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Resumen

Tradicionalmente, las plantaciones de almendro en secano se han plantado sobre
patrones hibridos o francos con marcos amplios, pero en los ultimos afios se han
desarrollado plantaciones en seto utilizando patrones enanizantes como Rootpac-
20. Dada la baja adaptacion a la sequia de este patrén, se plantea, como un avance
en el sistema, conocer la adaptacién de variedades autorradicadas o autoenraizadas,
que presenten un sistema radicular mejor adaptado a condiciones de sequia, eviten
el injerto (con el consiguiente abaratamiento del plantén) y puedan contribuir al
aumento de la regularidad de las producciones. En el presente Trabajo Fin de Master
se ha analizado la tolerancia de cinco variedades autorradicadas a diversas
concentraciones de caliza activa en suelo, tomando como referencia plantones
injertados sobre dos patrones habituales, y realizando un seguimiento del estado
fisioldgico del material vegetal a lo largo de un ciclo vegetativo. En base a los
resultados obtenidos, por sus elevados niveles de clorofila y su tolerancia a la caliza
activa, las variedades ‘Guara’ y ‘Penta’ parecen ser las que ofrecen un mayor
potencial para mejorar la viabilidad del sistema superintensivo en secano en suelos
calizos. No obstante, seran necesarios estudios plurianuales mas detallados antes de
su implantacién en futuras explotaciones.

Palabras clave: autorradicado; caliza activa; clorofila; Prunus dulcis; sistemas
SES/SHD/2D

Abstract

Traditionally, dryland almond orchards have been planted on hybrid or frank
rootstocks with wide spacings, but in recent years hedgerow (2D) plantations have
been developed using dwarfing patterns such as Rootpac-20. Given the low
adaptation of this pattern to drought, there is increasing interest in investigating the
adaptation of self-grafted varieties, which feature a root system better adapted to
drought conditions, can avoid grafting (with a reduction in the cost per seedling)
and can contribute to improve production regularity. In the present MSc Thesis, the
tolerance of five self-grafted varieties to different concentrations of active limestone
in the soil has been analyzed, taking as a reference seedlings grafted on two widely
used rootstocks, and monitoring the physiological state of the plants throughout a
vegetative cycle. Based on the results obtained, due to their high chlorophyll
contents and their tolerance to active limestone, ‘Guara’ and 'Penta’ varieties seem
to hold the greatest potential for improving the viability of the super-intensive dry
system in limestone soils. However, more detailed multi-annual studies will be
necessary before their implementation in future farms.

Keywords: active limestone; chlorophyll; Prunus dulcis; self-grafted; SHD systems
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INTRODUCCION

1. INTRODUCCION

1.1. Motivacion

En apenas unos afos, el almendro ha pasado de ser un cultivo marginal que se
desarrollaba en los suelos pobres y aridos de los campos espafnoles a representar
una produccidn alternativa a las tradicionales de fruta, cereales o citricos. Este
cambio en el manejo del cultivo ha provocado que en la actualidad el almendro
ofrezca una rentabilidad un 10-15% superior a los cereales o al olivo para una
misma finca (Miarnau et al,, 2015).

Paralelamente, el consumo de almendra ha aumentado notablemente
(especialmente en EE.UU., el mayor productor): la demanda mundial crece a un
ritmo del 5% anual (Miarnau et al., 2015). Este crecimiento viene propiciado en
parte porque los frutos secos ocupan una posicidn relevante dentro de la piramide
alimenticia, y forman parte necesaria de la dieta mediterranea, reconocida a nivel
mundial por su papel beneficioso sobre la salud humana pudiendo ejercer efectos
saludables en diversas patologias, que van desde la enfermedad cardiovascular, la
diabetes o el cancer hasta enfermedades neurodegenerativas, como la enfermedad
de Alzheimer (Bullo, 2015).

En Espafia, a la coyuntura internacional favorable se han unido otros factores, como
el impulso de nuevas variedades de floracién tardia (meses de marzo y abril), sin
embargo, es necesaria la adaptacion a las condiciones edafolégicas, donde la caliza
activa es uno de los factores limitantes al crecimiento y origen de la fisiopatia que
mas problemas provoca en fruticultura. En suelos sedimentarios es uno de los
factores clave a considerar en una nueva plantacion.

1.2. Objetivo general y objetivos especificos

Comprobar el comportamiento frente a caliza activa de variedades autorradicadas
de almendro.

Este objetivo general se concreta en:

— Analizar la adecuacion de las diferentes variedades a niveles crecientes de
concentracion de caliza activa.

— Realizar un seguimiento del estado clorofilico de las diferentes variedades a
lo largo de un ciclo vegetativo.

— Comparar otros parametros (fluorescencia, intercambio gaseoso y peso de
6rganos vegetativos) con vistas al estudio de la viabilidad de implantacion
del sistema superintensivo en futuras plantaciones.

1.3. El cultivo del almendro en el mundo

La adaptacion del almendro a los climas mas duros, combinada con su capacidad de
desarrollar un profundo y extenso sistema radicular, lo ha llevado a colonizar un
amplio rango de nichos ecolégicos. Esta bien adaptado a los inviernos templados y
a los veranos secos y calurosos gracias a su temprana floracion, rapido crecimiento
y resistencia a calor y sequia (Gradziel, 2017).

No obstante, al ser la especie frutal que presenta una floracién mas temprana, su
produccion se limita a zonas relativamente libres de heladas primaverales (Gradziel,



Produccion mundial de almendra

2017). La produccion de almendras se desarrolla principalmente en zonas de clima
mediterraneo, el Valle Central de California, el Medio Este, Asia Central, las laderas
del Himalaya y algunas areas equivalentes en el hemisferio sur, incluyendo Chile,
Argentina, Sudafrica y Australia.

1.4. Produccion mundial de almendra

La produccién mundial es muy variable a lo largo de los afios, puesto que se ve muy
influenciada por las condiciones meteorolégicas. Esto se debe a varios factores: (i)
el clima puede afectar a la polinizacién cuando se presentan malas condiciones en el
momento de floracién; (iij) en la zona mediterrdanea encontramos muchas
explotaciones en secano, las cuales dependen en su practica totalidad de las
condiciones ambientales; y (iii) las lluvias en momentos cercanos a la cosecha
también pueden afectar a la produccién (Gradziel, 2017).

Para la campafia 2019/2020, se estima una reducciéon de la produccion de
aproximadamente el 3%, hasta los 1,3 millones de toneladas de grano, ya que la
reduccion de las producciones en EE.UU. y la U.E. serda compensada con un aumento
en Australia y China. EE.UU., y mas concretamente California, es el lider absoluto de
la produccién mundial de almendra, se espera una producciéon de aproximadamente
998.000 toneladas, aunque los rendimientos han sido menores se han visto
compensados por la incorporaciéon de nuevas zonas productivas. En la UE la
produccién caerd alrededor de un 2% hastalas 121.000 toneladas, con una demanda
de importacion de 285.000 toneladas (USDA, 2019).

