, usando diferentes dosis
de nitrégeno, fosforo 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 otonial de endurecimiento). La
fertilizacion otofal, especialmente con N, mejoro el crecimiento y el estado
nutricional de las plantas, la tolerancia al frio y la capacidad de crecimiento de
las raices sin disminuir los estandares de calidad de las mismas. Sin embargo,
la fertilizaciébn otofial so6lo tuvo un pequeiio efecto en la respuesta
postransplante en campo, afectada unicamente por la fertilizacion 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 ubicacidn, con inviernos templados, la plantacion en campo a finales de

otofio fue mas efectiva que la plantacion a mediados del invierno.
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Palabras clave: encina; fertilizacion en vivero; tolerancia al frio; estado

nutricional; establecimiento en campo

3.2 - INTRODUCCION

Quercus ilex L. (encina) es un arbol de sucesion tardia y hoja perenne
que domina muchos tipos de bosques en el oeste de la cuenca mediterranea
(Ruiz de la Torre, 2006) y es ampliamente usado para la restauracion forestal
en dichos bosques (Roda et al., 1999). Sin embargo, esta especie muestra un
pobre establecimiento en campo en comparacion con otras especies
mediterraneas, particularmente en lugares con condiciones climaticas
desfavorables (Pausas et al., 2004). Este hecho ha sido atribuido a condiciones
de estrés hidrico (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 afos 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

sequia estival acusada.

Las practicas culturales en vivero, las condiciones ambientales y los
factores genéticos afectan a las caracteristicas funcionales de las plantas y a su
establecimiento en campo una vez transplantadas (Birchler et al., 1998). En
este sentido la manipulacion de la disponibilidad de nutrientes en vivero es una
herramienta poderosa para la modificacion de las caracteristicas de las plantas
(Puttonen, 1997). Sin embargo, los efectos de la variacion en la dosificacion,
formulacion y aplicacion de nutrientes sobre la calidad de la planta y el

establecimiento en campo de especies del género Quercus es aun 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
fertilizacion) pueden inducir el letargo en las plantas y mejorar su
endurecimiento (Colombo et al., 2003; Fernadndez et al., 2008). Por ejemplo, en
plantas de encina se han alcanzado valores de tolerancia al frio (temperatura
que causa el 50% de dafo en los tejidos foliares) de entre -13° y -19° C,
dependiendo de las condiciones de crecimiento y la region de procedencia de
las semillas (Fernandez et al., 2008; Heredia et al., 2009; Moll4 et al., 2006).
Morin et al. (2007) alcanzaron el 50 % de dafio en los tejidos a -27° C, pero fue
medido en segmentos de tallo, no en tejidos foliares. Algunos estudios han
encontrado un considerable crecimiento en el cAmbium y en las raices durante
la fase de endurecimiento, causando dilucion de nutrientes en los tejidos de las
plantas si no se suministraba cantidades adicionales de los mismos (Boivin et
al. 2002). Por tanto, la fertilizacion durante esta fase podria incrementar los
niveles de reserva de nutrientes en las plantas sin alterar significativamente la
morfologia 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).

Nitrogeno, fosforo y potasio son tres principales macronutrientes de las
plantas pudiendo mejorar, respectivamente, aspectos como la tasa fotosintética
neta, el crecimiento de las raices y la eficiencia en el uso del agua (Fernandez
et al. 2006; Lambers et al.; 1990), el crecimiento radical en campo (Oliet et al.,
2005) o el control estomatico, el ajuste osmotico y la tolerancia a la sequia y a
las heladas (Bogeat-Triboulot y Lévg, 1998). Algunos trabajos han sugerido

que las proporciones relativas de estos nutrientes entre si podrian ser mas
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importantes que las cantidades totales en los tejidos, a la hora de afectar el

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

El presente estudio con plantas de vivero de Quercus ilex ssp. ballota,
sometidas durante el otofio de su primera savia a diferentes dosis de N-P-K,
tiene como principales objetivos determinar: (i) el estado morfolégico y
nutricional a la finalizacion del periodo de cultivo en vivero (ii) el efecto de la
fertilizacion otofial sobre la tolerancia al frio y la capacidad de crecimiento de
raices en dos fechas (finales de otofo y mitad del invierno) y, (iii) el efecto de
los cambios en las caracteristicas de las plantas debidos a la fertilizacion otonal

sobre la capacidad de establecimiento en campo de las mismas.

3.3 - MATERIAL Y METODOS
3.3.1 - Condiciones de cultivo de las plantas

Durante el otofo-invierno de 2006-07, se recogieron y se conservaron
en arena humeda a 2°C, previamente lavadas y desinfectadas, bellotas de
Quercus ilex ssp. ballota (Desf.) Samp. de la region de procedencia Sierra
Morena Occidental. Posteriormente, en los primeros dias de febrero de 2007,
se pusieron unas 2500 bellotas sobre perlita himeda y se introdujeron en una
camara de cultivo a 20°C con el fin de inducir la pregerminacién. Con ello se
pretendia acortar el tiempo de germinacidon y conseguir una germinacion mas
uniforme entre las bellotas. En la tercera semana de febrero, la gran mayoria de
las bellotas sanas habian germinado y se seleccionaron aleatoriamente 1395
bellotas para su transplante a contenedores Plasnor® de 300 cm’ (completarian
un total de 31 bandejas con 45 contenedores por bandeja) usando como
substrato turba rubia Kekkili® 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 reducia la radiacion 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 aplico un régimen de fertilizacion
constante usando el fertilizante soluble en agua Peters professionall] 20-20-20
en una solucion 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 nitrogeno amoniacal, 6,05% de nitrogeno
nitrico y 10,01% de nitrégeno en forma de urea), 1,088 mg P y 2,075 mg K
(fosfato monoamonico, fosfato monopotdsico y nitrato potasico). En
consecuencia, cada planta recibié 70,0 mg N, 30,5 mg P y 58,1 mg K durante
el periodo de 28 semanas. Cada planta recibi6 el fertilizante disuelto en agua
destilada en una sola fertilizacion por semana. Entre dos fertilizaciones
consecutivas las plantas fueron regadas con agua del grifo segun necesidad,
procurando evitar un exceso de lavado por lixiviacion en el agua de riego. Al
final de estas primeras 28 semanas, los parametros morfologicos y
nutricionales de las plantas fueron: altura (15,23 + 0,87 cm), diametro del tallo
(3,03 £ 0,16 cm), peso seco de la parte aérea (1,74 + 0,13 g), peso seco de la
raiz (4,02 £ 0,26 g), ratio parte aérea raiz (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 disefo factorial completo
con tres factores (V, P, K) con dos niveles cada uno: N (N;. Ny.0), P (P1, Pisso),
y K (K;, K;/50). Por lo tanto se utilizaron 8 tratamientos de fertilizacion 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 nimero 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 N;, P;, y K;
fueron las mismas que las usadas durante las primeras 28 semanas de cultivo, y
proximas a aquellas tipicamente recomendadas para encinas durante la fase de
crecimiento en vivero (Navarro-Cerillo et al., 2009), aunque los programas de
fertilizacion en vivero para esta especie deben ser aun afinados (Jacobs et al.,
2009). Las dosis bajas (N;.0, Pisso, Ki/50) fueron aplicadas para evitar una total
privacion 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 1710 para N y entre
1/5'y 1720 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 duré la

fase de endurecimiento en este estudio.

mg ultimas 12 semanas

Tratamiento
N P K

1 N P, K; 30,0 13,1 24,9
2 N; Piso K 30,0 0,3 24,9
3 N, P, K50 30,0 13,1 0,5
4 N; Piso Kiso 30,0 0,3 0,5
5 N P K; 1,5 13,1 24,9
6 N Piso K 1,5 0,3 24,9
7 N P Kiso 1,5 13,1 0,5
8 Niz Piso Kiso 1,5 0,3 0,5
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3.3.2 - Estado morfo-fisiologico 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
morfologico y nutricional. El brote principal fue cortado en el punto de
insercion de los cotiledones, las hojas y el tallo fueron separados y las raices
limpiadas. Se midi¢ la altura de la planta y el didmetro del tallo, este tltimo 0,5
cm por encima del punto de insercion de los cotiledones. Posteriormente todas
las muestras fueron lavadas con agua destilada y puestas a secar en un horno
con ventilacion a 65°C. Una vez que no se aprecio reduccion en el peso de las
muestras, se evalud el peso seco de hojas (LDW), de tallos (StDW) y de raices
(RDW). Con estos datos se calculd el peso seco de la parte aérea (ShDW =
LDW + StDW) y la ratio parte aérea raiz (SRDW = ShDW/RDW).

Para obtener una cantidad suficiente de muestra para el andlisis de
nutrientes, se agruparon las 12 plantas de cada tratamiento en cuatro grupos
(muestras compuestas de tres plantas por grupo) que posteriormente fueron
molidas (diametro de rejilla de 0,8 mm). Para los analisis de N se utiliz6 un
analizador elemental (Termo Finnigan 1112 Series EA, Milan, Italy). Para los
analisis de P y K, las muestras secas y molidas fueron sometidas a 550° C
durante 7 horas, seguido de una digestion acida en HCl 5M, posteriormente se
analizaron con ICP-OES (Jobin Yvon Ultima 2, Tokio, Japan). También se
determinaron los carbohidratos no estructurales (NSC): los azucares solubles
(SS) fueron determinados mediante una extraccién hidroalcoholica seguida de
una colorimetria con antrona (Spiro, 1966) (usando un espectrofotdémetro; UV-
1601, Shimadzu ®, Tokyo, Japan), mientras que el almidon (St) se determiné
mediante una hidrdlisis acida seguida de una colorimetria con antrona (Rose et
al., 1991). Los contenidos en nutrientes minerales (N, P, K) y en NSC

(expresados en mg) fueron calculados multiplicando la concentracion (%) por
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el peso seco (g). Los andlisis 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 presion-volumen, con el fin de completar el
analisis del estado fitosanitario de las plantas y analizar las posibles diferencias
entre tratamientos. El intercambio gaseoso se midié con un analizador de gases
por infrarrojos portatil (LCi, ADC, UK), tanto en diciembre como en febrero, a
27-30 °C y 800-1000 pmol m? s de flujo de fotones fotosintéticos; la
estimacion del contenido en clorofilas se hizo con un medidor portatil (CCM-
200, ADC, UK) en ambas fechas de medicion, mediante un indice de
concentracion de clorofila (CCI) que calcula el equipo mediante algoritmos
empiricos incorporados al software interno midiendo a 653 y 931 nm durante 2
s; mientras que las curvas presion-volumen se realizaron so6lo en diciembre,
usandose una camara de presion (Modelo 1000; PMS Instruments, Corvallis,
OR, USA) y siguiendo la metodologia descrita por Koide et al. (1989).
Mediante las curvas presion-volumen se caracterizaron los pardmetros
siguientes: potencial osmotico en el punto de pérdida de turgencia (Ttp),
potencial osmotico a plena turgencia (m,), contenido hidrico relativo en el
punto de pérdida de turgencia (CHR;,) y el contenido relativo de agua

simplastica en el punto de pérdida de turgencia (Syp)
3.3.3 - Tolerancia al frio y capacidad de crecimiento de las raices

Para evaluar la tolerancia al frio se utiliz6 un ensayo de hoja suelta, tal
y como fue descrito para Eucalyptus globulus L (Fernandez et al., 2007). Este
método permite la obtencion 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 didmetro 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 comenz6 a 12 °C y la temperatura iba
descendiendo a razon de 3 °C/hora hasta la minima temperatura evaluada. La
temperatura minima se mantenia durante 3 horas y posteriormente ascendia
hasta 12 °C, a razon de 5 °C/hora. Un ciclo completo solia durar entre 14 y 16
horas. Una vez terminado el ciclo de temperatura, los tubos de ensayo se
sacaban del congelador y se les afiadia a cada tubo agua destilada (< 2 cm’)
hasta cubrir el pequefio peciolo. Las muestras se mantenian en una cdmara de
cultivo (25 °C dia/17 °C noche; fotoperiodo de 12 h; = 70% de humedad

relativa y 350 umol'm™s™ de flujo de fotones fotosintéticos).

El dafio a las hojas era visualmente evaluado a las 4 y a las 24 horas
después de la finalizacion del ensayo de frio mediante la estimacion del
porcentaje de la hoja que sufrié un dafio visualmente apreciable (VD), causado
por la lisis celular. Dicho dafo se reconocia por un particular oscurecimiento
y/o amarronamiento de la hoja después del ensayo. Simultaneamente y en las
mismas hojas se midieron pardmetros de fluorescencia de la clorofila usando
un fluorimetro portatil (Fim 1500; ADC, London, UK). Previamente a la
medicion de estos ultimos parametros las hojas fueron mantenidas en oscuridad
durante 20 minutos. Los parametros estimados fueron: fluorescencia minima de
los pigmentos antenas (Fy), fluorescencia maxima (F,,), fluorescencia variable

(Fy = Fy, — Fy) y laratio F,/F,,.

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 minimas evaluadas fueron -6 °C, -7 °C, -8 °C y -10 °C. En
febrero de 2008 se utilizaron 2 hojas por planta y 3 plantas por tratamiento,
siendo las temperaturas minimas evaluadas -7 °C, -8 °C y -10 °C. EI nimero de
horas de frio (< 8 °C) acumuladas por las plantas en el vivero fueron 425 en

diciembre y 950 en febrero.

La capacidad de crecimiento de raices (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 cepellon intacto, y transplantadas a contenedores
forestales de 2,5 L rellenando el volumen sobrante con perlita himeda.
Previamente al transplante se cortaron todas aquellas raices blancas que
sobresalian del cepellén. Los contenedores forestales fueron aleatoriamente
distribuidos en una mesa calentadora (20° C) en el interior de un invernadero
durante un periodo de 4 semanas. Las plantas fueron regadas cada 2-3 dias y no
fueron fertilizadas en ningin momento. Una vez finalizadas las 4 semanas, las
plantas fueron cuidadosamente sacadas de los contenedores, limpiadas de
perlita y las nuevas raices fueron cortadas del cepellon. Las raices fueron
clasificadas en raices finas (raices <2 mm didmetro) y raices gruesas (raices >
2 mm didmetro), se secaron en estufa a 65° C hasta peso constante y se pesaron

para obtener su peso seco (FRW y ThRW, respectivamente).
3.3.4 - Establecimiento en campo

La plantacion se realizd en una parcela experimental de la Universidad
de Huelva (37°12'N, 6°54’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 fertilizacion y fecha de plantacion.