1.5. El almendro en Espaiia

El almendro es una especie ampliamente cultivada en Espafia (633.562 ha), con una
produccion total de 255.503 toneladas, que se concentra principalmente en el arco
mediterraneo: Aragon (20%), Catalufia (7%), Comunidad Valenciana (17%), Murcia
(12%), Andalucia (30%) y Castilla la Mancha (8%) (Ministerio de Agricultura,
2018).

Al ser un cultivo tolerante a la sequia, se ha cultivado tradicionalmente en secano
y, a dia de hoy, menos del 14% de la superficie esta bajo regadio. Los rendimientos
en secano son de en torno a 330 kg/ha, frente a una media de 1.727 kg/ha en
regadio. Las buenas perspectivas econémicas y de expansién que tiene actualmente
el cultivo del almendro estan incentivando su implantacién en nuevas zonas de
cultivo, que presentan unas condiciones mas adecuadas para la obtencién de buenos
niveles productivos (Arquero, 2013). Asi pues, nos encontramos que en el periodo
2013-2017 se produjo un aumento del 24,8%% de la superficie dedicada a este
cultivo y un 73,2% de la produccidén en Espafa (Ministerio de Agricultura, 2018).

Espafia ha sido tradicionalmente un pais exportador de almendra; sin embargo,
en 2006 se produjo un cambio de tendencia que se mantiene actualmente, y las
importaciones espafiolas superan a las exportaciones. Asi, en 2018, Espafia import6
mas de 82.000 toneladas de almendra en grano y exporté mas de 62.000 t
(Ministerio de Agricultura, 2018). Para la campafia 2019/2020 se espera una
produccion de 90.454 t, con un incremento de en torno al 1% respecto a la campafa
anterior y del 18% si se compara con la media de los cinco ultimos afios (Ministerio
de Agricultura, 2018).
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1.6. Antecedentes del proyecto

1.6.1. Cultivos lefiosos autoenraizados en secano

De forma tradicional se han cultivado en secano, incluso en aquellos mas extremos,
la vid, el olivo y el almendro, por tratarse de cultivos bien adaptados a condiciones
de estrés hidrico. Asi pues, la rentabilidad de estos cultivos ha estado ligada, por una
parte, a la eleccion de material vegetal adecuado (seleccion de variedades rusticas y
patrones con un sistema radicular potente, capaz de explorar un amplio perfil del
suelo y de tolerar el estrés hidrico) y, por otra, a la realizacion de practicas culturales
que permitiesen limitar la pérdida de agua a través de la copa (transpiracién) y del
suelo (evaporacion).

De hecho, la utilizacion de plantas lefiosas autoenraizadas no constituye novedad
alguna, dado que su utilizacién se remonta al Neolitico, cuando se inici6 la
domesticacién de las plantas y su propagacion. Su uso se ha visto limitado
tradicionalmente por la aptitud de cada especie a la emisién de raices y por el
comportamiento agronémico de la variedad sobre las mismas. Asi, en avellano y en
olivo, sigue siendo una practica habitual, también utilizada en peral en variedades
poco vigorosas y con mala compatibilidad con el membrillero (Iglesias, 2019).

1.6.2. Lavid

La vid es quizas el cultivo en el que mejor se observa lo expuesto en el apartado
1.6.1, ya que una vez seleccionado el material vegetal, es el productor, mediante el
sistema de formacién, quien adapta el volumen de copa a la disponibilidad de agua
mediante la poda de invierno (nimero de pulgares y nimero de yemas en cada uno
de ellos). Asi, en condiciones de mayor estrés, las copas son mas reducidas, mas
bajas y de menor volumen con respecto a las zonas con mayores precipitaciones,
donde se realizan los emparrados (Iglesias, 2019). También el mantenimiento del
suelo libre de vegetacion mediante el uso de cultivadores (con brazos intercepas)
contribuye al ahorro de la humedad disponible en el suelo.

1.6.3. Elolivo superintensivo

En condiciones de secanos frescales, el cultivo del olivo en seto es una realidad en
Espafia desde hace mas de 25 afios, principalmente con las variedades ‘Arbequina’ y
‘Arbosana’, con un concepto similar al expuesto a continuacién para el almendro
autoenraizado (Iglesias, 2019). Aunque las primeras experiencias de este cultivo en
seto y secano apostaban por distancias entre filas mayores a las utilizadas en regadio
(buscando con ello un mayor volumen radicular del cultivo y, por tanto, una mayor
capacidad de explorar el suelo), las nuevas genéticas han permitido mejorar
considerablemente el sistema gracias a la aparicién de variedades mucho mas
eficientes en su aprovechamiento hidrico.

Los grandes avances en este sistema de produccion, aparte de las ya nombradas
nuevas variedades mas productivas y eficientes, se resumen en los siguientes puntos
(Roca, 2017):

— Disefio de un seto con dimensiones adecuadas con el objetivo de maximizar
la eficiencia productiva y regulado mediante la poda mecanica de invierno en
funcién del potencial productivo, iluminacién y disponibilidad hidrica.
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— Disminucién de la distancia de las calles y altura del seto, consiguiendo asi
una mayor cantidad de “tabiques” vegetales de menor tamafio, que son
capaces de aprovechar de forma mas eficiente los recursos e inputs, y que
facilitan el desarrollo de las labores sobre ellos, especialmente las de
recoleccidn.

— Reduccién de los costes de implantaciéon, mediante la utilizaciéon de planta
con formato Smarttree®, que evita la incorporaciéon de sistemas de
emparrado (postes y alambres); ademas, la formacion del seto se consigue
de forma totalmente mecanizada, con sucesivos despuntes que permiten
obtener un tabique desordenado.

1.6.4. El almendro superintensivo

Desde el afio 2017 se ha producido una rapida expansién del cultivo de almendro en
seto en secano a gran escala, a consecuencia de las buenas perspectivas en cuanto a
precios y a una demanda creciente. Una vez sentadas las bases de los dos cultivos
anteriormente expuestos, y con los buenos resultados que se han obtenido en
almendro en seto en regadio en parcelas experimentales, este sistema de
produccién ha sufrido una evoluciéon muy rapida hacia la eficiencia productiva y el
aprovechamiento de inputs. Esta evolucion se ha basado en dos aspectos clave:

— Los precedentes en secano apuntaban a que los patrones francos eran los
mejor adaptados a condiciones de déficit hidrico, a diferencia de otros como
GF-677 y Garnem, por llevar el melocotonero en sus parentales. Asi pues, se
han puesto en marcha programas para obtener almendro sobre sus propias
raices, lo cual permite contar con un sistema radicular adaptado a
condiciones de sequia y evitar el injerto (con el consiguiente abaratamiento
del planton). Como desventajas, es preciso tener en cuenta que el almendro
es dificil de radicar y sensible a la asfixia radicular.