La parcela era aparentemente homogénea y las plantas se plantaron en 10
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lineas con una separacion de 1 m entre plantas y de 2 m entre lineas. En cada
linea se plantaron aleatoriamente 2 plantas por tratamiento y fecha de
plantacion. Durante el periodo de estudio, la temperatura media en la parcela
fue de 16,5 °C, siendo la temperatura media de las maximas en el mes mas
calido y la temperatura media de las minimas en el mes mas frio de 29,9 °C y
4,8 °C respectivamente. La precipitacion media anual fue de 484 mm, con un
periodo de sequia estival que se extendid durante 4 meses. Una vez plantadas,
la altura y el didmetro del tallo fueron medidos en 5 fechas distintas a lo largo
de 2 afios consecutivos. También se caracterizo el estado de vigor de las
plantas usando una escala del 0 al 3 (0, planta muerta; 1, planta con mas del
50% de defoliacion u hojas secas; 2, plantas con menos del 50% de defoliacion
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 parametros de tasa de incremento del diametro de tallo
(SDI) y tasa de incremento de la altura (HI). SDI y HI se calcularon como el
didmetro y la altura medidos en una fecha particular divididos por el nimero de
dias que transcurrieron entre fechas de medicion consecutivas. También se
caracterizo6 el potencial hidrico al amanecer (W) en dos fechas (15 de julioy 10
de septiembre de 2008), una cercana a la mitad del primer verano y otra a la
finalizacion del mismo ya que representan la época mas estresante para las
plantas. Para su medicion se utiliz6 una camara de presion (Modelo 1000; PMS
Instruments, Corvallis, OR, USA) y se utilizaron 4 plantas, elegidas al azar, por
tratamiento de fertilizacion y fecha de plantacion, midiendo el potencial hidrico
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 herbaceas

fueron eliminadas de forma manual.
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3.3.5 - Analisis de datos

El efecto de la fertilizacién otofial en la morfologia y el estado
nutricional de las plantas fue evaluado usando el siguiente modelo lineal

general (GLM)

Yijkt =M+ N; +P; + Kj + NP + NKjj + PK jj + NPK i + e
(1

donde y;i; es el valor de la variable dependiente en la planta / fertilizada con la
dosiside N(i=1,2),ladosisjdeP (j=1,2),yladosiskde K (k=1, 2); pes
la media general; N, P, y K son los efectos fijos de los nutrientes; los términos
dobles y triples representa la interaccion entre los mismos; y e es el término de

error con hipdtesis inicial e; LIN(O, 0.%). Cuando la variable dependiente era
un porcentaje, se uso la transformacion arcseni/var(%)/100. Las diferencias

significativas entre los distintos efectos fueron evaluadas mediante el test de
Tukey's HSD, con a = 0,05. Para el anélisis de datos de los ensayos de RGC se
sigui6 el mismo GLM, pero incluyendo como factor fijo la fecha de medicion

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

Para evaluar la relacion entre VD y el parametro F,/F;, se utilizé el
coeficiente de correlacion de Pearson. La influencia de la fertilizaciéon en VD

fue estimada mediante el siguiente modelo mixto:

yijklmnoq:llJ+aA/‘+dk+tl+hm+Nn+Pu+Kq+thlm+NPno+Nan+PKoq
+IN, +1P, +1K, +INP,, +INK,  +1PK, +thN,, +thP, +hK, +e

Ino Ing log Imn Imo Imq ijklmnogq
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donde Yijkimmoq € €l arcsen\[VD(%)/100 de la hoja i de la planta j, evaluado en

la fecha k (diciembre, febrero), a la temperatura /, medido después de m horas
(4 h, 24 h), con la dosis n de N, la dosis o de P, y la dosis ¢ de K; p es la media
general; a es el efecto aleatorio de la planta; d es el efecto fijo de la fecha del
ensayo; ¢ es el efecto fijo de la temperatura; 4 es el efecto fijo del tiempo que
pasa hasta que se realiza la medicion; 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 medicion, y también considera que la covarianza
entre observaciones de la misma hoja a diferentes tiempos de medicion no es

nula y es diferente para cada temperatura.

El estado de vigor de las plantas en campo se analizd considerandola
una variable dependiente nominal, que sigue una distribucién multinomial.
Para ello se empleo el siguiente modelo lineal fijo generalizado, que incorpora

una funcién de enlace de tipo logit acumulativa:

Pr(yijklmn) st
logf ———
Pr(yijklmn) >t
+PK,, +dN, +dP, +dK, +dNP,A +dNK, +dPK, +dm, +e

)

J:ll'l+ai+dj+mk +N,+F, +K, +NP, +NK,

ijklmn

donde yjjxmn €s €l estado de vigor (escala de 0, 1, 2, 6 3) de la planta i plantada
en la fecha j (diciembre, febrero) evaluada en la fecha k (julio, diciembre) con
la dosis / de N, la dosis m de P, y la dosis n de K; ¢ es el estado de vigor (escala
de 0, 1, 2, 6 3); a es el efecto aleatorio de la planta; d es el efecto fijo de la

fecha de plantacion; m es el efecto fijo de la fecha de evaluacion 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

€rror.

El analisis del crecimiento en altura y didmetro de las plantas en campo

fue evaluado usando el siguiente modelo:

Yijkimn =H+d; tm; + N, +P +K,, + NP, + NKy,, + PKy, +mNjk

+ mPﬂ + mKJm + dml] + mNPJkl + mNKka + mPK]lm + el'jklmn

4

donde yjjumn €s 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 £ de N, una dosis
/ de P, y una dosis m de K; d es el efecto fijo de la fecha de plantacion; m es el
efecto fijo de la fecha de medicion; 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 considerd no estructurada para observaciones dentro de la misma planta.

El efecto de la fertilizacion en el estado hidrico de las plantas fue
evaluado tal y como se describe en el modelo 1, pero considerando también la
fecha de plantacion (diciembre, febrero) y la fecha de medicion (julio,
septiembre) como efectos fijos, ademas de considerar la interaccion de estos
efectos con los efectos recogidos en el modelo 1. La influencia de la
fertilizacion en los parametros deducidos de las curvas presion-volumen se
evalué 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 medicion (diciembre, febrero) como factor fijo.
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3.4 - RESULTADOS
3.4.1 - Morfologia y estado fitosanitario de las plantas

La fertilizacion otofial con nitrégeno tuvo un efecto significativo en
todos los parametros morfologicos estudiados (Tab. 2). La tabla 2 también
muestra como las dosis K; 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
disminucién, N;, P;, y K; mantuvieron valores de SRDW mas altos que N,
P50, y Ky/50. Las interacciones entre nutrientes no resultaron significativas (p >

0,05) para ninguno de los pardmetros estudiados

Tabla 2: Valores de los parametros morfologicos de las plantas (en diciembre de 2007)
cultivadas con diferentes dosis de N (N; v Ny9), P (P y Piso), K (K; v Kys59). Para cada

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

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

N P K

NI NI/20 PI P1/50 KI KI/50
H (cm) 18,62a 14,77b 16,49a 16,90a 17,66a 1573 b
D(mm) 3952 297b  337a 3,55a 3,46a 345a
ShDW (2) 233a 1,490 1,84a 1,78a  2,05a 1,78b
RDW (g) 627a 504b 566a 564a 585a 546a
SRDW 0,38a 030b  035a 032b  035a 0,32b
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Las tablas 3 y 4 muestran que la fertilizacion otofial con dosis mayores
de P y K increment6 significativamente la concentraciéon de N en hojas (1,03
%N [P/], 0,88 %N [Ps0]; 1,06 %N [K;], 0,86 %N [K,/50]) y que la fertilizacion
con mayor dosis de N elevo la concentracion en hojas de P (0,15 %P [N/], 0,11
%P [N;0]). 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 raices; y 0,44
%N, 0,09 %P y 0,46 %K para tallos.

La fertilizacion otofial con dosis mayores de N y K incremento
significativamente los contenidos de N, P y K en hojas, mientras que la
fertilizacion con mayor dosis de P increment6 solamente el contenido en hojas
de N (Tab. 3 y 4). La fertilizacion con dosis mayores de N y K incrementd
significativamente el contenido de N en raices (28,4 mg N [N/], 23,8 mg N
[Ni0]; 27,8 mg N [K;], 24,5 mg N [K/50]). En el tallo, solo la fertilizacion con
mayor dosis de N tuvo un efecto significativo en los contenidos en nutrientes,
aumentando significativamente los contenidos en N (3,7 mg N [N,], 2,2 mg N
[Ni20]) y en P (0,7 mg P [N/], 0,4 mg P [N;»]). 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 raices y
3,1 mg K para tallos. Por lo tanto, considerando los contenidos en hojas, tallos
y raices, el contenido total de N por planta fue aproximadamente de 48 mg para

la dosis N; y 35 mg para la dosis N;z.
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Tabla 3: Valores de p obtenidos del modelo lineal general que evalta el efecto de la

fertilizacion (N, Py K) en la concentracion y el contenido de nutrientes, en hojas (L), raices (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 concentracion y contenido en nutrientes foliares de las plantas de Quercus

ilex en diciembre de 2007 cultivadas con diferentes dosis de N (N; v Nys), P (P;y Piso) y K

(K; y K;/50). Para cada pardmetro y nutriente, las letras diferentes en una misma fila muestran

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

N P K
NI N1/20 PI P1/50 KI KI/50
[N] (%) 1,0la 091a 1,03a 0,88Db 1,06a 0,86b
[P] (%) 0,15a 0,11b 0,14a 0,12a 0,14a 0,12a
[K] (%) 0,82a 0,67a 0,82a 0,68a 0,87a 0,63a
N cont (mg) 15,53a 9,08b 13,73a 11,14b 14,78a 10,27b
Pcont(mg) 23la 1,09b 1,83 a 1,64 a 1,98 a 1,50b
K cont (mg) 12,64a 6,74b 10,83a 8,81a 12,19a 7,58b

En relacion a las interacciones entre nutrientes, las interacciones N[P y

PIK resultaron tnicamente significativas para la concentracion y el contenido

de N en las hojas de las plantas (0,001 < p < 0,027). La interaccion NIK tuvo

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

raices (p = 0,029); ademés de para el contenido de N en hojas, raices y tallo
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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[PB y NIK indicaron que es necesario aplicar
altas dosis de ambos nutrientes (N; P; o N; K, respectivamente) para obtener
un incremento en la concentracion y contenido de N en hojas. Por lo tanto la
fertilizacion con P y K también afectd a la concentracion y contenido de N en
hojas. La concentracion de N en hojas se vio también afectada por la
interaccion PIK, las plantas con menores dosis de ambos nutrientes (P50 K;/50)
tuvieron los valores mas bajos, siendo significativamente menores que las

plantas que recibieron P; y K;, P; y Kj/50 0 Pysso y K.

Sélo la fertilizacion con N tuvo un efecto significativo (p = 0,003) en la
concentracion de SS en raices y hojas, ambas fueron mayores en plantas que
recibieron las dosis Ny (5,05 % y 3,16 %, respectivamente) que N; (3,60 % y
2,08 %, respectivamente). Asimismo, solo el contenido de St en raices fue
significativamente mayor (p = 0.006) después de adicionar la dosis N; (1423,3
mg) frente a la dosis Nz (1064,2 mg). No se aprecid ningin efecto
significativo sobre los contenidos de SS y St en hojas (30,81 mg y 1233,95 mg,
respectivamente) ni sobre la concentracion de St en hojas y raices (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

parametros 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 medicion para la transpiracion (1,68 + 0,08 mmoly.o m™ s™), para la
conductancia estomatica (86,0 + 6,5 mmolyo m™ s”) ni para el indice de

contenido en clorofila (CCI) (27,4 + 0,62). La tasa fotosintética neta tampoco
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se diferencid entre tratamientos pero si entre fechas de medicion (p = 0,010;
5,51 + 0,35 pmolco, m™? s [diciembre] y 3,94 * 0,46 pmolco, m? s
[febrero]). El mismo comportamiento tuvo la eficiencia en el uso del agua
(fotosintesis neta / transpiracion), con p < 0,001 y valores mas altos en
diciembre (3,57 = 0,20 pmolco/mmoly,o) que en febrero (2,08 + 0,13
pMmolcoz/mmoly;p). Sin embargo, aunque no significativo para un a de 0,05,
este ultimo parametro estuvo proéximo a la significacioén entre tratamientos de
N (p = 0,064), presentando valores mas altos N; que N;9 (3,17 £ 0,20 y 2,70
0,25, respectivamente). Respecto a los parametros derivados de las curvas
presion-volumen, CHR,,; y S,px 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 Tty (-
2,98 £0,15 MPa [N,] y-2,76 £ 0,15 MPa [N;2]) y m, (-1,86 £ 0,27 MPa [N,] y
-1,65 £ 0,21 MPa [N,,29]), siendo en ambos casos menores (mas negativos) los

valores para las plantas N; que para las N;/».
3.4.2 - Tolerancia al frio y capacidad de crecimiento radical

Se obtuvo una correlacion lineal negativa significativa entre F,/Fy, y
VD para ambas fechas estudiadas (diciembre y febrero) y para ambos tiempos
de medicion después de la finalizacion del ensayo (4 h y 24 h). Estas
correlaciones fueron mejores a 24 h (r =-0,924, p <0,001, n =400) que a4 h (r
= -0,894, p <0,001, n = 400). Los resultados a las 24 h mostraron que para
Fy/Fin £ 0,64, VD fue siempre = 50%; para F,/F,, 2 0,77, VD fue < 50%; y para
0,64 < F,/Fy, < 0,77, los valores de VD fueron impredecibles pero siempre
iguales o menores al 60% (Fig. 1). Los demds parametros de fluorescencia de
la clorofila medidos (Fy, Fy y F,) no mostraron correlacion significativa con la

estimacion del dano visual (VD).
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Figura 1: Relacién entre el dafio visual (VD) y F./F,, medidos 24 horas después de la
finalizacion de los ensayos de frio. El analisis de la correlacion lineal se realiz6 mediante el

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

El andlisis de los datos mostro diferencias significativas en VD entre
todas las temperaturas estudiadas, excepto entre -6° C y -7° C, siendo los
valores de VD mayores en los ensayos de temperatura mas 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 finalizacion del ensayo mostraron
valores mayores que las realizadas a las 4 h (378 % y 158 %
respectivamente). La interaccion entre la temperatura y el tiempo de medicion
también resultod significativa (p <0,001), siendo el incremento del dafo entre
las mediciones a las 4 y 24 h mas evidente a -7° C y -8° C que a -6° C y -10° C.
El N fue el factor nutricional que més afectd a VD, las plantas tratadas con N,
tuvieron valores de VD significativamente menores (20,0 %) que aquellas

tratadas con Ny (32.2%) (Fig. 2). También se encontraron diferencias

46



CAPITULO 1

significativas en funcion de la dosis de P (p = 0.003), aunque solo a -8° C, a
dicha temperatura las plantas tratadas con P,y sufrieron mas dafios que

aquellas tratadas con P;.

Figura 2: Daiio visual (VD) en relaciéon con las diferentes dosis de N aplicadas, para cada
temperatura de ensayo y tiempo de medicion. Las diferentes letras indican diferencias

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

ensayada.
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Respecto a la capacidad de crecimiento radical (RGC) ensayada, las
plantas tratadas con dosis N; produjeron significativamente mas raices nuevas
que las plantas tratadas con N;» (p <0,05). Los valores de las variables
estudiadas en funcién de la dosis de N fueron: 33,7 mg ThRW (&;), 23,1 mg
ThRW (N;z0), 8,8 mg FRW (N)), y 4,9 mg FRW (N;9). En el ensayo de
diciembre estas diferencias fueron encontradas en todos los pardmetros
estudiados mientras que en el ensayo de febrero, dichas diferencias solo fueron
significativas para FRW. Respecto al efecto de la fecha de ensayo, solo 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 afo después de la plantacion, 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
medicion realizada en julio de 2008 que en la de diciembre de 2008. Ademas la
interaccion entre la fecha de medicion y la dosis de K aplicada fue
significativa, en diciembre de 2008 las plantas tratadas en vivero con dosis K;
mostraron mejor estado de vigor que aquellas tratadas con dosis K59 (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 categorias
consideradas para evaluar el estado de vigor: 0 plantas muertas, 1 plantas con una defoliacion
mayor del 50%, 2 plantas con una defoliacion menor del 50%, y 3 plantas completamente
sanas. Solo estdn representados factores o interacciones que resultaron estadisticamente
significativos. El modelo ha probado ser significativo para la fecha de plantacion (DP), fecha

de medicion (DM) y la interaccion entre DM y la dosis de K.
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CAPITULO 1

Al principio de la primera estacién seca (julio de 2008), las plantas
plantadas en diciembre de 2007 tuvieron un potencial hidrico
significativamente mayor que aquellas plantadas en febrero de 2008 (W =-2,19
+ 0,15 MPay W =-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 plantacion, siendo el valor medio del

potencial hidrico W =-3,53 £ 0,08 MPa.

Figura 4: Tasa de crecimiento en diametro del tallo (SDI) (+ S.E.) estimado para cada fecha de
plantacion durante el periodo de estudio. * muestra diferencias significativas (p<0,05) entre

fecha de plantacion para una determinada fecha de medicion.
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3.5 - DISCUSION

Nuestros resultados indican que altas dosis de fertilizacion otofial
nitrogenada (N;) resultaron mas efectivas que dosis bajas (N;,9) para el
incremento de los parametros morfologicos (ShDW, RDW y SRDW) al final
del periodo de crecimiento en vivero de las plantas de encina. El tamafo y el
peso de las plantas estuvieron dentro del rango de las plantas comerciales de
encina normalmente producidas en esta region, 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 raices sometidas a distintos
tratamientos de fertilizacion con N. Esta diferencia puede ser explicada porque
nuestra fertilizacion se extendié hasta mediados de diciembre, mientras que en
los estudios citados la fertilizacion concluy6 a principios de otofio por lo que
pudo no ayudar de forma directa al crecimiento de las raices y a la actividad
cambial durante el otofio, o bien a las temperaturas templadas-calidas de
nuestro vivero que permiten una mayor actividad vegetativa otofial. También
hemos encontrado que la fertilizacion con P y K mejor6 SRDW; en particular
la fertilizacion con K incrementd 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 mas fertilizadas y en particular a la mayor concentracion 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 fertilizacién
con N fue el principal factor que afectd al contenido en nutrientes de las
plantas: mayor suplemento otonal de N incrementd significativamente tales
contenidos, principalmente debido a la mayor biomasa de las plantas y a una
elevada concentracion 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 fertilizacion durante
todo el periodo de crecimiento en vivero. En el caso de las raices, 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 “dilucion” de los
nutrientes por el crecimiento de nuevas raices y a la acumulacion de éstos
durante las 40 semanas del periodo de crecimiento, no s6lo en la fase de
endurecimiento. Teniendo en cuenta que una bellota de esta region de
procedencia puede contener unos 30 mg de N en su interior (Oliet et al.,
2009a), a finales de diciembre las plantas s6lo mantuvieron entre el 34% [N;,2]
y el 37% [N;] del N disponible en la bellota més el N aplicado al medio de
cultivo. El efecto positivo de la fertilizacion con P y K en la concentracion de
N en hojas puede ser debido a varias razones (Marschner, 1995): (i) al
requerimiento de estos nutrientes para la sintesis de acidos nucleidos, para la
respiracion de las raices, la cual es una precondicion para la absorcion del N, o
para el metabolismo fotosintético; (ii) a la relacion directa entre el nivel de P y
el metabolismo energético celular, en particular como fuente de ésteres

fosforicos y fosfatos ricos en energia (por ejemplo, ATP) necesarios para la
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reducciéon de NO; a NHy'; (iii) al papel de K en la activacion de numerosas

enzimas y ATPasas requeridas para la sintesis de proteinas.

Nuestros resultados indican que la concentracion de SS en raices y
hojas fueron escasamente menores en las plantas que recibieron dosis N; que
en aquellas que recibieron dosis N;»p. Esto es probablemente debido a un
mayor consumo de carbono en las plantas N; que crecieron mas vigorosamente
que las N;9, ya que la concentracion 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 fenologia del crecimiento (Fernandez et al., 2008;
Palacio et al., 2008; Sanz-Perez et al., 2007). Los mayores contenidos de St de
las plantas tratadas con dosis N;, en comparacion con las tratadas con dosis
N0, indican que no hubo un efecto de dilucion evidente en la concentracion
de St en raices, incluso aunque las plantas N; incrementaron en mayor

proporcidn la biomasa de las raices durante la etapa otofial.

Los valores de intercambio gaseoso invernales medidos a las plantas
estan dentro del rango propio de la especie, teniendo en cuenta que las tasas
fotosintéticas netas no llegaron a los méximos descritos para esta especie por
una mas que probable inhibicién invernal de la fotosintesis (Garcia-Plazaola et
al., 1999; Juarez-Lopez et al., 2008), mas acusado cuanto mas avanzo el
invierno desde diciembre hasta febrero. Asimismo, los valores obtenidos de los
parametros derivados de las curvas presion-volumen estdn 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
hidricas, las plantas que recibieron mayor dosis de N en otofo (N;) se
comportaron mejor que las de dosis reducida (N;,9), aunque con diferencias
pequenas en valores absolutos. Cabria sefialar los valores mas negativos de Th,

y TG, de las plantas N;, lo que podria indicar una mayor acumulacion de solutos
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intracelulares en estas plantas respecto de las del tratamiento Ny,

contribuyendo a mejorar la tolerancia al frio.

Estudios previos han evaluado el efecto del estrés por frio en la
eficiencia fotosintética de la encina, basandose en mediciones de Ia
fluorescencia de la clorofila (Oliveira y Pefiuelas, 2004). La medicion del
parametro F,/Fy, es un método no destructivo, sencillo y rapido para evaluar el
dafo inducido por la helada en la planta. La alta correlacion existente entre el
pardmetro F,/Fy, y los dafios por helada después de un ensayo de frio han sido
previamente mostrados en otras especies (Fernandez et al., 2007, 2008). Por
tanto, las mediciones de F,/F, podrian ser muy utiles para evaluar los dafios
por heladas de una forma cuantitativa en vez de un método subjetivo como es
el método visual (VD). No obstante, en dicha correlacion existe un intervalo de
valores de Fv/Fm con cierta incertidumbre en su prediccion que invita a no
aparcar las mediciones visuales del dafio ocasionado hasta que el ensayo de frio
no esté perfectamente afinado. Los valores menores de VD en los ensayos de
febrero en relacion con los ensayos de diciembre, podrian ser debidos a la
mayor acumulacion de horas de frio que habrian mejorado la tolerancia a las
heladas (Fernandez et al., 2008). Estudios previos han encontrado diferentes
efectos (incremento, descenso o no efecto) de la fertilizacion con N en dicha
tolerancia (literatura citada en Fernandez (2008) y Vilagrosa et al., 2006). En
nuestro estudio, la fertilizacion otofial con N aumentd la tolerancia al frio,
aunque no se lleg6 a un alto grado de endurecimiento pues a -10° C se alcanzo
el umbral de 50% de VD. En otros estudios realizados en el mismo vivero con
plantas de encina de otra region de procedencia, o en un vivero de clima mas
frio con la misma region 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 -13° C (Fernandez et al., 2005). Estas diferencias

podrian ser explicadas por la variacion 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 mas frios resultaria
impredecible para plantas procedentes de un vivero sometido a un clima

templado-calido.

Distintos estudios han encontrado una asociacion positiva entre la
concentracion de SS y la tolerancia al frio en varias especies de Quercus
(Fernandez et al., 2008; Molla et al., 2006; Morin et al., 2007). Por el contrario,
en nuestro estudio se ha encontrado que las plantas con mayor tolerancia al frio
(tratamientos con N;) tuvieron menores valores de concentracion de SS que
aquellas tratadas con N;;. Sin embargo, las diferencias de contenido en SS
entre plantas que recibieron distintas dosis de N fue pequena y las
concentraciones de SS también fueron relativamente bajas (3,60-5,05 %) en
comparacion a las citadas en otros estudios (5,00-9,50 %). Debido a que las
membranas celulares son los sitios primarios de lesion durante las heladas, la
mayoria de las alteraciones celulares durante el periodo de endurecimiento
estan destinadas a preservar la integridad de las mismas (Zwiazek et al., 2001).
Por lo tanto, aunque la acumulacion de SS puede mejorar la tolerancia al frio
por sus propiedades criogénicas y osmoticas, la elevacion de los niveles de
otros solutos incluyendo los lipidos, aminoacidos, proteinas (proteinas que
tienen actividad apopléstica anticongelante, proteinas crioprotectores,
dehidrinas, etc), acidos organicos, glucosidos, y sales orgdnicas también
pueden mejorar dicha tolerancia (Larcher, 2000; Zwiazek et al., 2001). Esto
podria explicar el efecto positivo de la fertilizaciéon nitrogenada sobre la
tolerancia al frio en el presente trabajo. Sin embargo, la relacion entre la
tolerancia al frio y la composicioén de estos compuestos organicos aun debe ser
definida para ésta y otras especies mediterrdneas. Ademas, una medicion con
mayor frecuencia de la tolerancia al frio y del contenido en SS que en el

presente estudio, desde finales de verano hasta el otofio y durante el invierno
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(Colombo et al., 2003), seria la tinica manera de entender realmente como la

nutricion afecta el desarrollo de la tolerancia al frio en la planta.

También hemos encontrado que la fertilizacion con N incrementd el
contenido foliar de K, el cual juega un papel fundamental en la
osmorregulacion (Hsiao y Léuchli, 1986), estando el dafio por heladas
inversamente relacionado con el contenido de K de las hojas (Marschner,
1995). Hemos encontrado un efecto positivo de la fertilizacion con P en la
tolerancia al frio s6lo para las plantas expuestas al ensayo a -8° C, este efecto
fue menor en comparacion con el de la fertilizacion con N y, probablemente,
estuvo relacionado con el incremento de la concentracién de N en las hojas de

las plantas como consecuencia de la fertilizacién con P.

RGC estad considerada como una medida del vigor de las plantas y
proporciona una buena evaluacion de la eficiencia fotosintética y de la cantidad
de carbohidratos almacenados (Ritchie, 1985). Nosotros hemos encontrado que
la fertilizacion con N (N;) incrementé RGC, el crecimiento de la parte aérea y
el contenido en almidon, debido probablemente al mayor tamafio de estas
plantas que afect6 a su capacidad de asimilacion (Villar-Salvador et al., 2004a).
RGC ha sido usado para predecir la capacidad de establecimiento
postransplante de las especies forestales y estd frecuentemente correlacionado
con la tolerancia al frio (Simpson y Ritchie, 1996). En nuestro estudio, la
fertilizacion con N (N;) no solo incrementd RGC sino también la tolerancia al
frio, resultado que concuerda con los obtenidos por Molla 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 plantacion
durante el periodo de estudio: la mayoria de nuestras plantas sobrevivieron,
registrando valores de s6lo un 2% de mortalidad para las plantas plantadas en
diciembre de 2007 y un 8% para las plantadas en febrero de 2008. Ademas, los

potenciales hidricos durante el primer verano no bajaron de -3,5 MPa, no
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llegando pues a -4,0 MPa, valores tipicos de afios donde el periodo de sequia 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
plantacion. Como confirman nuestros resultados, el verano (la estacion seca)
fue la estacion mas estresante, mostrando las plantas mejores estados de vigor
antes que inmediatamente después del verano. En verano, las raices necesitan
tomar el agua de las partes mas profundas del suelo (Palacios et al., 2009). En
nuestra parcela de estudio, las plantas plantadas en diciembre presumiblemente
desarrollaron un sistema radicular mas 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 hidricos de
las plantas plantadas en diciembre fueron mas altos que los de aquellas
plantadas en febrero. Ademas, la tasa de incremento en diametro (SDI) después
de la primera estacion seca fue mayor en las plantas plantadas en diciembre
que aquellas plantadas en febrero, presumiblemente debido a la relacion
positiva entre crecimiento y estado hidrico. La variacion en SDI entre plantas

plantadas a distintas fechas, se increment6 después del segundo afio en campo.

Como hemos dicho anteriormente, estudios previos han encontrado
distintos efectos de la fertilizacion en vivero sobre el establecimiento en campo
de encinas y otras especies mediterraneas. En el presente estudio, solo la
fertilizacion con K afect6 al vigor de las plantas, posiblemente debido al rol de
K en el control de la apertura de los estomas y el ajuste osmotico (Hsiao y
Lauchli, 1986). Del Campo et al. (2010) también encontraron un efecto
positivo del K en la respuesta de las plantas en campo (supervivencia),

especialmente en afios secos. Sin embargo, aunque nosotros no encontramos
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variaciones en las concentraciones de K entre plantas que recibieron distintos
tratamientos de fertilizacion con K, existieron variaciones entre tratamientos en
los contenidos totales de K en las hojas. Ademads, encontramos que la
fertilizacion con N mejor6 la tolerancia al frio, el crecimiento y el estado
nutricional de las plantas al final del periodo en vivero, pero no afectd 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 aplicacion
de N por un breve periodo de tiempo (durante las ultimas 12 semanas en el
vivero) o, en general, a las condiciones favorables de crecimiento en nuestra
parcela de campo durante el periodo de estudio, que derivaron en que todas
nuestras plantas tuvieran suficientes reservas de este elemento para obtener un
rendimiento 6ptimo en campo. En condiciones mas desfavorables y estresantes
es posible esperar diferentes resultados del efecto de la fertilizacion
nitrogenada sobre el rendimiento en campo, pero no ha sido constatado en este

estudio.

3.6 - CONCLUSIONES

Las plantas cultivadas registraron valores morfo-fisiologicos dentro del
rango de los estdndares comerciales de esta especie. En particular la
fertilizacion nitrogenada con dosis N; (100 mg N durante toda la fase de
vivero, 30 mg de ellos durante la fase de endurecimiento otofal) aumento el
crecimiento, el contenido en nutrientes, la tolerancia al frio y la capacidad de
crecimiento de raices de las plantas respecto de la dosis reducida (71,5 mg N,
1,5 mg de ellos durante el otofio). La mayor fertilizacién otonal con P y K
también mejord algunos aspectos morfo-fisiologicos y de estado nutricional de

las plantas.
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Sin embargo la mejora de dichos pardmetros morfo-fisiologicos por
efecto de la mayor fertilizacién no se tradujo en una mejor respuesta en campo
tras el transplante, probablemente a consecuencia de las buenas condiciones
edafoclimaticas de la parcela de estudio. Solo la fertilizacion con K tuvo un
efecto positivo en el establecimiento en campo, posiblemente debido a la
accion osmorreguladora de K que favorecié a las plantas mas fertilizadas
durante la época de sequia estival. Resultan necesarios, pues, mas estudios para
afinar el programa de fertilizacion Optimo en encina para la mejora del

establecimiento en campo de las plantas.

Nuestros resultados, una vez mas, recomiendan la plantacion temprana
de encinas en areas mediterraneas con inviernos suaves ya que podria favorecer
el crecimiento radicular y por lo tanto aumentar las probabilidades de

supervivencia de las plantas durante la estacion seca estival.
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4 - Efecto de la fertilizacion otoiial en vivero sobre la tolerancia al frio en

dos procedencias ibéricas de encina

4.1 - RESUMEN

La amplia distribucion que presenta la encina por la cuenca
mediterranea y el éxito limitado que se ha logrado a través de los programas de
restauracion forestal llevados a cabo con esta especie, hacen que se tenga en
consideracion la procedencia de las semillas a la hora de producir plantas
destinadas a repoblacion forestal. Diferentes respuestas fisioldgicas de distintas
poblaciones a los factores de estrés a los que la planta es sometida
(generalmente bajas temperaturas y sequia) tendrian un efecto préctico en la
eleccion del material para repoblacidn, sin embargo el conocimiento sobre la
plasticidad fisiologica de esta especie es escaso y a menudo contradictorio. En
nuestro estudio se evaluo el efecto de dos procedencias de semilla de clima
contrastado (Alcarria y Sierra Morena Occidental) en la tolerancia al frio de las
plantas, ademas de estudiar la respuesta de las mismas a diversas dosis de
fertilizacion otofial en vivero. La fertilizacion otofial, especialmente con N,
mejord el crecimiento, la capacidad de crecimiento de raices, la tolerancia al
frio y el estado nutricional de las plantas sin disminuir la calidad de planta de
las mismas. Se detectd una diferente asimilacion y/o acumulacion de nutrientes
entre distintas regiones de procedencia de las semillas, ademas de que aspectos
fisiologicos como la tolerancia al frio parecen depender de aspectos genéticos
relacionados con la adaptacion de las plantas a las condiciones climaticas de
sus regiones de procedencia, al ser las plantas de la procedencia mas fria mas

tolerantes que las de la procedencia calida.

Palabras clave: encina; region de procedencia; nutricidon mineral; adaptacion.
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4.2 - INTRODUCCION

Quercus ilex L. (encina) es un arbol de hoja perenne y esclerdfila
ampliamente distribuido por la cuenca mediterranea (Barbero et al., 1992). A
pesar de ser considerablemente usado para restauracion forestal en dichos
bosques (Roda et al., 1999) muestra un pobre establecimiento en campo en
comparacion con otras especies mediterraneas, particularmente en lugares con
condiciones climaticas 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 arbol muy vulnerable a
condiciones ambientales de estrés durante sus primeros afios 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 distribucién de la encina, unida a la heterogeneidad de los
ambientes que coloniza, implica una alta plasticidad fenotipica a nivel morfo-
fenologico (Gratani, 1995; Sabate et al., 1999), lo cual indica una gran
capacidad de adaptabilidad (Valladares et al., 2000). Diferentes respuestas
fisiologicas de distintas poblaciones a los factores de estrés a los que la planta
es sometida (generalmente bajas temperaturas y sequia) tendrian un efecto
practico en la eleccion del material para repoblacion. En los estudios realizados
sobre plasticidad fisioloégica en encina (Gimeno et al., 2009; Gratani et al.,
2003; Laureano et al., 2008; Morin et al., 2007; Pesoli et al., 2003; Sanchez-
Vila y Retuerto, 2007) existen discrepancias en cuanto a si predomina la
aclimatacion (alta plasticidad intrapoblacional) o la adaptacion a las
condiciones de su region de procedencia (plasticidad interpoblacional). Las
heladas son uno de los principales agentes estresantes de las plantas de encina
durante su establecimiento y limita la distribucién en altitud de la especie

(Terradas y Savé, 1992) siendo, por tanto, muy importante para el éxito de una
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repoblacion conocer si existen diferencias entre regiones de procedencia en

cuanto a resistencia a diferentes tipos de estrés.