— De la misma forma que se ha expuesto para el olivo en el apartado 1.6.3, en
el almendro se han reducido los marcos de plantacién, obteniendo una pared
productiva formada por gran cantidad de arboles de poco tamaiio, y cuyas
dimensiones hacen que sea productiva en todos y cada uno de sus puntos.
Siguiendo el simil con el olivo, el control del volumen de copa se realiza
mediante poda mecanizada, siendo la operacion que permite adaptar el seto
a la disponibilidad hidrica de la zona y ano.

La combinacién de estas dos modificaciones aporta una mejor tolerancia a la
sequia y un mayor control del volumen de copa, lo que se traduce en una gran
regularidad en la produccion. Ademas, la mayor densidad de plantacion de este
sistema conlleva una entrada en produccién mas rapida respecto al sistema
tradicional.

Las caracteristicas del cultivo del almendro autoenraizado en seto son, segiin
Iglesias (2019):

— Variedades propagadas in vitro: se dispone de diferentes variedades en
evaluacion (‘Avijor’, ‘Guard’, ‘Soleta’, ‘Penta’ y ‘Vialfas’), siempre autofértiles
y de floracion tardia o muy tardia, debido al riesgo de heladas en muchas
zonas potenciales para este cultivo.

— Marcos de plantacién estrechos: de 3,5-4,5 m entre lineas y 1,3-1,5 m entre
arboles, dependiendo de la pluviometria y de las caracteristicas del suelo.
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— Dimensiones del seto: 60 cm de ancho por 1,50 a 2 m de altura.

— Necesidad de caballén en suelos poco drenados debido a la sensibilidad del
almendro a la asfixia radicular.

— Entrada en produccién en el tercer afio y alcance de la plena produccion en
el 52 afio, con una produccién media potencial estimada de 650 kg/ha de
grano.

— Sistema de produccion ecolégico, por tratarse de secanos con pluviometrias
bajas y condiciones dptimas para la produccion ecolégica.

— Epoca de plantacién: a ser posible en octubre-noviembre, para aprovechar
las lluvias de otofio y primavera, frecuentes en muchos secanos.

Ventajas preconizadas para el seto autoenraizado frente al sistema tradicional
(Iglesias, 2019):

—  Control del volumen de copa, mediante la poda mecanizada y adaptacién a la
disponibilidad hidrica y a los suelos de cada zona.

— Producciones mas regulares en el tiempo en ausencia de heladas, aunque
estas hay que considerarlas como factor de riesgo en muchas zonas.

— Entrada en produccién mas rapida con respecto al vaso.

— Mecanizacién integral del cultivo, desde la poda hasta la recoleccidn.

— Menor coste de produccion y mayor rentabilidad por la reducciéon de costes.

— Bien adaptado a la produccidén ecolégica por el volumen reducido de copa y
la mayor eficiencia de los tratamientos.

Inconvenientes del seto autoenraizado frente al sistema tradicional (Iglesias,
2019):

— Mayor coste de plantacion.

— Mala adaptacidén de los autoenraizados en suelos pesados y mal drenados.
— Requiere un buen nivel de tecnificacion.

— Se precisa de maquinas cabalgantes para la recoleccion.

1.7. Los suelos en Espaiia

En el mundo, entre el 25 y el 30 % de los suelos son calcareos (Sahin, Gunes, Taskin,
y Inal, 2017), aunque segtn Garrido Valero (1994) este porcentaje alcanza hasta el
50% de los suelos de la Peninsula Ibérica. En estas regiones, sobre todo en las zonas
mas erosionadas, pueden existir elevados contenidos en caliza activa. El caso tipico
de este proceso ocurre en algunos vifiedos con un depdsito de caliza en algunos
horizontes de su perfil y situado en una zona alomada. Las partes mas altas pueden
haber sido erosionadas por efecto de un excesivo laboreo durante muchos afios y la
caliza subyacente empieza a aflorar. En este tipo de situacion, el aumento de caliza
activa, unido a la escasez de humedad en verano, impide el buen desarrollo del
cultivo.

1.7.1. La caliza activa

Se conoce como caliza activa a la fraccion fina (del tamafio de la arcilla) del
carbonato calcico (CaCOs) y representa la cantidad de calcio libre. Constituye la
fracciobn mas reactiva, que es capaz de construir y mantener altos niveles de
bicarbonato (HCOs3-) en la solucion del suelo (Inskeep y Bloom, 1986). Asi pues,
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entendemos que el contenido total de CaCO3 en un determinado suelo no nos aporta
una informacién particularmente util.

Uno de los mayores problemas que presentan los suelos calcareos es la baja
biodisponibilidad de nutrientes debido a un alto pH y/o los niveles de HCO3- que
afectan a la disponibilidad de macro y micronutrientes (Hell y Stephan, 2003). El
bicarbonato es considerado uno de los factores mas importantes que restringen la
disponibilidad de hierro, ya que inactiva o inmoviliza el hierro en los tejidos de la
planta (Ahmed, 2013).

La carencia de hierro inducida por la caliza activa tiene un fuerte efecto en la
producciéon de gran cantidad de cultivos frutales, generando un gran problema
econdmico(Jiménez et al., 2008).

1.7.2. El hierro

El hierro es un elemento abundante en la corteza terrestre, donde supone el 5,1%
en peso, solamente superado por el silicio, oxigeno y aluminio (Jackson, 1958). El
hierro es un micronutriente esencial para el crecimiento y desarrollo de las plantas
debido a su importancia en numerosas funciones celulares (Jiménez et al., 2008)
como la fotosintesis, ademas de ser un cofactor de gran cantidad de enzimas
antioxidantes, participando en la obtencién de per6xido de hidrégeno que
constituye la primera linea de proteccion ante patdgenos (Mittler, 2002).

Como se ha indicado mas arriba, su carencia supone uno de los principales
desajustes nutricionales en los frutales cultivados en las zonas mediterraneas
(Jiménez, Ollat, et al,, 2011), especialmente en los de hueso (Byrne, Bacon, y Egilla,
1990). De hecho, entre el 20 y el 50% de estos frutales presentan carencias férricas
relacionadas con los desérdenes nutricionales provocados por la gran cantidad de
iones bicarbonato presentes en el suelo (Jaeger, Goldbach, y Sommer, 1999).

La causa de la carencia de hierro no suele ser su escasez, sino su baja solubilidad
o disponibilidad para las plantas en la solucién del suelo. Se encuentra en la
naturaleza en forma de Fe(IIl) y Fe(II), dependiendo del estado redox del sistema.
Las formas posibles son las siguientes (Catalina Tomas, 2015):

Soluble:

— Seencuentra en condiciones reductoras, como Fe2* y sus formas hidroxiladas
Fe(OH)n2™ en la disolucién del suelo.

— Cuando el potencial de oxidacion y la acidez sean altos se encuentra como
Fe3* y sus formas hidroxiladas Fe(OH)n3™.

— En combinaciones organicas formando complejos, en forma divalente y
trivalente.

Insoluble:

— Como oxihidréxidos férricos (goetita, hematita, maghemita, lepidocrocita,
ferridrita...)

— En forma de oxihidréxidos mixtos de Fe(IlI) y Fe(II), como la magnetita.

— En forma de carbonato (FeCOs3-) o siderita, en suelos muy reducidos.
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1.7.3. La clorosis férrica

Entre los estreses abidticos, la carencia de hierro afecta de forma severa al
crecimiento de las plantas y la produccién en todo el mundo. Normalmente, no es
debida a una baja concentracién de hierro total en el suelo, sino a que su
disponibilidad para las plantas es escasa (Sahin et al., 2017).

Se conoce por clorosis férrica a un variado conjunto de sintomas relacionados con
una nutriciéon deficiente de hierro, que afecta generalmente a plantas sensibles
cultivadas en suelos calcareos (Rombola y Tagliavini, 2006). El sintoma principal es
el amarilleamiento internervial de las hojas, debido a la inhibicién de la sintesis de
clorofila, que aparece, en general, en las hojas mas jovenes, por la escasa movilidad
del hierro en el floema (Catalina Tomas, 2015). Cuando aparece la sintomatologia,
el ratio de crecimiento ya se ha visto afectado (Rombola y Tagliavini, 2006), debido
a que el hierro forma parte esencial de la composicién de la clorofila, el mecanismo
de transporte electronico, la tasa fotosintética y la actividad enzimatica (Sahin et al.,
2017).

Ademas, a nivel radicular se producen una serie de cambios metabdlicos,
acompafiados por la actividad de la enzima quelato reductasa férrica (FC-R) y de la
acidificaciéon de la rizosfera con el objetivo de incrementar la capacidad de absorcién
del ion Fe (M’Sehli et al., 2008).

Por ultimo, a nivel quimico, se ha demostrado que ocurren una serie de cambios
a nivel de concentracion de algunos de los principales componentes vegetales:

— La concentraciéon de carbohidratos y las tasas de catabolismo de estos
aumentan en condiciones de baja concentracion de hierro para sostener
energéticamente los requerimientos de la planta estresada (Jelali et al,
2010).

— La concentracién de aminoacidos aumenta con la carencia de hierro
motivada por el sostenimiento de una mayor sintesis de proteinas.

— La concentracidn de acidos organicos marca el limite de hierro soluble en el
suelo cuando son excretados por las plantas, pueden facilitar la translocacion
de iones y pueden ser asociados a la reduccion de Fe3+ (Abadia et al., 2002).

La clorosis puede verse agravada (o motivada) por una serie de fenémenos
meteoroldgicos que suelen darse en primavera y que se detallan a continuacién:

— Fuertes lluvias, que tienden a saturar los poros del suelo y a aumentar las
concentraciones de HCOs-.

— Un aumento marcado de la temperatura del aire, estimulando el crecimiento
de los brotes y por tanto los requerimientos de hierro.

— Temperaturas de suelo por debajo de los valores 6ptimos de absorcion de
hierro.

Si la carencia se prolonga en el tiempo y los arboles no son tratados, la clorosis
evolucionard en necrosis, produciéndose una caida prematura de las hojas
(Rombola y Tagliavini, 2006).

Resulta conveniente cerciorarse de que la clorosis esta causada por una carencia
de hierro y no por alguin otro tipo de desorden nutricional (Rombola y Tagliavini,
2006).
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La prediccion del riesgo potencial durante la eleccion del material vegetal
(especialmente el patrén) tiene una gran importancia, ya que permite evitar
dificultades futuras a la hora de conseguir producciones adecuadas y la necesidad
de recurrir a métodos agrondémicos y quimicos con, en ocasiones, una alta exigencia
econdmica. Es, pues, necesario buscar y probar nuevos genotipos tolerantes a la
clorosis inducida por la caliza activa, que ademas deben cumplir otros
requerimientos agronémicos, tales como compatibilidad con la variedad injertada y
tolerancia o resistencia a las principales plagas y enfermedades de nuestros suelos,
que permita usarlos como portainjertos comerciales (Reighard, Ouellette, y Brock,
2006).

1.7.4. Relaciones caliza-hierro-suelo

Como se ha explicado en el apartado 1.7.2, el hierro en el suelo esta presente en
forma insoluble, principalmente como goethita, hematita y ferrihidrita. Todas estas
formas son dificilmente accesibles para las plantas, y ain mas si cabe en condiciones
aerdbicas y de elevado pH, por lo que determinar el contenido total de hierro en el
suelo tiene un uso limitado (Lindsay, 1974).

Existen una gran cantidad de propiedades del suelo que intervienen en la
nutricion férrica, es por ello que no es facil predecir un futuro desarrollo clorético
en un cultivo perenne en base a un dnico parametro del suelo:

— Los contenidos de arcilla y materia organica influyen en la disponibilidad del
hierro. En los suelos arcillosos existe una tendencia a adsorberlo; sin
embargo, un contenido adecuado de materia organica actia de forma
favorable en el aprovechamiento del hierro por parte del cultivo, debido a
sus propiedades acidificantes y reductoras, asi como a la capacidad de
determinadas sustancias humicas para formar quelatos en condiciones
adversas de pH (Lindsay, 1979).

— Laenzima FC-R cuyo comportamiento se expone en el epigrafe 1.7.5 alcanza
su maxima actividad a niveles de pH entre 4 y 5 (Schmidt, 1997). Sin
embargo, esta enzima es muy sensible a los cambios en el medio: las
temperaturas extremas (muy por encima o debajo de 252C), los valores de
pH superiores a 7,5, y la presencia de metales pesados reducen su actividad
(Lucena, 2000).

— El contenido de carbonatos del suelo tiene gran influencia sobre las
propiedades fisicas y quimicas de los suelos y con la disponibilidad de Fe, en
particular la concentracién de HCO3- en la solucion del suelo es el parametro
mas determinante en la induccién de clorosis férricas, ya que tampona el pH
entre 7,5 y 8,5. En este rango, la disponibilidad de Fe es minima, lo que
favorece su oxidacion y su paso a compuestos de baja solubilidad (Catalina
Tomas, 2015).

Si bien es cierto que estas propiedades surgen de las relaciones caliza-hierro-
suelo y nos van a condicionar desde el punto de vista quimico, existen otras
propiedades de los suelos determinadas por la presencia de carbonato calcico que
van a condicionar el desarrollo de las raices desde una perspectiva fisica (Catalina
Tomas, 2015):

— Los carbonatos influyen en la formaciéon de horizontes y agregados
estructurales.
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— Los suelos calcareos presentan alta densidad aparente y baja
macroporosidad, caracteristicas que pueden ser agravadas con texturas finas
y por accion de la cementacion de materiales calcareos.