Las practicas en vivero, las condiciones ambientales y los factores
genéticos afectan a las caracteristicas funcionales de las plantas y a su
establecimiento en campo una vez transplantadas (Birchler et al., 1998). En
este sentido la manipulaciéon de la disponibilidad de nutrientes es una
herramienta Util para la modificaciéon de las caracteristicas de las plantas
(Puttonen, 1997). Sin embargo, los efectos de la manipulacion de la
disponibilidad de nutrientes en la calidad de planta y el establecimiento en
campo de especies del género Quercus es aun incierto (Broncano et al., 1998;
Oliet et al., 2009a; Trubat et al., 2010; Villar-Salvador et al., 2004a, 2005).
Ademas, por lo que sabemos hasta el momento, el conocimiento del efecto de
la fertilizacion sobre el estado nutricional de plantas de encina de distintas

procedencias y su relacion con la resistencia a estrés es practicamente nulo.

Nitrégeno 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
(Fernandez et al., 2006; Lambers et al., 1990); o el control estomatico, el ajuste
osmotico y la tolerancia a la sequia y a las heladas (Bogeat-Triboulot y Lévg,
1998). En nuestro estudio, teniendo en cuenta los datos proporcionados en el
capitulo 1, hemos sometido a las plantas a distintas dosis de N y K, por ser los
nutrientes que mas efecto produjeron sobre los parametros estudiados,

prescindiendo en este ensayo del efecto del fosforo.

El presente estudio, con plantas de dos procedencias de Quercus ilex
ssp. ballota, una de clima frio continental (Alcarria, ALC) y otra de clima mas
calido con influencia atlantica (Sierra Morena Occidental, HU), sometidas

durante el periodo de fertilizacion otonal a diferentes dosis de N-K, tiene como
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principales objetivos determinar: (i) el estado morfoldgico y nutricional a la
finalizacion del periodo de vivero de las plantas de cada procedencia, (ii)
corroborar el efecto de la fertilizacién otonial sobre la tolerancia al frio y la
capacidad de crecimiento de raices 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 METODOS
4.3.1 - Material vegetal y condiciones de cultivo

Las bellotas de encina se recolectaron durante el otofio de 2008 en dos
localidades de condiciones climaticas diferentes, en 25 arboles por localidad
separados entre si mas de 80 m, a razon de 300 semillas por arbol. Una de las
localidades (4LC) estéa situada en Guadalajara, correspondiente a la region de
procedencia La Alcarria y Serrania de Cuenca (39°25” - 41°20° N, 1°40°- 3°15°
W) mientras que la otra estd localizada en la Sierra de Huelva (HU),
correspondiente a la region de procedencia Sierra Morena Occidental (37°30° -
38°20° N, 4°30° — 7°30° W). La primera region de procedencia se ubica a una
altitud de entre 800 y 1000 m, sobre cambisoles calcicos, con una precipitacion
media anual de 628 mm. La temperatura media anual es de 13,3 °C, la
temperatura media de las méaximas en el mes mas calido es de 34,6 °C mientras
que la temperatura media de las minimas en el mes mas frio es de -2,8 °C
llegandose a alcanzar minimas de -20 °C en afios muy frios (Jiménez-Sancho et
al., 1996). La segunda regioén de procedencia se halla entre 200 y 700 m de
altitud, sobre regosoles y cambisoles pedregosos, con una precipitacion media
anual de 842 mm. La temperatura media anual es de 16,2 °C, la temperatura
media de las méximas en el mes mas calido es de 38,5 °C mientras que la

temperatura media de las minimas en el mes mas frio es de 1,5 °C (Jiménez-
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Sancho et al., 1996). Esta region, a diferencia de la anterior, no presenta
periodos de helada segura, aunque las temperaturas minimas absolutas pueden

alcanzar -5° C en enero.

A principios de 2009, se tomaron de forma aleatoria 300 bellotas por
procedencia (12 por arbol) y se pusieron a pregerminar sobre perlita himeda en
una cadmara de cultivo a 20 °C con el fin de reducir el tiempo y la variabilidad
intrapoblacional en la germinacion. En la tercera semana de febrero, se
plantaron 120 bellotas sanas de cada procedencia escogidas al azar de entre las
que habian pregerminado satisfactoriamente. Las bellotas fueron distribuidas
aleatoriamente en 6 bandejas de contenedores Plasnor® de 300 cm’ (1 bandeja
contiene 45 contenedores), de forma que en cada bandeja habia 20 plantas de
cada procedencia y se utilizdo como substrato turba rubia Kekkild[] BO (con el
pH corregido a 6,0 usando Dolokall]). Las plantas crecieron en vivero bajo una
malla que reducia la radiacion 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 posicion.

Durante las primeras 28 semanas, se aplico un régimen de fertilizacion
constante usando el fertilizante soluble en agua Peters professionall] 20-20-20
en una solucién 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
distribuia en 3,94% nitrégeno amoniacal, 6,05% nitrogeno nitrato y 10,01%
nitrogeno urea), 1,088 mg P y 2,075 mg K (fosfato monoamodnico, fosfato
monopotasico y nitrato potasico), 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 recibio el
fertilizante disuelto en agua destilada con una periodicidad semanal y entre dos
fertilizaciones consecutivas las plantas fueron regadas con agua del grifo segun

necesidad. Al final de las primeras 28 semanas, los pardmetros morfolégicos y
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nutricionales fueron: altura (9,45 + 0,44 cm), diametro del tallo (2,38 + 0,07
cm), peso seco de la parte aérea (1,19 £ 0,07 g), peso seco de la raiz (2,46 +
0,28 g), ratio parte aérea raiz (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 razén
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
disefo factorial completo con dos factores (N y K) con dos niveles cada uno: N
(N1, Nio) y K (K, Ki/50) y dejando la dosis de P constante (denominada P; en
el capitulo 1). Por lo tanto se experimentaron 4 tratamientos de fertilizacion
distintos (Tab. 1), cada uno aplicado a una bandeja que contenia 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 nimero 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 N;, P;, y K; fueron las
mismas que las usadas durante las primeras 28 semanas de cultivo,
coincidentes con las aplicadas en el capitulo 1 y dentro del rango de aquellas
tipicamente recomendadas para encinas durante la fase de crecimiento en
viveros (Navarro-Cerillo et al., 2009). Las dosis bajas (N;2 y K;s50) fueron
aplicadas para evitar una total privacion de nutrientes (Boivin et al., 2002) pero

aplicando unas dosis significativamente menores a las N; y K.
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Tabla 1: Cantidad total de N, P y K aplicada a cada planta durante las 12 semanas que duré la

fase de endurecimiento otofial en este estudio.

mg ultimas 12 semanas

Tratamiento

N P K
1 N, P, K; 30,0 13,1 249
3 N P, K5 30,0 13,1 0,5
5 Ny P, K 1,5 13,1 249
7 Nz Pr Kiyso 1,5 13,1 0,5

4.3.2 - Estado morfoldgico y nutricional

A finales de diciembre de 2009, seis plantas por tratamiento y
procedencia fueron aleatoriamente seleccionadas para evaluar su estado
morfologico y nutricional. El brote principal se cortd en el punto de insercion
de los cotiledones, las hojas y el tallo fueron separados y las raices limpiadas.
Se midio la altura de la planta y el didmetro del tallo, este ultimo 0,5 cm por
encima del punto de inserciéon de los cotiledones. Posteriormente todas las
muestras fueron lavadas con agua destilada y puestas a secar en un horno a 65
°C. Una vez que no se aprecio reduccion en el peso de las muestras, se evalud
el peso seco de hojas (LDW), de tallos (StDW) y de raices (RDW), también se
calcul6 el peso seco de la parte aérea (ShDW = LDW + StDW) y la ratio parte
aérea raiz (SRDW = ShDW/RDW).

Para obtener una cantidad suficiente de muestra de hojas para el analisis
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 diametro de
rejilla de 0,8 mm. Para los andlisis de N se utilizd un analizador elemental
(Termo Finnigan 1112 Series EA, Milan, Italy). Para los andlisis de P y K, las

muestras secas y molidas fueron sometidas a 550 °C durante 7 horas, seguido

67



CAPITULO 2

de una digestion 4cida en HC1 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 determinacion de los azlcares
solubles (SS) se realizd una extraccion hidroalcohdlica seguida de una
colorimetria con antrona (Spiro, 1966) usando un espectrofotometro (UV-1601,
Shimadzu ®, Tokyo, Japan), mientras que el almidéon (St) se determind
mediante una hidrolisis acida seguida de una colorimetria con antrona (Rose et
al., 1991). Los contenidos en nutrientes minerales y en NSC (expresados en
mg) fueron calculados multiplicando la concentracion (%) por el peso seco (g).
Todos los nutrientes y NSC fueron determinados en las mismas muestras de

hojas.
4.3.3 - Tolerancia al frio y capacidad de crecimiento de las raices

Para evaluar la tolerancia al frio se utilizaron los ensayos de hoja suelta,
tal y como fue descrito para Eucalyptus globulus L. (Fernandez et al., 2007) y
en el capitulo 1. Las hojas seleccionadas fueron separadas de las plantas e
insertadas en tubos de ensayo (2,2 cm de didmetro y 15 cm de longitud),
posteriormente se llevaron a un arcon congelador al que se acoplé un
programador de temperaturas (West ® 4400; ISE Inc., Cleveland, OH). El
congelador contaba con dos ventiladores internos que distribuian el aire en el
interior de una forma uniforme. El ensayo comenzaba a 12 °C y la temperatura
iba descendiendo a razoén de 3 °C/h hasta la minima temperatura evaluada. La
temperatura minima era mantenida durante 3 horas y posteriormente se elevaba
¢sta hasta 12 °C, a razon de 5 °C/h, siendo la duraciéon 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 afiadia agua destilada (< 2 cm® por
tubo) hasta cubrir el peciolo. Seguidamente, las muestras se mantenian en una
camara de cultivo a 25 °C dia/17 °C noche, fotoperiodo de 12 h , = 70% de

humedad relativa y 350 pmol'm™>s™ de flujo de fotones fotosintéticos.
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El dafio a las hojas fue visualmente evaluado mediante la estimacion del
porcentaje de la hoja que sufrié un dafio visualmente apreciable (VD) a 4, 24,
48 y 96 h después de la finalizacion del ensayo de frio. Dicho dafio visual,
causado por la lisis celular se reconocia 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 minimas evaluadas fueron -8 °C, -10 °C, -12 °C
y -14 °C. El nimero de horas de frio (£ 8°C) acumuladas por las plantas en el

vivero fue de 239 h en el momento de las mediciones.

La capacidad de crecimiento de raices (RGC) se evalué 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 himeda.
Previamente al transplante se cortaron todas aquellas raices blancas que
sobresalian del cepellon. Los contenedores fueron aleatoriamente distribuidos
en una mesa calentadora (20 °C) en el interior de un invernadero durante un
periodo de 4 semanas. Las plantas fueron regadas cada 2-3 dias y no fueron
fertilizadas en ningin momento. Una vez finalizadas las 4 semanas, las plantas
fueron cuidadosamente sacadas de los contenedores, limpiadas de perlita y las
nuevas raices fueron cortadas del cepellon. Las raices se secaron en estufa a
65° C hasta peso constante y se pesaron para obtener su peso seco pero
previamente fueron clasificadas en raices finas (FRW; < 2 mm didmetro) y

raices gruesas (ThRW; > 2 mm didmetro).
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4.3.4 - Analisis de datos

El efecto de la fertilizacion otofial y la procedencia en la morfologia y
el estado nutricional de las plantas fue evaluado usando el siguiente modelo

lineal general (GLM)

Yiu =M+ N, +Ki+ PROCi + NK; + NPROC, + KPROC, + NKPROC,, +ey,
(1)

donde y;i; es el valor de la variable dependiente en la planta / fertilizada con la
dosiside N (i=1, 2), ladosis j de K (k =1, 2) y perteneciente a la procedencia
k (k=1,2); nes la media general; N, K y PROC son los efectos fijos de los
nutrientes y la procedencia; los términos dobles y triples representan la
interaccion entre los mismos; y e es el término de error bajo la hipotesis e U

N(0, 0.5). Cuando la variable dependiente era un porcentaje, se usé la
transformacion arcsen,/var(%)/100. Las diferencias significativas entre los

distintos efectos fueron evaluadas mediante el test de Tukey's HSD, con a =

0,05. Para el andlisis de datos de los ensayos de RGC se siguid el mismo GLM.

La influencia de la fertilizacion y la procedencia en VD fue estimada

mediante un modelo mixto:

Viimo = M+ @, +1, + 1 + N, +K, +PROCo+thu+ NK,, + NPROCno
+ KPROCno + tNkm + thn + tPROCko + tNKkmn + tNPROCkmo + tKPROCkno
+thN,,, +thKin+thPROCuo+e

)

ijklmnog

donde yjkimno €s €l arcsen\VD(%)/100 de la hoja i de la planta j, a la
temperatura k, medido después de / horas (24 h, 48 h, 72 h, 96 h), con la dosis
m de N, la dosis n de K y la procedencia o; p es la media general; a es el

efecto aleatorio de la planta; ¢ es el efecto fijo de la temperatura; 4 es el efecto
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fijo del tiempo que pasa hasta que se realiza la medicion; 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 medicion no es nula y

es distinta para cada temperatura.

4.4 - RESULTADOS
4.4.1 - Morfologia y estado nutricional de las plantas

La fertilizacion otofial con nitrogeno tuvo un efecto significativo en
todos los parametros morfologicos estudiados a excepcion de la ratio SRDW
(Tab. 2). La tabla 2 también muestra como la region de procedencia resultd
significativa para el diametro y para SRDW, ademas 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 fertilizacion otonal con potasio no
tuvo un efecto significativo (p > 0,05) para ninguno de los parametros

estudiados, al igual que todas las interacciones entre los efectos contemplados.

Tabla 2: Valores de los parametros morfologicos de las plantas (en diciembre de 2009) en
funcién de la dosis de N (N; y N,) v la localidad de procedencia (ALC y HU). Para cada

pardmetro también se muestra el nivel de significacién obtenido (p).

N PROC

Ny Ny P ALC HU p
H (cm) 14,43 11,61 <0,001| 12,53 13,41 0,153
D(mm) 315 268 <0,001| 3,14 2,69 <0,001
ShDW (g) 171 133 0,007 | 145 1,58 0,395
RDW (2) 343 2,79 0,002 320 3,01 0,284
SRDW 0,51 048 0253 | 046 053 0,005
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Las tablas 3 y 4 muestran que la mayor fertilizacion otofial con N
incrementd significativamente, en hojas, tanto la concentracion como el
contenido de nutrientes (N, P y K). Ademas se han obtenido diferencias en las
concentraciones de P y contenidos de N y K en funcién de la region de
procedencia. Sin embargo no se ha encontrado un efecto significativo de la
fertilizacion otonal con K ni sobre las concentraciones ni sobre el contenido en

nutrientes.

Tabla 3: Valores de p obtenidos del modelo lineal general que evaluo el efecto de la
fertilizacion (factores N y K) y el efecto de la region de procedencia sobre la concentracion y el

contenido de nutrientes en hojas de las plantas de Quercus ilex en diciembre de 2009.

N K  PROC NK NPROC K-PROC NK-PROC
[N] 0,003 0322 0229 0970 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

Ncont <0,001 0,395 0,005 0,550 0449 0,102 0,500
Pcont <0,001 0,125 0266 00966 0,005 0,140 0,257

Kcont 0,003 0,176 0,023 0,191 00913 0,037 0,324

Tabla 4: Valores de concentracion y contenido en nutrientes foliares de las plantas de Quercus
ilex en diciembre de 2009 cultivadas con diferentes dosis de N (N; y N,9), y perteneciente a
distintas regiones de procedencia (ALC y HU). Para cada parametro y factor, las letras

diferentes muestran diferencias significativas (p < 0,05) entre dosis de nutriente o regién de

procedencia.
N PROC
N; N ALC HU
[N] (%) 1,53 a 1,31b 1,38 a 1,46 a
[P] (%) 0,17 a 0,15b 0,17 a 0,15b
[K] (%) 0,92 a 0,88 b 0,88 a 091 a
N cont (mg) 18,54 a 12,83 b 14,29 a 17,04 b
P cont (mg) 2,04 a 1,47b 1,76 a 1,75 a
K cont (mg) 11,24 a 8,73b 9,16 a 10,81 b
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En relacion a las interacciones entre nutrientes y region de procedencia,
la interaccion NIK tuvo un efecto significativo en la concentracion de K en
hojas, siendo necesario aplicar las dosis mas altas de ambos nutrientes (N; y
K) para obtener un incremento significativo de la concentracion de K, el cual
no se conseguia con la aplicacion independiente de la dosis alta de cada
nutriente por separado. La interaccion N-PROC resulté significativa tanto para
la concentracion como para el contenido de P, siendo la combinacion de dosis
alta de nitrogeno (N;) con la regiéon de procedencia ALC la que presentd
valores mayores de concentracion y contenido de P. También resultd
significativa la interaccion K-PROC para el contenido en K, obteniéndose los
valores mayores para la combinacion de dosis alta de potasio (K;) y region de

procedencia HU.