— Los suelos calcareos pueden ser compactados en profundidad y formar
costras en superficie que dificulten el crecimiento de las plantulas.

Una mejor estimacion del hierro asimilable por las raices del cultivo se obtiene
por extracciéon mediante oxalato aménico o bicarbonato amoénico (DTPA). El pH del
suelo es a menudo una herramienta interesante pero no suficiente.

1.7.5. Absorcion del hierro

En funcion del tipo de respuesta que las plantas realicen frente a la clorosis férrica
encontramos dos grupos: no eficientes (o calcifugas), que son las que no desarrollan
ninguln tipo de respuesta, y eficientes (o calcicolas), que desarrollan respuesta. Las
calcicolas las podemos subdividir en dos grupos en funcién de los mecanismos que
desarrollan para adquirir el hierro del medio de crecimiento. Diferenciamos la
estrategia I (donde se incluyen dicotiledéneas y monocotiledéneas no gramineas) y
la estrategia Il (donde se incluyen las gramineas).

Tradicionalmente se habian considerado como dos estrategias independientes,
pero en los ultimos afios se han encontrado algunas excepciones: algunas plantas de
estrategia II tienen algunos sistemas de las de estrategia I, y viceversa (Kobayasi y
Nishizawa, 2014).

1.7.5.1. Estrategia |

Para aumentar la capacidad de absorcién de hierro del suelo, las plantas
dicotiledéneas y monocotiledéoneas no gramineas desarrollan una serie de
reacciones en respuesta a la deficiencia de hierro (Martinez Cuenca, 2012):

— Acidificacion de la rizosfera y del apoplasto de la raiz, gracias a la excrecién
de protones por medio de la estimulacién de la enzima H*-ATPasa.

— Incremento de la capacidad reductora a través de la induccién de la actividad
de la enzima FC-R, que toma electrones de la nicotinamida adenina
dinucle6tido (NADH) y reduce los iones Fe3+ a Fe2+. Su capacidad aumenta a
pH entre 4y 5, y en condiciones de ausencia de Fe en el medio.

— Transporte del hierro al interior de las células de la raiz, debido a la enzima
Iron-Regulated Transporter 1 (IRT1) que actda como transportador, que se
encuentra en la membrana plasmatica y que requiere una cierta presencia de
hierro para la expresion de los genes que la regulan.

1.7.5.2. Estrategia Il

Las raices de las plantas gramineas sintetizan y excretan compuestos de bajo peso
molecular, los fitosideréforos (FS), que tienen la capacidad de formar complejos con
el Fe(IlI) presente en el suelo. Estas sustancias son liberadas por las raices y tienen
la capacidad de incrementar la cantidad de Fe en la disolucién del suelo. Tras ello,
son absorbidos sin reduccién a través de un sistema de transporte de alta afinidad
de la membrana de la raiz. Estos fitosideroforos se sintetizan en zonas subapicales
delaraiz, y su precursor es la metionina, que es un aminodacido cuyo ciclo de sintesis
sufre una gran activaciéon en raices de plantas deficientes en hierro (Martinez
Cuenca, 2012).



Métodos de seguimiento del estado fisiologico

Por otro lado, el transporte del complejo hasta el citoplasma se realiza con la
accién de una proteina de alta especificidad (YS1, Yellow Stripe 1), regulada por la
deficiencia de hierro en raiz y tallo. Cuando el complejo llega al citosol, se libera el
Fe3+y el fitosiderdforo es degradado o liberado nuevamente al exterior.

1.8. Métodos de seguimiento del estado fisiologico

1.8.1. Medida de la clorofila

La clorofila es un pigmento que absorbe la luz y permite a las plantas y otros
organismos realizar la fotosintesis, convirtiendo el diéxido de carbono y agua en
glucosa y oxigeno (Salisbury y Ross, 2009). Su contenido foliar estd a menudo muy
correlacionado con la actividad fotosintética y el estado de nitrégeno de las hojas
(Evans, 1983). El contenido de clorofila, sumado a la tasa de fotosintesis, constituyen
los principales factores que influencian el crecimiento y las respuestas a los insumos
nutricionales de las plantas.

Tradicionalmente la concentracion de clorofila en hoja se determinaba mediante
extraccion de muestras de hoja y andlisis espectrofotométrico (Porra et al., 1989),
aunque este método presentase algunos inconvenientes, como ser un método
destructivo, caro y costoso en el tiempo, ademas de no poder ser aplicado para todos
los propositos (Uddling et al., 2007).

La alternativa pasa por el analisis no destructivo mediante el uso de medidores
SPAD. Si bien el medidor SPAD se desarrollé originalmente en Jap6n para el manejo
del nitrégeno en la producciéon de arroz (Oryza sativa L.), actualmente se usa de
forma habitual para la estimacion rapida y no destructiva de la clorofila foliar (Wood
et al.,, 1993). Ha sido utilizado desde los aflos 90 en cuantificacién de clorofila en
hoja, nutricion vegetal, estimacion de produccion, evaluaciéon de combinaciones
patrén/variedad e incompatibilidad traslocada de injerto, porque un bajo indice
SPAD puede ser asociado con el bloqueo de asimilaciéon de carbohidratos y al
consumo de N (das Neves et al., 2017).

El medidor de clorofila mas usado es el SPAD-502, que es un dispositivo portatil,
autocalibrado, comodo de usar y no destructivo que permite estimar la cantidad de
clorofila presente en las hojas de las plantas (Yadawa, 1986), asi como el estado de
nitréogeno de las mismas (Rubio-Covarrubias et al., 2009). Este instrumento
cuantifica la cantidad relativa de clorofila foliar midiendo la transmitancia de la hoja
en dos bandas de longitud de onda (400-500 nm y 600-700 nm) e informa de las
lecturas en unidades arbitrarias (SPAD-502 Indice de Clorofila, SCI), que son
proporcionales a la concentracién de clorofila en hoja.

Existe relacion entre el color verde de las hojas (medido por el SPAD) y la
concentracion de clorofila, y es por ello que el SPAD es usado para estimar
concentraciones de clorofila en hoja con gran precisiéon (Sim et al.,, 2015), y para
identificar variedades sensibles a clorosis férrica (Radhamani et al.,, 2016).

Debido a la buena correlacion entre las lecturas SPAD con el contenido de
clorofila, y a la pronta disponibilidad de los resultados, el medidor SPAD es
ampliamente aceptado en agronomia (Loh et al., 2002).
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1.8.2. Medida de la fluorescencia

La fluorescencia de la clorofila se ha usado para evaluar la respuesta de las plantas
a diferentes tipos de estrés (Baker y Rosenqvist, 2004). Aporta informacion sobre el
proceso de transporte electrénico en la fotosintesis que no puede ser obtenida por
otros métodos mas tradicionales, como la medicién de la fotosintesis basada en el
intercambio de gases. Ademas, ha demostrado ser un indicador sensible a los dafios
en la fotosintesis causados por estrés ambiental (Schreiber et al., 1995).

El principio del andlisis de fluorescencia de la clorofila, segin Maxwell and
Johnson (2000), es relativamente sencillo, ya que supone que la energia de la luz
absorbida por las moléculas de clorofila en una hoja puede experimentar uno de los
tres procesos siguientes:

— Puede ser usada en la fotosintesis.
— Puede disiparse en forma de calor.
— Puede volver a emitirse como luz (fluorescencia).

Estos tres procesos ocurren en competencia, de modo que cualquier aumento en
la eficiencia de uno dara como resultado una disminucién del rendimiento de los
otros dos. Por lo tanto, al medir la fluorescencia de la clorofila se puede obtener
informacion sobre los cambios en la eficiencia de la fotoquimica y la disipacion de
calor.

Se sabe desde hace tiempo que los cambios en la emision de la fluorescencia de
la clorofila en organismos fotosintéticos son con frecuencia indicadores de cambios
en la actividad fotosintética (McAlister y Myers, 1940). Ademas, se ha demostrado
que las mediciones de fluorescencia de clorofila podrian usarse para estimar, de
manera rapida y no invasiva, la eficiencia operativa del transporte de electrones a
través de la funcion del fotosistema II (PSII), relacionada con la asimilacién de CO2
(Siebke et al., 1997).

Segun Baker and Oxborough (2004), los parametros que intervienen en la
fluorescencia de la clorofila son los siguientes:

— Fwm: nivel maximo de fluorescencia para hojas adaptadas a la oscuridad.
— Fo: nivel minimo de fluorescencia para hojas adaptadas a la oscuridad.
— Fv (fluorescencia variable): diferencia entre las dos anteriores.

La fluorescencia minima (Fo) es la emitida cuando la quinona (Qa), receptora
primaria de electrones en el PSII, estd completamente oxidada y el centro de
reaccion del PSII esta abierto al comenzar las reacciones fotoquimicas (Jiménez-
Suancha y Balaguera-Lépez, 2015).

La Fo es independiente de los eventos fotoquimicos y su aumento puede tener dos
causas: dafios en el centro de reaccion del PSII o una reduccion de la capacidad para
transferir la energia de excitacién de la antena hacia el centro de reaccién (Baker y
Rosenqvist, 2004).

En general, la fluorescencia minima (Fo) y variable (Fv) nos permiten estimar si
existe estrés o dafo en el aparato fotosintético (Kodad y Morales Iribas, 2011). El
pardmetro de fluorescencia Fv/Fm proporciona una estimacién de la eficiencia
cuantica maxima de la fotoquimica del PSII (Baker y Oxborough, 2004). Para un gran
rango de especies, tanto salvajes como domésticas o crecidas en laboratorio, estos
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parametros se han usado como indicadores del dafio causado al aparato
fotosintético por el hielo, la sequia o la contaminacién, constituyendo asi una base
para la seleccion de genotipos en programas de mejora genética (Mohammed et al.,
1995).

1.8.3. Medida de la conductancia estomdtica

Para realizar la fotosintesis y respiracion, las plantas, necesitan tomar CO2 y Oz de la
atmosfera, respectivamente. Para ello cuentan con unas estructuras que se
denominan estomas, que son unos pequeios poros localizados en la epidermis de
las hojas que dan a la planta acceso inmediato a los compuestos nombrados
anteriormente (Aldasoro Galan, 2017).

La conductancia estomatica (g) es la velocidad (cm-s-1) ala cual se produce el flujo
de agua transpirada desde las hojas hacia la atmésfera a través de los estomas
(Lopez, 2005), de modo que esta velocidad es directamente proporcional al nivel de
apertura estomatico. La herramienta que nos permite determinar este parametro se
denomina porémetro, y su funcionamiento se basa en la técnica del estado
estacionario, que consiste en calcular el flujo de vapor en la superficie de una hoja
midiendo la presion de vapor en dos puntos de ésta, que estan separados por una
camara de recorrido conocido.

Entre los factores que provocan variaciones en la apertura estomatica, se
encuentran la humedad atmosférica y del suelo, la concentracion de CO2 y Oz del
aire, la luz, la temperatura y la velocidad del viento (Aldasoro Galan, 2017).

El estado ideal de los poros, buscado en los sistemas agricolas, es aquel de
maxima apertura estomatica, lo cual se traducird en una alta tasa de transpiracién
(salida de H20 y 0O:), ademas se permitira la entrada de CO2 (Ldépez, 2005),
satisfaciendo la alta demanda de este compuesto por parte de las hojas, motivada
por la alta tasa fotosintética, promovida a su vez por una alta radiacién y estado
hidrico adecuado (Aldasoro Galan, 2017).

El caso contrario ocurre por la noche: cuando la demanda de CO2 es minima,
también lo es la apertura estomatica, limitando asi pérdidas innecesarias de agua
(Aldasoro Galan, 2017) y provocando una disminucién drastica de la conductancia
estomatica (Lopez, 2005).

Existe un factor que prevalece sobre el resto, y que produce el cierre de los
estomas: la humedad del suelo. Bajo condiciones de estrés hidrico, aliin en presencia
de luz y COz, se produce el cierre estomatico, sacrificAndose la fotosintesis con el
objetivo de evitar pérdidas de agua (Diaz y Aguirreolea, 2008), lo cual produce una
disminucién en la producciéon (Lépez, 2005).

Los estomas requieren una regulacibn muy precisa, lo cual se debe
fundamentalmente a que la atmdsfera se encuentra, en general, muy lejos de su
punto de saturacion de agua (Aldasoro Galan, 2017). Las actividades de apertura y
cierre estomatico son las que mantienen la homeostasis, equilibrando la actividad
fotosintética y el estatus hidrico en la planta (Diaz y Aguirreolea, 2008), y evitando
disminuciones acusadas en la eficiencia del uso del agua (Spinelli, 2015).
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2. MATERIAL Y METODOS

2.1. Material vegetal

2.1.1.

Variedades

En el presente estudio se han ensayado cinco variedades autorradicadas, cuyas
principales caracteristicas se recogen a continuacion:

2.1.1.1. ‘Guara’

2.1.1.2.

Origen: desconocido. Seleccionada y saneada en la Unidad de Fruticultura del
Servicio de Investigacion Agraria de la Diputacién General de Aragon.

Porte: muy abierto.

Vigor: medio.

Flor: época de floracién del 27 de febrero al 13 de marzo (en el Valle del Ebro).
Flores de color blanco y tamafio medio, localizadas principalmente en ramilletes
de mayo. Elevada densidad de floracion.

Polinizacién: autégama, no requiere polinizacion cruzada, aunque puede
polinizarse con variedades de su época de floracion.

Fruto: consistencia de la cascara dura, de forma amigdaloide. Rendimiento en
pepita 30-34%.