No hubo ningin efecto significativo de la fertilizacion 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). Si 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 frio y capacidad de crecimiento radical

El analisis de los datos mostrd diferencias significativas en VD entre
todas las temperaturas estudiadas, excepto entre -10 °C y -12 °C, 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 finalizacion del ensayo y la medicion (24, 48, 72 y 96 h). Tanto

la fertilizacion nitrogenada como la region de procedencia fueron factores que
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afectaron los valores de VD, mientras que la dosis de K no presentd ningiin
efecto significativo sobre los dafios por frio. Para N, las plantas que recibieron
una dosis menor de fertilizante (N;/,) presentaron valores de VD mayores que
las plantas que recibieron una dosis alta (N;) para todas las temperaturas
ensayadas, excepto para -14 °C (Fig. 1). Por otra parte, las plantas de la region
de procedencia HU presentaron valores de VD mayores que las plantas de la

procedencia ALC, esta diferencia fue patente a las temperaturas de -10 y -12 °C

(Fig. 2).

Figura 1: Dafio visual (VD) estimado en funcién 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: Dafio visual (VD) en funcion 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.
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Los datos de la capacidad de crecimiento radical mostraron que las
plantas tratadas con dosis N, tuvieron significativamente mas raices nuevas que
las plantas tratadas con N (p <0,05) una vez finalizé el ensayo de RGC. Los
valores de las variables estudiadas en funcion de la dosis de N fueron: 59,8 mg
ThRW (N)), 20,8 mg ThRW (N;.), 7,6 mg FRW (N;) y 4,2 mg FRW (N0).
No se encontraron diferencias significativas en funcion de la dosis de K, la
region de procedencia o las interacciones entre factores para los parametros

estudiados.
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4.5 - DISCUSION

La fertilizacion otonal nitrogenada ha resultado ser una herramienta
efectiva en el incremento otofal de los parametros morfolégicos H, D, ShDW y
RDW. Los valores obtenidos de estos parametros fueron de alrededor del 20 %
mayores en la dosis N; respecto a la dosis Nz, 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 capitulo
anterior, no encontraron un aumento en el crecimiento de raices por la
fertilizacion con N. Este aumento en el crecimiento radicular también ha sido
encontrado en el capitulo 1 de este estudio por lo que daria consistencia a la
hipdtesis de que esta diferencia podria ser explicada porque la fertilizacion en
nuestros ensayos se extendio hasta mediados de diciembre, mientras que en los
estudios citados la fertilizacion concluy6 a principios de otofio o por el efecto

de la temperatura ambiente, algo mas célida en nuestro vivero de Huelva.

La region de procedencia resultd significativa para el didmetro de las
plantas y para SRDW, presentando las plantas de ALC valores mayores de
diametro y menores de SRDW que las de HU. Respecto a las diferencias entre
procedencias en caracteres morfoldgicos, algunos estudios han mostrado que
en plantas de Quercus ilex parametros morfologicos como el tamafio de la
planta estaria relacionada con las condiciones climaticas de la regiéon de
procedencia (Gratani et al., 2003). Ello es debido en parte a que las bellotas de
procedencias donde las condiciones climaticas (sequia, bajas temperaturas) no
suponen un excesivo estrés para los arboles son mayores en tamafio que
aquellas procedentes de zonas muy frias o con una sequia estival acusada
(Gimeno et al., 2009). En nuestro estudio las plantas de la procedencia mas fria

mostraron valores mayores de didmetro, mientras que el peso seco total de la
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planta fue similar en ambas procedencias. Es pues necesaria la realizacion de
nuevos estudios tomando en consideracion un mayor nimero de procedencias
con un amplio rango climatico para esclarecer el efecto que la procedencia

pueda tener sobre parametros morfologicos.

La fertilizacién con N fue el principal factor que afect6 tanto a las
concentraciones como al contenido en nutrientes de las plantas: mayor
suplemento otofial de N incrementd 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, si encontraron diferentes contenidos en nutrientes en
funcion de la dosis de N aplicada, de modo que las plantas mas fertilizadas
tuvieron mayores contenidos en N, P y K, principalmente debido a un

incremento en la biomasa de las plantas fertilizadas.

Si se obtuvieron diferencias entre procedencias en la concentracién 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 concentracion 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 fertilizacion y procedencia muestran que en el caso de las plantas de ALC
la concentracion 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 acumulacion de
nutrientes entre diferentes regiones de procedencia sobre todo en el caso de Py
K. El fosforo es un importante constituyente de los fosfolipidos que forman
parte y dan estabilidad a las membranas celulares (Marshner, 1995), siendo
estas membranas celulares el primer lugar donde se produce el dafio inducido
por heladas (Heino y Palva, 2003; Kaminska-Rozek y Pukacki, 2005; Pukacki
et al., 1991). El endurecimiento frente a este estrés estd asociado a la fluidez de
la membrana y la transicion de temperatura entre la fase solida y gel (Levitt,
1980) que estan relacionados con los ratios entre fosfolipidos saturados e
insaturados, fosfolipidos y proteinas y fosfolipidos 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 osmotico
intracelular (del Campo et al., 2010; Hsiao y Lauchli, 1986), siendo las plantas
que poseen un adecuado estado nutricional en K menos susceptibles a

episodios de sequia (Lindhauer, 1985).

El andlisis de carbohidratos indicd que, a pesar del mayor crecimiento
de las plantas N; las concentraciones y contenido de NSC no presentaron
diferencias entre las distintas dosis de fertilizacion aplicadas. La aplicacion de
fertilizante evito el efecto dilucion en la concentracion de NSC en las hojas de
las plantas a pesar de que la demanda de carbohidratos para su crecimiento y
mantenimiento seria mayor en las plantas mas grandes (Fernandez et al., 2008;
Palacio et al., 2008; Sanz-Perez et al., 2007). El analisis de los datos de NSC en
funcion de la procedencia mostré que las plantas de la procedencia HU
tuvieron mayores contenidos de SS que las de la procedencia ALC, siendo esta
diferencia debida a la combinacion de una mayor biomasa foliar con una ligera
mayor concentracion de azacares (p = 0,122) en las plantas de HU. Estos datos
podrian reflejar también un diferente comportamiento entre procedencias en la

respuesta a la acumulacion y/o asimilacion de estos azlicares.
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Estudios previos en otras especies (Fernandez et al., 2007, 2008), asi
como los datos presentados para encina en el capitulo 1, han mostrado que la
medicion de VD de las hojas es un método eficaz para evaluar los dafios que
presenta la planta después de someterse a una helada. Aunque existe cierta
discrepancia en cuanto al efecto que la fertilizacion con N puede tener sobre la
tolerancia a heladas (literatura citada en Fernandez, 2008 y Vilagrosa et al.,
2006), nuestros datos muestran que la fertilizacion otofial con N mejord
sustancialmente la capacidad de tolerancia al frio de plantas de encina
cultivadas en vivero. Diversos estudios demuestran un efecto positivo de la
concentracion de SS en la tolerancia al frio en varias especies de Quercus
(Fernandez et al., 2008; Molla et al., 2006; Morin et al., 2007). Sin embargo
nuestros datos muestran unas concentraciones y contenidos similares de SS
entre distintas dosis de nitrogeno, aunque la aplicacion de N mejord la
tolerancia al frio de las plantas. Como ha quedado de manifiesto en el anterior
capitulo la acumulaciéon de SS no es el unico aspecto que puede prevenir el
dafio por heladas, existiendo otras moléculas y solutos que pueden tener un
papel importante en la tolerancia al frio (Larcher, 2000; Zwiazek et al., 2001).
Como componente de estos solutos podria encontrarse K, cuyo contenido esté
inversamente relacionado con el dafio por heladas, o P, el cual forma parte de
los fosfolipidos que confieren estabilidad a las membranas celulares
(Marschner, 1995), que son las primeras estructuras danadas por agentes
ambientales estresantes como las bajas temperaturas (Elstner, 1982). Tanto K
como P han presentado mayores contenidos en las plantas N; cuya tolerancia al

frio también fue mayor.

La region de procedencia ha resultado ser un factor significativo en la
tolerancia de las plantas a las heladas en las temperaturas intermedias
ensayadas (-10 y -12° C) donde estas plantas se han encontrado al limite de su

capacidad de tolerancia. Las plantas de la procedencia mas fria (ALC) han
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sostenido valores de VD en torno al 40%, mientras que las plantas procedentes
de una procedencia mas calida han presentado valores en torno al 80-90%, es
decir apreciandose necrosis casi completa de los tejidos foliares. Nuestros
datos parecen indicar una adaptacion a las condiciones climatologicas
predominantes en la region de procedencia de las semillas. La proteccion frente
a heladas se logra a través de una serie de cambios bioquimicos y fisiologicos
dependiente de la expresion de los genes sensibles a bajas temperaturas
(Novillo et al., 2004; Suping et al., 2005). Las adaptaciones fisiologicas 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
esclerofilas mediterraneas la literatura es escasa y algo contradictoria. Algunos
estudios en Quercus ilex (Gratani et al., 2003; Sanchez-Vilas y Retuerto, 2007)
y en Quercus suber (Ramirez-Valiente et al., 2009) han encontrado una
adaptacion de plantas de procedencia xéricas a la sequia, mientras que para la
tolerancia al frio se ha demostrado que las plantas procedentes de regiones frias
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 fisiologicas a la sequia y a las heladas
dependian mas de la aclimatacion a condiciones de estrés que de la adaptacion
propia de las plantas a las condiciones de su regiéon de procedencia. Las
diferencias encontradas entre nuestro estudio y el de Gimeno et al. (2009),
donde no se obtienen diferencias en la tolerancia al frio entre procedencias,
pudieran ser debidas a una distinta exposicion a temperaturas bajas. La
aclimatacion al frio por la exposicion a temperaturas suboptimas (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 calido, el nimero de horas acumuladas durante el cultivo en

el que la temperatura bajé de 8° C fue de solo 239 h, por lo que la aclimatacion
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de las plantas fue menor que en un vivero de condiciones mas frias. No
obstante existen evidencias de un importante grado de heterogeneidad en la
constitucion genética de las distintas regiones de procedencia de encina que
explicaria variaciones en atributos funcionales y estructurales entre poblaciones
(Sanchez-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 frio. La tolerancia a las heladas involucra
muchos procesos fisiologicos y moleculares (Larcher, 2000) como la
acumulacion de azlcares, la sintesis de proteinas protectoras o el aumento de la
transcripcion de mRNA (Novillo et al., 2004; Suping et al., 2005). Es necesario
pues esclarecer la relacion entre la tolerancia al frio, determinados procesos
fisiologicos y la composicion de diversos compuestos organicos. Una medida
con mayor periodicidad de la tolerancia al frio, el andlisis de SS desde finales
de verano hasta el otofio y durante el invierno (Colombo et al., 2003) y el
estudio de mas regiones de procedencia cultivadas en diferentes condiciones
climaticas, ayudaria a comprender el proceso de endurecimiento al frio en esta

especie.

RGC estad considerada como una medida del vigor de las plantas y
proporciona una buena evaluacion de la eficiencia fotosintética y de la cantidad
de carbohidratos almacenados (Ritchie, 1985). En nuestro caso la fertilizacion
con N (N;) incrementd6 RGC y el crecimiento de la planta. RGC esta
frecuentemente correlacionado con la tolerancia al frio (Simpson y Ritchie,
1996). Nuestro estudio esta en concordancia con Molla et al. (2006) ya que
encontramos que la fertilizacion con N (N;) incrementd RGC vy la tolerancia al
frio. No se ha encontrado ningtn efecto de la procedencia en la capacidad de

regeneracion radical.
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4.6 - CONCLUSIONES

La fertilizacion otonal con nitrogeno, en dosis de 100 mg de N por
planta, ha demostrado ser una herramienta util para modificar la morfologia de
la encina en vivero. Ademds el aumento del tamafo de la planta esta
acompanado con un aumento tanto de las concentraciones y contenidos de N-
P-K y de una mejora de aspectos fisiologicos como la tolerancia al frio o la

capacidad de regeneracion radicular.

Nuestros datos sugieren una diferente asimilacion y/o acumulacion de
nutrientes entre distintas regiones de procedencia de la semilla. Esto es
especialmente cierto para N, K y SS. Aspectos fisiologicos como la tolerancia
al frio parecen depender de aspectos genéticos relacionados con la adaptacion
de las plantas a las condiciones climdticas de sus regiones de procedencia,
aunque un estudio mas detallado y con mayor nimero de procedencias y
condiciones de cultivo es necesario para establecer el efecto de la plasticidad

intra e inter poblacional en éste y otros aspectos fisiologicos.
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5 - Efecto de la fertilizacion otofial nitrogenada sobre el estado nutricional

y la resistencia a estreses abioticos de plantas de encina.

5.1 - RESUMEN

La encina (Quercus ilex ssp. ballota [Desf.] Samp) es una de las
especies mas importante en las comunidades forestales del oeste de la cuenca
mediterranea, siendo un arbol muy vulnerable a condiciones ambientales de
estrés durante sus primeros afnos de vida. Las principales condiciones de estrés
son la sequia estival y las heladas invernales. En este sentido la fertilizacion
otofial con nitrégeno es una herramienta 1til para la mejora de la calidad de las
plantas en vivero y su posterior éxito postransplante. La aplicacion de 30 y 60
mg N durante 12 semanas de fertilizacion otonal (incluidas respectivamente en
tratamientos de aplicacion total de 100 y 130 mg N durante las 40 semanas de
cultivo en vivero), mejoraron el crecimiento, la capacidad de crecimiento de
raices, la tolerancia al frio y el estado nutricional de las plantas, respecto a las
dosis reducidas (0 y 1,5 mg N de aplicacion otonal), ademas de no afectar
negativamente a la respuesta de las plantas ante situaciones de estrés hidrico.
La aplicacion otonal de distintas dosis de N mostro que algunos parametros
morfoloégicos, como el didmetro del tallo (D) y el peso de la parte aérea
(ShDW), son susceptibles de ser modificados mediante pequefios incrementos
en el aporte de N durante el cultivo. La mayor dosis de N aplicada (60 mg N
otofiales) supuso un aumento del contenido de nutrientes en las hojas, sin
producirse una disminucion en sus concentraciones por un efecto de dilucion,
pero se aprecid una tendencia hacia menor tolerancia al frio respecto de la

dosis de 30 mg N. .
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Palabras clave: encina; estrés hidrico; fisiologia; tolerancia al frio; estrés

oxidativo.

5.2 - INTRODUCCION

La encina (Quercus ilex ssp. ballota) es una de las especies mas
importantes en las comunidades forestales del oeste de la cuenca mediterranea
(Palacios et al., 2009). El uso de esta especie esclerdfila y de hoja perenne para
repoblacion ha aumentado considerablemente en los ultimos diez afios (MAPA,
2006). Sin embargo, esta especie muestra un pobre establecimiento en campo
en comparacion con otras especies mediterraneas, particularmente en lugares
con condiciones climaticas 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 arbol muy vulnerable a condiciones ambientales de
estrés durante sus primeros afios de vida (Navarro-Cerrillo et al., 2005). El
clima mediterraneo esta caracterizado por una pronunciada estacionalidad e
imprevisibilidad de las lluvias y de las temperaturas extremas (Oliveira y
Pefiuelas, 2004; Valladares et al., 2002a, 2002b), siendo la sequia y las heladas
los principales factores limitantes de la distribucion, abundancia, supervivencia
y crecimiento de esta especie (Larcher, 2000). Condiciones de estrés como la
sequia, las heladas o el exceso o déficit de nutrientes puede conducir a la
formacion de especies reactivas del oxigeno (EROs) provocando situaciones de
estrés oxidativo (Mittler, 2002). El estrés oxidativo puede provocar dafios a las
membranas, a las proteinas y en los casos mas severos al ADN, por lo que la

planta presenta diferentes mecanismos para defenderse de éste (Marquez-

86



CAPITULO 3

Gracia, 2009). En general estos mecanismos se basan en tres tipos: i) la
presencia de agentes reductores, como el acido ascorbico, el glutation, el
tocoferol o la coenzima Q entre otros (Blokhina et al, 2003); ii) la actividad de
sistemas enzimaticos que catalicen la eliminacion de EROs (Clijster et al,
1999); y iii) el mantenimiento de un estado redox adecuado en la célula

(Clijster et al, 1999).

La manipulacion de la disponibilidad de nutrientes en vivero puede
modificar las caracteristicas morfo-fisiologicas 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 nitrogeno
puede mejorar aspectos como la tasa fotosintética, el crecimiento radical y la
eficiencia en el uso del agua (Fernandez et al., 2006; Lambers et al., 1990).
Ademas, teniendo en cuenta los datos proporcionados en el capitulo 1 y 2, de
los tres macronutrientes ensayados (N, P y K) el nitrégeno ha sido el nutriente
que mas efecto produjo sobre los pardmetros estudiados, como por ejemplo la

tolerancia a las heladas.

Los objetivos de este capitulo son: (i) estudiar el efecto de distintas
dosis de N aportados durante la fertilizacion otonal en las caracteristicas
morfoldgicas y nutricionales de las plantas cultivadas; y (i) caracterizar el
efecto de las distintas dosis de N sobre los principales factores de estrés en las

plantas: sequia y heladas.
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5.3 - MATERIAL Y METODOS
5.3.1 - Material vegetal y condiciones de cultivo

Durante el otofio de 2008 se recolectaron bellotas de la regién de
procedencia La Alcarria y Serrania de Cuenca (39°25’ - 41°20° N, 1°40’- 3°15°
W). Posteriormente, a principios de 2009, 600 bellotas fueron pregerminadas
sobre perlita himeda en una camara de cultivo a 20 °C con el fin de mejorar la
uniformidad de la germinacion. En la tercera semana de febrero, se plantaron
360 bellotas escogidas al azar de entre todas las que habian pregerminado
satisfactoriamente. Las bellotas fueron distribuidas aleatoriamente en 8
bandejas de contenedores Plasnor® de 300 cm® (1 bandeja contiene 45
contenedores), usando como substrato turba rubia Kekkili® B0 (con el pH
corregido a 6,0 usando Dolokal®). Las plantas crecieron en vivero bajo una
malla que reducia la radiaciéon 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 posicion de las bandejas en el

crecimiento de las plantas.

Durante las primeras 28 semanas, se aplico un régimen de fertilizacion
constante usando el fertilizante soluble en agua Peters professionall] 20-20-20
en una solucién de 125 ppm N, 54 ppm P y 104 ppm K, con cada planta
recibiendo semanalmente una dosis de 2,500 mg N (composicion del
fertilizante de 3,94% nitrogeno amoniacal, 6,05% nitrogeno nitrico, 10,01%
nitrogeno en forma de urea), 1,088 mg P y 2,075 mg K (fosfato monoamonico,
fosfato monopotésico y nitrato potasico). Esta dosis de aplicacion supuso 70,0
mg N, 30,5 mg P, y 58,1 mg K durante un periodo de 28 semanas. Cada planta
recibio el fertilizante disuelto en agua destilada en una sola aplicacion con una
periodicidad semanal. Entre dos fertilizaciones consecutivas las plantas fueron

regadas con agua del grifo segiin necesidad, procurando evitar un exceso de
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lavado por lixiviacion en el agua de riego. Al final de las primeras 28 semanas,
los pardmetros morfologicos y nutricionales fueron: altura (9,37 £ 0,74 cm),
diametro del tallo (2,51 £ 0,11 cm), peso seco de la parte aérea (1,21 + 0,09 g),
peso seco de la raiz (2,53 + 0,34 g), ratio parte aérea raiz (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 otonal, las dosis de N fueron
modificadas ensayandose 4 dosis distintas (Ny, Nz, N; y N,) dejandose la
dosis de P y K constantes (iguales a las primeras 28 semanas y coincidentes
con las denominadas P; y K; en el capitulo 1 y 2). Por lo tanto se ensayaron 4
tratamientos de fertilizacion 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 apuntabamos en los capitulos anteriores, las dosis de nutrientes
N;, P;, y K; estan dentro del rango de aplicacion recomendadas para encinas
durante la fase de crecimiento en viveros (Navarro-Cerrillo et al., 2009). La
dosis N, fue aplicada para evitar una total privacion de nutrientes (Boivin et
al., 2002) pero aplicando unas dosis significativamente menor a N;, mientras
que la privacion total de N durante el otofio se ensay6 con la dosis Ny. La dosis
N> se utilizd para aplicar una dosis otofial sensiblemente mayor a N; 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

dur6 la fase de endurecimiento otofial en este estudio y durante el periodo de crecimiento

completo.
. mg ultimas 12 semanas
Tratamiento
N P K
Ny P, K, 00 13,1 249
Ny P K 1,5 13,1 249

N, P, K, 30,0 13,1 249
N, P, K, 60,0 13,1 249

5.3.2 - Estado morfolégico 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 fertilizacion con el fin de
evaluar el estado morfologico y nutricional de las mismas. Se separaron hojas,
raices y tallo, midiendo previamente la altura y el diametro de la planta, se
limpiaron con agua destilada y se secaron en estufa a 65° C. Una vez que no se
apreci6 reduccion en el peso de las muestras, se evalud el peso seco de hojas
(LDW), de tallos (StDW) y de raices (RDW), también se calculd el peso seco
de la parte a¢rea (ShDW = LDW + StDW) y la ratio parte aérea raiz (SRDW =
ShDW/RDW).

Para obtener una cantidad suficiente de muestra de hojas para el analisis
de nutrientes, se formaron tres grupos de muestras por tratamiento (dos plantas
en cada grupo) que posteriormente fueron molidas (didmetro de rejilla 0,8
mm). Los andlisis de N se realizaron directamente sobre el material molido
mediante un analizador elemental (Termo Finnigan 1112 Series EA, Milan,
Italy), mientras que para los analisis de P y K las muestras molidas fueron
sometidas a 550° C durante 7 horas, seguido de una digestion acida en HCI 5M,

para posteriormente ser analizadas con un ICP-OES (Jobin Yvon Ultima 2,
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Tokio, Japan). También se determinaron en hojas los carbohidratos no
estructurales (NSC), la determinacion de los azucares solubles (SS) se realizo
mediante una extraccion hidroalcoholica seguida de una colorimetria con
antrona (Spiro, 1966) (usando un espectrofotometro; UV-1601, Shimadzu ®,
Tokyo, Japan), mientras que el almidon (St) se determiné mediante una
hidrolisis acida seguida de una colorimetria con antrona (Rose et al., 1991).
Los contenidos en nutrientes y NSC (expresados en mg) fueron calculados
multiplicando la concentracion (%) por el peso seco (g). Todos los nutrientes y

los NSC fueron determinados en las mismas muestras.
5.3.3 - Tolerancia al frio

La evaluacion de la tolerancia al frio se realizd6 mediante dos métodos,
en primer lugar se usaron los ensayos de hoja suelta, tal y como fue descrito
para Eucalyptus globulus L (Fernandez et al., 2007) y ademas se evaluo el
estrés oxidativo producido por la exposicion a heladas en plantas enteras. Para
la simulacion de los ciclos de frio en ambos ensayos se us6 un congelador
doméstico con un programador de temperaturas (West ® 4400; ISE Inc.,
Cleveland, OH), el congelador contaba con dos ventiladores internos que
distribuian el aire en el interior de una forma uniforme. El ensayo comenzaba a
12 °C y la temperatura iba descendiendo a razén de 3 °C/h hasta la minima
temperatura evaluada. La temperatura minima era mantenida durante 3 horas y
posteriormente se iba elevando la temperatura hasta los 12 °C, a razon de 5°

C/h, un ciclo completo solia durar entre 14 y 16 horas.

Los ensayos de hoja suelta se realizaron siguiendo la misma
metodologia de los capitulos anteriores, las hojas seleccionadas fueron
insertadas en tubos de ensayo (2,2 cm de didmetro 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 anadia a cada tubo agua destilada
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<2 cm3) hasta cubrir el corto peciolo. Las muestras se mantenia en una
camara de cultivo (25 °C dia/17 °C noche; fotoperiodo de 12 h ; = 70% de
humedad relativa y 350 pmol'm™s™ de flujo de fotones fotosintéticos). El dafio
a las hojas fue visualmente evaluado mediante la estimacion del porcentaje de
la hoja que sufri6 un dafio visualmente apreciable (VD) a 4, 24, 48 y 96 horas
después de la finalizacion del ensayo de frio. 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 minimas evaluadas fueron -8 °C, -10 °C, -12 °C y -14 °C. El
nimero de horas de frio (< 8 °C) 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 Ny, N,z N;) para la evaluacion del estrés oxidativo
provocado por heladas. En este caso, el tratamiento N, no fue ensayado en base
a los datos obtenidos en el ensayo previo de diciembre, con hojas sueltas. El
namero de horas de frio (< 8 °C) 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 minima
de -12 °C, mientras que las otras 6 plantas (2 por tratamiento) no fueron
sometidas a dicha helada, por lo que se tomaron como controles
manteniéndolas en cdmara de cultivo (bajo las mismas condiciones que en los
ensayos de hoja suelta). Las plantas se introdujeron en una bandeja de plastico
Plasnor® de 300 cm’ y a su vez en una caja de cartén rellena de granos de

poliestireno con el fin de aislar las raices para evitar su congelacion. Una vez
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finalizado el ciclo de helada, las plantas fueron mantenidas en la cdmara de
cultivo, junto a las controles, durante 24 horas tras las cuales se procedid al
muestreo de las 18 plantas. Las hojas fueron cortadas, se les elimind el nervio
central e inmediatamente fueron congeladas en nitrogeno liquido vy
almacenadas a -80 °C hasta la realizaciéon de los andlisis pertinentes. Los
pardmetros analizados para caracterizar el estrés oxidativo producido por la
helada fueron: peroxidacion lipidica (MDA), acido ascorbico total (AsA) y
actividad antioxidante total (AAT).

La peroxidacion lipidica 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
nitrogeno liquido y etanol 80%, el extracto resultante fue centrifugado a 4 °C y
3000 G durante 10 min. Posteriormente se mezclé 1 cm® de sobrenadante con 1
cm’ de la solucion @), denominada ~TBA y compuesta por 20% de acido
tricloroacético y 0,01% de hidroxitolueno butilado; y 1 cm’® del sobrenadante
con la solucion b), denominada +TBA y que contenia lo mismo que la solucion
a) mas 0,65% de acido tiobarbitirico (TBA). Las muestras se mezclaron y
calentaron a 95 °C durante 25 min, posteriormente se enfriaron y se volvieron a
centrifugar en frio a 3000 G durante 10 min. Finalmente se midi6 la
absorbancia a 440 nm (Abs440), 532 nm (Abs532) y 600 nm (Abs600), usando
un espectrofotometro Beckman Coulter DU 800, y se calcul6 la concentracion

de MDA equiv (nmol'ml™) como:
[MDA]=10°-[(A—B)/157]
Siendo:
A= (Abs532,,,, — Abs600,,,,) —(Abs532_.,, — Abs600_,;,)
B =0,0571-(Abs440,,,, — Abs600, ;)
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El 4cido ascorbico total se cuantifico por el método del bipiridilo
(Knorzer et al., 1996) tal y como se describe a continuacion. Las hojas
congeladas fueron homogenizadas en un mortero junto a nitrégeno liquido y 1
cm’ de una disolucion de 4cido metafosforico al 5%. Posteriormente la mezcla
se centrifugd a 4 °C y 10.000 G durante 30 min y se extrajo el sobrenadante. 20
mm’ de cada sobrenadante fueron mezclados con 105 mm® de A4cido
metafosforico al 5%, neutralizados con 25 mm® de 1,5 M triectanolamina,
posteriormente se le afiadié 150 mm® del tampén 150 mM fosfato sodico y 75
mm’ 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 acido ascorbico, suma de oxidado (DHA) y reducido (ASC). No
obstante, para obtener la cantidad de cada forma por separado, se afnadieron 75
mm’ de N-etilmaleimida (NEM) al 0,5 % para detener la reaccion y a
continuacion 300 mm® de 4cido tricloroacético (TCA) al 10 %, 300 mm’ de
acido ortofosforico al 44 %, 300 mm’ de bipiridina al 4 % disuelto en etanol al
70 % y 150 mm’ de cloruro de hierro (IIT) al 3%. Para la medida de las formas
reducidas del 4cido ascorbico se afiadieron 150 mm’® 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 °C y se midio la absorbancia
a 525 nm. Las formas oxidadas del &cido ascérbico (DHA) se obtuvieron

restando las formas reducidas a la concentracion 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 nitogeno liquido y metanol al 30%. Posteriormente, y para cada
muestra, se mezclaron 40 mm® del sobrenadante y 3 cm® de 0,1 mM DPPH

disuelto en metanol al 30 %. Se homogeneiz6 la muestra y se dejé reposar 30
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min antes de medir su absorbancia a 515 nm. La recta de calibrado se realizo
con distintas concentraciones de trolox por lo que la actividad antioxidante esta

expresada en pumoles de trolox equivalentes (TE) por mg de peso seco de hoja.
5.3.4 - Capacidad de regeneracion radicular y resistencia a la sequia

La capacidad de crecimiento de raices (RGC) fue evaluada en
diciembre usando 6 plantas por tratamiento. Las plantas fueron cuidadosamente
sacadas de sus contenedores sin dafiar el cepellon y transplantadas a
contenedores forestales de 2,5 L rellenando el volumen sobrante con perlita
humeda. Previamente al transplante se cortaron todas aquellas raices blancas
que sobresalian del cepellon. Las macetas fueron aleatoriamente distribuidas en
una mesa calefactora (20 °C) en el interior de un invernadero durante un
periodo de 4 semanas. Las plantas fueron regadas cada 2-3 dias y no fueron
fertilizadas en ningiin momento. Una vez finalizadas las 4 semanas (finales de
enero), las plantas fueron cuidadosamente sacadas de los contenedores,
limpiadas de perlita y las nuevas raices fueron cortadas del cepellon. Las raices
fueron clasificadas en raices finas (raices < 2 mm didmetro) y raices gruesas
(raices > 2 mm didmetro), se secaron en estufa a 65° C hasta peso constante y

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

Para evaluar la resistencia al estrés hidrico 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
donde permanecieron un mes sin regar. En el instante de su transplante se
caracterizo6 la altura y el numero de hojas de cada una de las plantas utilizadas.
A partir de la segunda semana (9 de abril) se comenzé a medir cada 2-4 dias el

potencial hidrico al amanecer de dichas plantas. Para su medicion se utilizé una
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camara de presion (Modelo 1000; PMS Instruments, Corvallis, OR, USA)

midiéndose en cada fecha una hoja de la parte central del tallo por planta.
5.3.5 - Analisis de datos

El efecto de la fertilizacion otofial en la morfologia y el estado
nutricional de las plantas fue evaluado usando el siguiente modelo lineal

general (GLM)

Yy =HTN, te; (1)

donde y;; es el valor de la variable dependiente en la planta j fertilizada
con ladosiside N (i=1, 2, 3, 4); u es la media general; N es el efecto fijo de
la fertilizacion nitrogenada y e es el término de error para la hipotesis e; LIN(0,

o). Cuando la variable dependiente era un porcentaje, se uso la
transformacion arcsen/var(%)/100. Las diferencias significativas entre los

distintos efectos fueron evaluadas mediante el test de Tukey's HSD, con a =

0,05. Para el anélisis de datos de los ensayos de RGC se sigui6 el mismo GLM.

La influencia de la fertilizacion nitrogenada en el VD fue estimado

mediante un modelo mixto:

yiiklm - ,u+aj +tk +hl +Nm +thkl +tNkm +thNklm +eijklm (2)

donde y;um es el arcsenyVD(%)/100 de la hoja i de la planta j, evaluado a la
temperatura k, medido después de / horas (24 h, 48 h, 72 h, 96 h), con la dosis

mde N (m=1, 2, 3, 4); aes el efecto aleatorio de la planta; 7 es el efecto fijo
de la temperatura; 4 es el efecto fijo del tiempo que pasa hasta que se realiza la
medicion; N es el efecto fijo de la fertilizacion 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

medicion no es nula y es distinta para cada temperatura.