Pepita: acorazada, con 1,30 g de peso medio, de sabor agradable.
Observaciones: El estigma se encuentra situado a la misma altura que los
estambres, lo cual permite la autopolinizacién. El comportamiento frente a
heladas tardias ha sido bueno y ello explica su regularidad de produccién. Facil
formacion y poda.

‘Soleta’

Origen: ‘Blanquerna’ x 'Belle d’aurons’. Siglas de la seleccion: F-4-10. Clon 503.
N2 de registro en la OEW 20054616 (27 de octubre de 2005).

Porte: semi-abierto.

Vigor: medio.

Flor: época de floracién tardia, unos 2-3 dias antes de ‘Guara’. Flores de color
blanco y tamafio medio a grande, localizadas principalmente en ramilletes de
mayo y menos en ramos mixtos. Elevada densidad de floracién.

Polinizacién: autégama, no requiere polinizaciéon cruzada, aunque puede
polinizarse con variedades de su época de floracion.

Fruto: consistencia de la cascara dura, sin separarse en capas, de forma eliptica.
Rendimiento en pepita 27-35%.

Pepita: eliptica, con 1,27 g de peso medio, de sabor agradable. De fAcil pelado
una vez tostada.

Observaciones: la morfologia de la flor permite su autopolinizacién. La poda de
formaciéon y de fructificacion es sencilla. Interesante por la calidad, por la
respuesta de su pepita al tostado y por su época de maduraciéon medio-tardia, lo
que puede permitir el escalonamiento de la recoleccion.
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2.1.1.3. ‘Penta’

Origen: ‘S5133’ x ‘Lauranne’. Seleccionada en el CEBAS-CSIC, Murcia.

Porte: intermedio.

Vigor: intermedio.

Flor: época de floracion extra-tardia, 12-14 dias después de ‘Guara’. Flores de
color blanco, localizadas principalmente en brindillas y ramos mixtos. Elevada
intensidad de floracion.

Polinizacién: autégama, no requiere polinizaciéon cruzada y presenta un alto
nivel de auto-fertilidad.

Fruto: consistencia de la cascara dura, de forma tipica amigdaloide. Rendimiento
en pepita 27%.

Pepita: eliptica amigdaloide, con 1 g de peso medio.

Observaciones: Presenta una maduraciéon temprana, es bastante resistente a
enfermedades y no produce semillas dobles.

2.1.1.4. ‘Avijor’

Origen: ‘Ferragnes’ x ‘Tuono’. Seleccionada en el INRA, Francia.

Porte: semiabierto.

Vigor: medio.

Flor: época de floracion extra-tardia, 10-12 dias después de ‘Guara’. Flores
blancas, de tamafio medio, localizadas preferentemente en ramilletes de mayo.
Polinizacién: autégama, no requiere polinizaciéon cruzada y presenta un alto
nivel de auto-fertilidad.

Fruto: consistencia de la cascara semidura, de forma alargada. Rendimiento en
pepita 35-40%.

Pepita: forma alargada, con 1,3 g de peso medio.

Observaciones: presenta una alta resistencia a enfermedades criptogamicas,
especialmente a mancha ocre. Muy facil formacion del arbol y poda.

2.1.1.5. Vialfas’
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Origen: ‘Felisia’ x 'Bertina’. Siglas de la seleccion: I-3-27. Clon 546.

Porte: semi-abierto.

Vigor: medio.

Flor: época de floracién ultra-tardia, 17 dias después de ‘Guara’. Flores blancas,
de tamafio medio, localizadas tanto en ramilletes de mayo como en ramos
mixtos.

Polinizacién: autégama, no requiere polinizacién cruzada, aunque presenta un
alto nivel de auto-fertilidad.

Fruto: consistencia de la cascara dura, de forma eliptica. Rendimiento en pepita
25%.

Pepita: forma acorazada, con 1,2 g de peso medio, de sabor agradable.
Observaciones: la fruta muestra muy buena calidad organoléptica, alto
contenido en acido oleico y fitoesteroles. Facil formacion del arbol y poda, alta
tolerancia a enfermedades (mancha ocre).
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2.1.2. Patrones

Para propdsitos de comparacién, también se han ensayado dos patrones, con las
siguientes caracteristicas:

2.1.2.1. ‘GF-677
Informacién general:

— Especie: hibrido de almendro y melocotonero (Prunus dulcis x Prunus
persica).
— Origen: programa de mejora genética de INRA.

Caracteristicas agronomicas:

— Vigor: muy vigoroso.

— Compatibilidad: patréon utilizable para almendro, melocotén y ciruelo
japonés en regadio, asi como para almendro en secano.

— Porte: semi-erguido.

— Productividad: bastante productivo.

— Propagacién: buena capacidad de propagacién por los diferentes sistemas en
uso.

— Adaptabilidad: se considera que es un buen patroén, especialmente indicado
para situaciones con problemas de nematodos y para plantaciones con bajas
necesidades de frio.

2.1.2.2. ‘Mirabolano’
Informacién general:

— Especie: Prunus cerasifera Ehrh.
— Origen: seleccionado en California.

Caracteristicas agronémicas:

— Vigor: medio-bajo.

— Compatibilidad: patréon utilizable para ciruelo y algunas variedades de
albaricoquero.

— Porte: semierguido.

— Productividad: bastante productivo, alta calidad de frutos.

— Propagacién: buena capacidad de propagacién por los diferentes sistemas en
uso.

— Adaptabilidad: se considera que es un buen patroén, se adapta bien a la caliza,
a la asfixia radicular y a la sequia.

2.2. Preparacion del sustrato y plantacion

El primer paso en el desarrollo del experimento fue la preparacion de suelos con
diferente concentracién de caliza activa, para lo cual se mezclé el componente
principal del sustrato (en este caso ha sido la turba rubia), con diferentes cantidades
de caliza activa (Figura 1). Se obtuvieron asi los sustratos para los diferentes
tratamientos en los que se basa el estudio, correspondientes a un 5%, 10%, 15%,
20%, 25% y 30% de concentracion de caliza activa, asi como un tratamiento testigo
(solo turba).

15
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Figura 1. Detalle proceso de preparacidn del sustrato. Fuente: elaboracién propia.

Para comprobar si parte de la caliza activa podia haber sido lixiviada, bien debido
a un excesivo riego o como consecuencia de alguna tormenta, se llevaron a cabo dos
andlisis de suelo a lo largo del ciclo vegetativo que duré el experimento (a la mitad
y al final).

Tras haber obtenido una mezcla homogénea de cada una de las concentraciones
citadas en el apartado anterior, cada substrato (tratamiento) se distribuyé en 31
macetas de 3 L. En cada una de ellas se dispuso un plantdn, se cubrio el total de la
raiz con sustrato, se presioné con las manos y se regd hasta capacidad de campo,
tratando asi de que la raiz quedara adecuadamente cubierta por el sustrato, sin
huecos (Figura 2). En todos los tratamientos se aport6 abono.