El efecto de la fertilizacion otofial nitrogenada en los parametros
relacionados con el estrés oxidativo (MDA, AAT y AsA) fue evaluado usando

el siguiente modelo lineal general (GLM)
Ve =HFN; +T; + NT; +ey )

donde yjj 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 frioj j =1, 2); pu
es la media general; N es el efecto fijo de la fertilizacion nitrogenada; 7 es el
efecto fijo de haber pasado o no por el ciclo de helada y e es el término de error
bajo hipotesis e;x LIN(O, Oez). El término doble representa la interaccion entre
la dosis de N y el tratamiento de frio. Las diferencias significativas entre los
distintos efectos fueron evaluadas mediante el test de Tukey's HSD, con a =

0,05.

Los datos correspondientes al ensayo de resistencia a la sequia fueron

analizados mediante el siguiente modelo mixto:

yzjik :ll'l+ai+Hi+mi+F/‘+Nk+FNjk+ezjk (4)

donde yj es el potencial hidrico de la planta 7, evaluado en la fecha j,
con la dosis kde N (n=1, 2, 3, 4); aes el efecto aleatorio de la planta; H es el
efecto de la covariable altura de la planta; m es el efecto de la covariable
numero de hojas de la planta; N es el efecto fijo de la fertilizacion nitrogenada;
F es el efecto fijo de la fecha de medicion; y e es el término de error. El

término doble describe la interaccion entre la dosis de nitrogeno y la fecha de
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medicion. Se ha considerado la posible existencia de correlacién 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 hipotesis de
correlacion entre observaciones dependiente de la separacion entre fechas de

medicion y varianzas heterogéneas para las distintas fechas.
5.4 - RESULTADOS
5.4.1 - Morfologia y estado nutricional de las plantas

La fertilizacion otofial con nitrégeno tuvo un efecto significativo en
todos los parametros morfologicos estudiados a excepcion de la ratio SRDW
(Tab. 2), de modo que las plantas que recibieron dosis mas altas de N (N;y N,)
presentaron valores mayores que las plantas que recibieron dosis mas reducidas
(Noy Nis). Solo hubo diferencias significativas entre ambas dosis reducidas y
ambas dosis altas para los parametros D (Nyy N;9) y ShDW (N;y N>), siendo

dichos parametros mayores en las plantas que recibieron dosis mayores de N.

Tabla 2: Valores de los parametros morfologicos de las plantas (en diciembre de 2009) en
funcion de la dosis de N (N, Ny, N; y N,). Para cada parametro, distintas letras en una misma

fila significan diferencias significativas entre dosis de nitrogeno (p < 0,05).

NO NI/20 N] N2
H (cm) 1123a  1247a 1395b 1537b
D (mm) 271 a 291D 353¢  397c
ShDW (g)  1,09a 1,20a 1,61b  227¢
RDW (g) 253a 2,71a 3,73b  4.85b
SRDW 0,45 a 0,45 a 044a 047a
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La tabla 3 muestra que la fertilizacion otofial con N increment6
significativamente, en hojas, la concentracion de N y P asi como los contenidos
de N, P y K, siendo mayores en las plantas fertilizadas con las dosis méas altas
de N (N;y N,). No existieron diferencias significativas en ningun parametro
entre las dosis mas reducidas, sin embargo los contenidos de todos los
nutrientes fueron mayores en las plantas fertilizadas con dosis N, que en las

que recibieron dosis N;.

Tabla 3: Valores de concentraciéon y contenido en nutrientes en hojas de las plantas de
Quercus ilex en diciembre de 2009 cultivadas con diferentes dosis de N (Ny, Ny, N; y Ny).
Para cada parametro las letras diferentes en una misma fila muestran diferencias significativas

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

N0 NI/20 NI NZ
[N] (%) 1,24 a 1,33 a 1,57b 1,86 b
[P] (%) 0,15a 0,15a 0,17b 0,17b
[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 ¢
P cont (mg) 1,19a 1,30 a 1,91b 2,88 ¢
K cont (mg) 6,97 a 7,34 a 10,07 b 15,57 ¢

No hubo ningun efecto significativo de la fertilizacion nitrogenada en
las concentraciones foliares de SS y St (4,45 % y 27,87 %, respectivamente)
pero si en sus contenidos en hojas. Las plantas que recibieron la dosis N
tuvieron significativamente mas 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 Ny y Njo,
mientras que las plantas que recibieron la dosis N; se mantuvieron en valores

intermedios.
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5.4.2 - Tolerancia al frio

El andlisis de los datos mostro diferencias significativas en VD entre
todas las temperaturas estudiadas, excepto entre -10° C y -12° 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 medicion, tal y como se observo en el capitulo 2. La fertilizacion
otofial nitrogenada afectd a VD: las plantas que recibieron una dosis menor de
fertilizante (Ny y Nys0) presentaron valores de VD significativamente mayores
que las plantas que recibieron una dosis mas alta (N; y N,) para todas las
temperaturas ensayadas, excepto para -12° C y -14° C, temperaturas a las cuales

las dosis intermedias de nitrégeno presentaron ciertas similitudes (Fig, 1).

Figura 1: Dafio visual (VD) en relaciéon 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 parametros indicadores de estrés oxidativo mostraron
pequefias o nulas diferencias significativas entre dosis de nitrégeno, o entre los
controles y las plantas sometidas a frio. Los valores medios de los pardmetros
fueron de 12,18 nmol MDA g (peso fresco) para la peroxidacion lipidica;
129,58 umol AsA g (peso fresco) de 4cido ascorbico total; y 126,19 pmol
AsA g (peso fresco) de 4acido ascorbico reducido. Si embargo, si hubo
diferencias significativas para AAT (Fig 2) entre plantas controles y tratadas,
las plantas sometidas al ciclo de frio presentaron valores de AAT mayores que
aquellas usadas como controles. Ademas las plantas que recibieron la dosis Ny
presentaron valores de AAT significativamente menores que aquellas plantas

fertilizadas con dosis Ny N;.

Figura 2: Valores en funcién de la dosis de N (N, N;zp y N;) v del tratamiento de frio (frio o
control) de la actividad antioxidante total (AAT) expresados en umoles 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 minusculas) y entre tratamiento de frio (letras

mayusculas).
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5.4.3 - Capacidad de regeneracion radical y resistencia a la sequia

Los datos de la capacidad de crecimiento radical mostraron que las
plantas tratadas con dosis N; y N, tuvieron, en total, significativamente mas
raices nuevas que las plantas tratadas con Nyy Ny (p <0,05) una vez finaliz6
el ensayo de RGC. No hubo diferencias significativas entre las dos dosis
menores ni entre las dos dosis mas altas. Los valores de las variables estudiadas

en funcion de la dosis de N estan representados en la tabla 4.

Tabla 4: Valores de generacion de raices nuevas en febrero de 2010 en las plantas de Quercus
ilex cultivadas con diferentes dosis de N (N, N0, N; y N,). FRW peso de raices finas <2 mm
diametro; ThRW peso de raices gruesas > 2 mm diametro y TRW peso total de raices FRW +
ThRW. Para cada parametro las letras diferentes en una misma fila muestran diferencias

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

No N1/20 NI NZ
FRW (mg) 237a  598a 948a  730a
ThRW (mg) 9,82a 18733a 7727b  71,00b
TRW (mg) 12,19a 2431a 86,75b  78,30b

El analisis de los datos del ensayo de resistencia a la sequia no mostro6
diferencias significativas entre plantas fertilizadas con distintas dosis de N (Fig

3), siendo unicamente significativo el factor fecha de medicion.
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Figura 3: Valores de potencial hidrico en funcion de la dosis de N (N, N,y N;) y de la fecha

de medicion.
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5.5 - DISCUSION

La fertilizacion otofial nitrogenada incrementd los pardmetros
morfolégicos H, D, ShDW y RDW en concordancia con otros estudios
(Broncano et al., 1998; Villar-Salvador et al., 2004a) y con los capitulos
anteriores. Las plantas que recibieron dosis de nitrogeno mas reducidas (Nyy
Nys0) mostraron valores de estos parametros inferiores a las plantas que
recibieron las dosis N; y N,. Para algunos parametros 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
parametros en las dosis donde se aportaba mayor cantidad nitrégeno. Aunque
el incremento del crecimiento y la respuesta nutricional de plantas de encinas a
la fertilizacion con nitrogeno 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 pardmetros

morfolégicos son sensibles a pequefias modificaciones en el aporte de
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nitrogeno durante la fase de endurecimiento otofal, al menos para un vivero
situado en una zona templado-calida como el de este estudio. Algunos estudios
(Oliet et al., 2009a; Villar-Salvador et al., 2004a) no encontraron un aumento
en el crecimiento de raices por la fertilizacion con N. Este aumento en el
crecimiento radicular también ha sido constatado en los anteriores capitulos de
este estudio por lo que daria consistencia a la hipdtesis de que esta diferencia
puede ser explicada a las suaves temperaturas otofiales de Huelva y/o porque
nuestra fertilizacion se extendié hasta mediados de diciembre, mientras que en
los estudios citados la fertilizacion concluy6 a principios de otono, por lo que
pudo no ayudar al incremento de la actividad cambial de las raices durante el

otono.

La fertilizacién otofial afecté tanto a las concentraciones como al
contenido en nutrientes de las plantas: mayor suplemento otofial de N
incremento significativamente ambos, a excepcion de la concentracion de K.
Tanto la concentracion de N como la de P fueron mayores en las plantas que
recibieron dosis mas altas de nitrogeno (N; y N>) frente a las que recibieron
dosis reducida o nula (Ny y Nyz9). Lo mismo ocurrio en el caso de los
contenidos de N, P, K en las hojas, sin embargo en estos parametros existieron
también diferencias entre las dosis N; y N,, siendo mayores los contenidos en
la dosis N,. 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 parametro morfologico ShDW. Jacobs et al. (2009) encontraron
mayores contenidos de N, P, y K en las plantas més fertilizadas, observando
que estos contenidos crecian 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 incrementandose pero a
menor ritmo. En ese mismo estudio se ensayaron dosis de 200 mg de N sin

presentar las plantas sintomas de toxicidad aunque parametros como el
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volumen radical, que podria predecir una buena respuesta postransplante,
disminuia a partir de 100 mg de N. En nuestro estudio la dosis N, (130 mg de
N) aument6 ShDW y la acumulacion de nutrientes en las plantas sin disminuir
su respuesta frente a los estreses ensayados. Sin embargo, se aprecid una
tendencia, no significativa, hacia un menor desarrollo del sistema radical y un
empeoramiento de la tolerancia al frio en las plantas del tratamiento N,
respecto del N;. Asi pues, teniendo en cuenta estos resultados y los publicados
por Jacobs et al. (2009) se recomendaria el uso de dosis entre 100 y 150 mg N
durante el cultivo en vivero de la encina. No obstante, la dosis a utilizar variara
en funcion del objetivo a conseguir o del destino de las plantas, por lo que
seran necesarios mas 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 arida.

El analisis 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 nitrégeno aplicadas. La
aplicacion de fertilizante evito el efecto dilucidon en la concentracion de NSC
en las hojas de las plantas a pesar de que la demanda de carbohidratos para su
crecimiento y mantenimiento seria mayor en las plantas mdas grandes
(Fernandez et al., 2008; Palacio et al., 2008; Sanz-Perez et al., 2007). Ademas,
en el caso de los contenidos en NSC, las plantas N, presentaron contenidos
mayores que aquellas que recibieron dosis reducidas (Ny y Nysz), debido al
hecho de que a pesar de tener valores mayores de biomasa no hubo una

disminucion apreciable de las concentraciones de NSC.

Tal y como se ha expuesto en capitulos anteriores existe cierta
discrepancia en cuanto al efecto que la fertilizacion con N puede tener sobre la
tolerancia a heladas (literatura citada en Fernandez, 2008 y Vilagrosa et al.,

2006), nuestros datos muestran que la fertilizacion otofial con N mejord
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sustancialmente la capacidad de tolerancia al frio de plantas de encina
cultivadas en vivero, respecto de las poco o nada fertilizadas. Distintos estudios
han encontrado una asociacién positiva entre la concentraciéon de SS y la
tolerancia al frio en varias especies de Quercus (Fernandez et al., 2008; Molla
et al., 2006; Morin et al., 2007). Nuestros datos muestran unas concentraciones
y contenidos similares de SS entre distintas dosis de nitrogeno, sin embargo la
tolerancia al frio de las plantas tratadas con dosis mas altas (N; y N,) fue mayor
que la de las plantas que recibieron las dosis menores (Ny y N;p). Tal y como
se ha explicado en los anteriores capitulos, aunque la acumulacioén de SS puede
mejorar la tolerancia al frio por sus propiedades criogénicas y osmdticas, la
elevacion de los niveles de otras moléculas y solutos incluyendo los lipidos,
aminoacidos, proteinas (proteinas que tienen actividad apoplastica
anticongelante, proteinas crioprotectores, dehidrinas, etc), acidos organicos,
glucosidos y sales organicas también pueden mejorar dicha tolerancia (Larcher,
2000; Zwiazek et al., 2001). Ademads, también hemos encontrado que la
fertilizacion con N increment6 la concentracion de P y el contenido de K y P
en las hojas de las plantas. K juega un papel fundamental en la
osmorregulacion (Hsiao y Lauchli, 1986), estando el dafio por heladas
inversamente relacionado con el contenido en K de las hojas (Marschner,

1995).

La ausencia de diferencias para la peroxidacion lipidica y los
contenidos de AsA entre las plantas sometidas al tratamiento de frio y las
plantas usadas como control nos indican que el ensayo realizado a -12 °C no
fue suficiente como para producir dafios importantes a las plantas. Las
reacciones de peroxidacion lipidica 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 prevencion 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 peroxidacion lipidica 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 si
estuvieron sometidas a un cierto estrés durante el ensayo. Este estrés debid ser
combatido mediante otros mecanismos de detoxificacion distintos al AsA, tal y
como apuntaron nuestros resultados. Las plantas presentan distintas moléculas
antioxidantes hidrofilicas (AsA y glutation) o lipofilicas (tocoferoles y
carotenoides) que pueden actuar contra las especies reactivas del oxigeno, el 3-
caroteno puede desactivar el oxigeno singlete o prevenir la formacion del
estado excitado de la clorofila (Young et al., 1997) mientras que el a-tocoferol
puede también desactivar el oxigeno singlete ademés de reducir el radical
superoxido, terminando asi con las reacciones que provocan peroxidacion
lipidica (Polle y Runnenberg, 1994). En este sentido, Garcia-Plazaola et al.
(1999) encontraron en Quercus ilex ssp. ballota un incremento de a-tocoferol y
B-caroteno durante los meses de mas frio pero también de la cantidad de AsA,
aunque el andlisis de las variaciones diarias de estas moléculas arrojé que las
primeras moléculas objetivo del estrés oxidativo provocado por las heladas son
las moléculas antioxidantes lipofilicas (a-tocoferol y B-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 otofial (Ny) mostraron una

capacidad antioxidante menor que las otras plantas de los tratamientos N9 y
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Ny, lo que indicaria que un pequefio aporte de nutrientes durante esta fase
podria 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 evalie el estrés
oxidativo producido por someter plantas a ciclos de frio sera necesaria la
realizacion de ensayos a temperaturas menores ademds de ampliar el rango de
moléculas antioxidantes evaluadas, como el glutation, carotenoides, tocoferoles
asi como las actividades de las enzimas implicadas en la lucha contra el estrés
oxidativo. También se recomienda realizar los ensayos de frio en condiciones
de alta luminosidad, puesto que la combinacidon de bajas temperaturas y alta
luminosidad aumentaria la produccioén de especies reactivas del oxigeno 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 fertilizacion con N incrementd6 RGC en
concordancia con otros estudios realizados (Molla et al., 2006) y con los datos
presentados en los capitulos anteriores. Las plantas que recibieron dosis mas
altas (N; y N,) de nitrogeno presentaron mayor regeneracion radical que las
plantas que recibieron las dosis mas reducidas (Ny y N;»p). Ademas esta
regeneracion aumentd conforme se aumentaba la dosis de nitrogeno excepto
entre las dosis NV; y N; en la cual disminuy6 aunque no de forma significativa,

posiblemente debido a un mayor desvio de recursos hacia la parte aérea.

Respecto al efecto de la fertilizacion otofial nitrogenada en el estrés
hidrico, no hemos encontrado diferencias en la evolucion del potencial hidrico
entre las distintas dosis ensayadas. Harvey y Van den Driessche (1999)
concluyeron que las plantas altamente fertilizadas son mas vulnerables al estrés
hidrico que las poco fertilizadas, debido a un mayor incremento relativo de la
parte aérea especto de la raiz y a la transpiracion. Aunque las plantas mas

fertilizadas mostraron un mayor tamafio, lo que puede suponer una mayor
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pérdida de agua por transpiracion (Hernandez et al., 2009), en nuestro estudio
la fertilizacion nitrogenada supuso un incremento en la biomasa de la parte
aérea y en las raices sin provocar diferencias en la ratio parte aérea-raiz.
Ademas, puesto que las plantas de todos los tratamientos disponian 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 disminuia el grado de humedad. Similares
valores de la ratio parte aérea-raiz en plantas pueden suponer una respuesta
similar al estrés hidrico estacional en ecosistemas mediterraneos (Cortina et al.,

2008; Lloret et al., 1999).

5.6 - CONCLUSIONES

La fertilizacién otonal nitrogenada mejor6 la calidad de planta de
encina producida, aument6 el crecimiento, el contenido y concentracion en
nutrientes, la tolerancia al frio y la capacidad de crecimiento de raices de las

plantas ademas de no suponer un handicap en la respuesta al estrés hidrico.

La aplicaciéon de distintas dosis de N mostrd que algunos parametros
morfologicos, como D y ShDW, son susceptibles a pequefios incrementos en el
aporte de N. Ademas se constaté que la mayor dosis de N aplicada supuso un
aumento del contenido en nutrientes de las hojas de las plantas sin producirse
una disminucién en sus concentraciones por un efecto dilucion, 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 aplicacién de dosis de 100 mg N (30 mg durante el otofio) dio
lugar a plantas con unos parametros de calidad no inferiores a las cultivadas
con 130 mg N (60 mg N durante el otofnio). Debera, no obstante, seguir
estudiandose y afinando las pautas de fertilizacion de la encina en vivero en

funciodn de las caracteristicas del producto final deseado a la salida de éste.
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La fertilizacion otofial ha resultado ser una herramienta eficaz para la
modificacion de los parametros morfologicos de las plantas de encina
cultivadas en vivero. El nitrégeno, frente a P y K, fue el nutriente cuyo aporte
tuvo mas influencia en la modificacion morfologica de las plantas. La
fertilizacion otofial nitrogenada increment6 los pardmetros morfologicos H, D,
ShDW y RDW, de forma que aquellas plantas que recibieron las dosis de
nitrogeno reducidas mostraron valores de estos pardmetros inferiores a las
plantas que recibieron las dosis mas elevadas. Incluso para algunos parametros
(D y ShDW) se produjeron también diferencias entre las distintas dosis de
nitrogeno estudiadas en el capitulo 3. Por ejemplo, en el caso de D, las plantas
Niso presentaron valores significativamente mayores que las plantas Ny
indicando que algunos parametros morfologicos pueden ser sensibles a
pequefias modificaciones en el aporte de nitrogeno durante la fase de
endurecimiento otofial. Los mayores valores de los pardmetros morfolégicos
estudiados en las plantas mas 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 raices por la fertilizacion con N.
Este aumento en el crecimiento radicular, encontrado en los tres ensayos
realizados en nuestro estudio podria ser explicado porque nuestra fertilizacion
se extendio hasta mediados de diciembre, mientras que en los estudios citados
la fertilizacion concluy6 a principios de otoflo y por las temperaturas suaves
otofiales de nuestro vivero. Durante el otofio se puede dar un considerable
crecimiento y actividad cambial, especialmente en las raices (Boivin et al.
2002, 2004). El aporte extra de nutrientes durante esta fase unido al clima
templado reinante en la localidad donde se situ6é el vivero ayudaron al
crecimiento de las raices de las plantas mas fertilizadas. El tamafio 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 region, 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 tamafios 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 demas ensayos las plantas
crecieron integramente en vivero. El crecimiento en invernadero favorecio el
crecimiento de la parte aérea, explicando las diferencias encontradas en los

ensayos entre los tamafos de las plantas y en la ratio SRDW.

Durante el primer ensayo también se constatd una influencia positiva de
la fertilizacion con P y K sobre algunos pardmetros morfoldgicos. Este hecho
ha sido previamente constatado en otros estudios (Oliet et al., 2009b) y podria
ser atribuible a un mayor contenido foliar de K y P de las plantas mas
fertilizadas y en particular a la mayor concentracion 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 mas fria (Alcarria, ALC) y otra de procedencia
mas calida (Sierra Morena occidental, HU). La region de procedencia tuvo su
influencia en algunos parametros morfologicos como el didmetro del tallo y la
ratio SRDW, presentando las plantas de ALC valores mayores de didmetro y
menores de SRDW que las de HU. Algunos estudios han mostrado que en
plantas de Quercus ilex parametros morfologicos como el tamafio de la planta
estaria relacionada con las condiciones climaticas de la region de procedencia
(Gratani et al., 2003) o con el tamafo 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 realizacion de nuevos estudios tomando en consideracion un
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mayor nimero de procedencias con un amplio rango climatico para esclarecer
el efecto que la procedencia pueda tener sobre las tasas de crecimiento y la

distribucidn 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 disefio experimental, la fertilizacion con N fue el
principal factor que afectd al contenido en nutrientes de las plantas: mayor
suplemento otofial de N incrementd significativamente tales contenidos,
principalmente debido a la mayor biomasa de las plantas. En los ensayos de los
capitulos 2 y 3 también se constatd un incremento en las concentraciones
foliares de los nutrientes en las plantas fertilizadas con las dosis mas elevadas
de nitrégeno. Este efecto sobre las concentraciones no se observo en el primer
ensayo probablemente por el mayor crecimiento de las plantas en el mismo lo
que provocd una dilucion de los nutrientes en los tejidos. La aplicacion de
cuatro dosis distintas otofiales de N en el tercer ensayo (0, 1,5, 30 y 60 mg N)
constato 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 otofio) mejorarian el estado nutricional de las
plantas antes de su transplante, al menos en un vivero con las condiciones
climaticas parecidas a las de Huelva. Estas dosis de N deben ser acompafadas
de dosis suficientes de P y K tal y como constata el efecto positivo de la
fertilizacion con P y K encontrado en la concentracion de N en hojas, debido
principalmente al requerimiento de estos nutrientes para numerosos procesos
fisiologicos necesarios para la mejora del estado nutricional de las plantas

(Marschner, 1995). El andlisis de los carbohidratos indica que, a pesar del
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mayor crecimiento de las plantas mas fertilizadas las concentraciones y
contenido de NSC no presentaron diferencias entre las distintas dosis de
nitrogeno aplicadas, a excepcion del primer ensayo donde las plantas mas
fertilizadas presentaron menores concentraciones de azlcares solubles
probablemente debido de nuevo al mayor tamano que las plantas alcanzaron en
este ensayo. La aplicacion de fertilizante evito pues el efecto de dilucion en la
concentracion de NSC en las hojas de las plantas a pesar de que la demanda de
carbohidratos para su crecimiento y mantenimiento seria mayor en las plantas
mas grandes (Fernandez et al., 2008; Palacio et al., 2008; Sanz-Perez et al.,
2007). El estado nutricional y la respuesta a la fertilizacion de las plantas
también presentaron diferencias entre las regiones de procedencia estudiadas.
Estas diferencias sugieren un diferente comportamiento en la acumulacion de
nutrientes entre las distintas regiones de procedencia, sobre todo en el caso de
P y K. Estas diferencias podrian 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
fertilizacion con N puede tener sobre la tolerancia a heladas (literatura citada
en Fernandez, 2008 y Vilagrosa et al., 2006), nuestros datos muestran que la
fertilizacion otofial con N mejor6 sustancialmente la capacidad de tolerancia al
frio 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 otofio respectivamente) dieron los mejores valores de
tolerancia al frio. No obstante, el empleo de la dosis mayor (N,), como en el
caso de N; (130 mg de N) aunque mejord el contenido en nutrientes de la
planta no mejord6 la tolerancia al frio de las mismas e incluso se pudo apreciar
una tendencia a reducir la tolerancia respecto de las plantas cultivadas con

dosis N;. Nuestros datos muestran que, a pesar de existir evidencias previas de
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que la tolerancia al frio es mejorada por un aumento de las concentraciones de
SS (Fernandez et al., 2008; Molla et al., 2006; Morin et al., 2007), la mayor
tolerancia al frio de las plantas mas fertilizadas con N no fue acompanada 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 °C). Sin embargo si se encontré un aumento en los
contenidos y concentraciones de P y K, por lo que la mejora de la tolerancia al
frio también pudiera asociarse también a la acumulacion de otras moléculas y
solutos distintos a los SS (Larcher, 2000; Zwiazek et al., 2001). Como
componente de estas moléculas y solutos podria encontrarse K, cuyo contenido
esta inversamente relacionado con el dafio por heladas o P, el cual forma parte
de los fosfolipidos que confieren estabilidad a las membranas celulares
(Marschner, 1995) que son las primeras estructuras dafadas por factores
ambientales de estrés como las bajas temperaturas (Elstner, 1982). Ademas tal
y como se ha constatado en las medidas de estrés oxidativo realizadas, las
plantas que recibieron algin aporte de N durante la fase de endurecimiento
otofial presentaron mayor capacidad antioxidante que aquellas que fueron
privadas de aportes adicionales de N. Las plantas presentan distintas moléculas
antioxidantes hidrofilicas (AsA y glutation) o lipofilicas (tocoferoles y
carotenoides) que pueden actuar contra las especies reactivas del oxigeno
(Young et al., 1997), por tanto el abanico de moléculas implicadas en evitar el
dafio producido por heladas es muy amplio, no pudiendo atribuir una mejora
del sistema de proteccion frente a heladas unicamente a un grupo de moléculas.
La tolerancia al frio si se ha visto fuertemente influida por la region de
procedencia de las semillas. Las plantas de la procedencia mas fria (ALC) han
sostenido valores de dafio en torno al 40% a temperaturas de entre -10 °C y -12
°C, mientras que las plantas procedentes de una procedencia mas calida (HU)
han presentado valores en torno al 80-90% para esas misma tmperaturas.

Nuestros datos parecen indicar una adaptacion a las condiciones climatoldgicas
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predominantes en la region de procedencia de las semillas. Sin embargo existe
cierta discrepancia en la literatura respecto a la adaptacion o aclimatacion de
las especies del género Quercus a las condiciones ambientales de estrés.
Algunos estudios con Quercus ilex L. (Gratani et al., 2003; Sanchez-Vilas y
Retuerto, 2007) y con Quercus suber L. (Ramirez-Valiente et al., 2009) han
encontrado una adaptacion de plantas de procedencia xéricas a la sequia.
Respecto a la tolerancia al frio se ha demostrado que las plantas procedentes de
regiones frias 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 fisioldgicas a la sequia y a
las heladas dependian mas de la aclimatacion a condiciones de estrés que de la
adaptacion propia de las plantas a las condiciones de su region de procedencia.
Es necesario pues esclarecer la relacion entre la tolerancia al frio, determinados
procesos fisiologicos y la composicion de diversos compuestos organicos. Un
seguimiento estacional con medidas més frecuente de la tolerancia al frio y del
analisis de SS, desde finales de verano hasta el otofio y durante el invierno
(Colombo et al., 2003) y el estudio de mas regiones de procedencia cultivadas
en diferentes condiciones climaticas, ayudaria a comprender el proceso de

endurecimiento al frio en esta especie.

En nuestro estudio la fertilizacion con N increment6 RGC en
concordancia con otros estudios realizados (Molla et al., 2006), parametro
utilizado para predecir la capacidad de establecimiento postransplante de las
especies forestales (Simpson y Ritchie, 1996). Ademds esta regeneracion de
raices aument6 conforme se aumentaba la dosis de nitrogeno excepto entre las
dosis N; y N, para la cual disminuyé respecto de N;, 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 sequia estival es el principal factor que limita el éxito del
establecimiento en campo de plantas de encinas en el area mediterranea. En
este sentido nuestros datos auguran mejores posibilidades de establecimiento
de las plantas mas fertilizadas (sobretodo con dosis de N en torno a los 100
mg) debido principalmente al aumento de los parametros de calidad de planta,
a la similar respuesta al estrés hidrico y al aumento de la capacidad de
regeneracion radical. Sin embargo solo la fertilizacion con K afectd al vigor de
las plantas, posiblemente debido al rol de K en el control de la apertura de los
estomas y en el ajuste osmotico (Hsiao y Lauchli, 1986). Este hecho estd 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 afios secos. La ausencia de efecto significativo de N sobre el
establecimiento en campo, a pesar de ser el factor mas influyente en todos los
pardmetros de planta estudiados, pudo ser debido a las condiciones favorables
de crecimiento en nuestra parcela de campo durante el periodo de estudio. La
mayoria de nuestras plantas sobrevivieron, registrando valores de s6lo un 2%
de mortalidad para las plantas plantadas en diciembre de 2007 y un 8% para las
plantadas en febrero de 2008. Ademas, los potenciales hidricos durante el
primer verano no bajaron de -3,5 MPa, no llegando pues a — 4,0 MPa, valores
tipicos de anos donde el periodo de sequia es severo (Villar-Salvador et al.,
2004b). Estas buenas condiciones climéaticas derivaron en que todas nuestras
plantas probablemente tuvieran suficientes reservas de este elemento como
para obtener un rendimiento satisfactorio en campo. Si hemos constatado una
influencia de la fecha de plantacion en el éxito de la repoblacion: 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 plantacién. Probablemente esto es debido a que las plantas

plantadas en diciembre desarrollaron un sistema radicular mas 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 mas profundas.
De hecho, nuestros datos confirman que en mitad del verano los potenciales
hidricos de las plantas plantadas en diciembre fueron mas altos que el de
aquellas plantadas en febrero. Ademads, la tasa de incremento en diametro
(SDI) después de la primera estacion seca fue mayor en las plantas plantadas
en diciembre que en las plantadas en febrero, presumiblemente debido a la

relacion positiva entre crecimiento y estado hidrico.
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CONCLUSIONES

1- La fertilizaciéon otofial ha resultado ser una herramienta eficaz para la
modificacion de los pardmetros morfoldgicos y el estado nutricional de

las plantas de encina cultivadas en vivero.

2- El nitr6geno suministrado durante la fertilizacion otofial ha sido el principal
nutriente que ha influido en los pardmetros morfo-fisiologicos
estudiados. La fertilizacion otofial nitrogenada (100 mg N durante el
cultivo, 30 de ellos en la fase otofial) mejord la calidad de planta de
encina producida, aumento el crecimiento, el contenido y concentracion
en nutrientes, la tolerancia al frio y la capacidad de crecimiento de raices
de las plantas ademas de no suponer un handicap en la respuesta al estrés
hidrico. La aplicacion de 130 mg N durante el cultivo (60 de ellos en la

fase otofial) no mejord los estandares de calidad frente a la de 100 mg N.

3- La mejora de la calidad de planta producida por la fertilizacion otofial
nitrogenada no se tradujo en un mejor establecimiento en campo. Solo la
fertilizacion con K tuvo un efecto positivo en el establecimiento en
campo, posiblemente debido a la accion osmorreguladora de este
nutriente que favorecid el éxito de la repoblacion durante la época de

sequia estival.

4- Nuestros resultados, recomiendan la plantacion temprana de encinas (finales
de otofio) en areas mediterraneas con inviernos suaves ya que aumenta
las probabilidades de supervivencia de las plantas durante la estacion

S€ca.

5- La regién de procedencia de las semillas de encina es un factor a tener en
cuenta en la eleccion del material para repoblacion. Nuestros datos

sugieren que aspectos fisiologicos como la resistencia al frio parecen
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depender de aspectos relacionados con la adaptacion de las plantas a las
condiciones climdticas de sus regiones de procedencia. Ademas se ha
constatado distintas respuestas, en funcion de la region de procedencia, a

la acumulacion de nutrientes aportados durante la fertilizacion.

En cumplimento del articulo 58 del Reglamento de Estudios Oficiales de Posgrado de la
Universidad de Huelva, para la obtencion de la mencion de doctorado europeo la tesis consta

de una version inglesa del resumen y las conclusiones de la misma..

I - 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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