Figura 2. A la izquierda, detalle de un plantén tras la plantacién. A la derecha, diferentes
tratamientos con niveles de caliza activa, de izquierda a derecha: 15%, 10%, 5% y testigo.

Los plantones empleados en el ensayo fueron cinco variedades de almendro
autorradicadas (‘Guara’, ‘Soleta’, ‘Penta’, ‘Avijor’y ‘Vialfas’, presentadas en la seccién
2.1.1) y dos patrones (‘GF-677’y ‘Mirabolano’, comentados en la seccion 2.1.2). Las
31 macetas de cada tratamiento fueron ocupadas por 6 individuos de ‘Guara,
‘Soleta’, ‘Penta’ y ‘Avijor’, 3 individuos de ‘Vialfas’, y 2 de cada patrén. En adelante,
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estos individuos, tanto variedades como patrones, se designardan mediante el
término ‘variedad’ o ‘variedades’.

2.3. Meteorologia

Los datos agrometeorolégicos se obtuvieron a través de la web de la Oficina del
Regante, solicitandose los de la estacién meteorolégica mas cercana, en este caso
Huesca. Se trabajé con las medias semanales para temperatura minima, media y
maxima y con los datos de pluviometria mensual y evapotranspiracion. A partir de
ellos se elabor6 un climograma.

2.4. Practicas agronOmicas

La primera labor agronémica que se realizé tras la plantacién, indicada en el
epigrafe 2.2, consistié en el riego de las macetas de forma manual y abundante, con
el objetivo de que se compactase el sustrato y no quedasen poros grandes en las
inmediaciones de la raiz.

A continuacion, se organizaron los plantones formando filas, en cada una de las
cuales se disponia un determinado tratamiento (o concentracién de caliza), como se
muestra en la Figura 3. Se clavaron tutores de madera (uno en cada maceta), sin
prescindir de los tutores plasticos originales del vivero, a los que se at6 (mediante
macarrén azul de PV(C) el planton (Figura 4), con el objetivo de minimizar los
zarandeos por la accién del viento que pudieran producir roturas y para favorecer
un crecimiento recto.

Figura 3. Disposicién de los tratamientos en filas. Apréciese la falta de tutores. Fuente:
elaboracién propia

Se amarro6 a la zona media de cada plantén una etiqueta (Figura 4), en la cual se
especificaba la variedad que correspondia ademas del tratamiento al que estaba
sometido.

Se instalé el sistema de riego localizado de alta frecuencia, cuyo accionamiento se
automatiz6 mediante una electrovalvula. Los laterales se dispusieron de forma
longitudinal respecto a cada tratamiento (Figura 4). Los emisores presentaban una
separaciéon de 30 cm y un caudal de 6 L/h, de forma que a cada maceta le
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correspondiese un emisor. Cada cinco macetas se coloco un sistema de anclaje del
lateral de riego al sustrato, y ademas se at6 a cada planton (con macarrén de PVC),
con el objetivo de evitar que deformaciones en la tuberia pudiesen dejar algin
plantén sin la correspondiente dosis de riego.

Figura 4. Detalles varios: entutorado, etiquetado y anclaje del sistema de riego. Fuente:
elaboracién propia.

Se monitorizaron las principales plagas, aunque no fue necesario realizar
tratamientos fitosanitarios debido a éstas se encontraron por debajo del umbral. En
cuanto a enfermedades criptogamicas, se limitaron los tratamientos a dos
aplicaciones preventivas con productos cupricos en las primeras semanas de
desarrollo de los plantones. Con la entrada del verano, las condiciones de
temperaturas elevadas y baja humedad ambiental hicieron posible prescindir de
consiguientes aplicaciones.

2.5. Medidas en hoja

Para realizar las mediciones se eligieron, como norma general, hojas adultas,
completamente formadas y funcionales, y que a simple vista no presentaban ningin
dafio, enfermedad o plaga que pudiera distorsionar la toma de datos.

Asi pues, en cada medicidn, se descartaban, por una parte, las hojas apicales, por
su inmadurez e incapacidad de llevar a cabo de forma adecuada las funciones
fotosintéticas, y las hojas basales, por su mayor deterioro y senescencia, ademas de
por recibir una deficiente iluminacidn.

En la Figura 5 se ilustra lo expuesto en los primeros parrafos de este epigrafe: en
verde se marcan las hojas apicales, en amarillo las hojas que son objeto de
mediciones, y en rojo las hojas mas viejas.
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Figura 5. Detalle de los diferentes tipos de hojas en el plantén. Fuente: elaboraciéon propia.

2.5.1. Medida de la clorofila

Se monitorizé el estado de la clorofila en hoja alo largo de todo el periodo vegetativo.
Se tomaron dos medidas por plantén (en dos hojas diferentes) en las siguientes
fechas: 4 y 14 de junio, y 2, 12, 18, 24 y 30 de julio. Para ello, se utilizé un medidor
SPAD-502 (Konica Minolta, Figura 6).

Figura 6. Medidor de clorofila Minolta SPAD-502. Fuente: Konica-Minolta.

2.5.2. Medida de la fluorescencia

Se midié la fluorescencia de la clorofila mediante un fluorimetro o PEA (Plant
Efficiency Analyser), en concreto, con un equipo Hansatech FMS2+ (Hansatech,
Figura 7).
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Figura 7. Medidor de fluorescencia Hansatech FMS2+ Fuente: Hansatech Instruments.

20

Este sistema requiere un proceso de adaptaciéon de las hojas a la oscuridad, y
consta de varios elementos:

Clips de hoja: el primer paso en la medicién consiste en cubrir la hoja o la
parte de ella donde se va a medir con un clip cerrado (Figura 8). El proceso
de adaptacion a la oscuridad es variable en cuanto a tiempo, dependiendo de
la especie, aunque se tomé como norma general 30 minutos.

Sensor: Su cabezal redondeado encaja en el clip, que se abre exponiendo la
planta a la iluminacién y medicién. La iluminacion es producida por seis LEDs
que producen luz roja con una longitud de onda de en torno a 650 nm, que es
facilmente absorbida por los cloroplastos. El detector es un fotodiodo de alto
rendimiento asociado a un circuito amplificador. El disefio dptico y el filtrado
aseguran que responde al maximo a la sefial de fluorescencia.

Caja de control: Contiene todo el instrumental electronico del PEA (bateria,
disco duro, teclado...). Recibe la sefial de fluorescencia del sensor y la
transforma de analdgica a digital, mostrando en la pantalla los parametros de
fluorescencia.
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Figura 8. A la izquierda: detalle de clip de hoja durante la fase de adaptacion a la oscuridad.
A la derecha: disposiciéon de varios clips sobre tratamiento testigo. Fuente: elaboracion
propia.

Se tomd6 una medida por plantén tomando el criterio expuesto en el epigrafe 2.5,
el dia 2 de junio.
2.5.3. Medida de la conductancia estomadtica

Se midi6 la conductancia estomdtica utilizando un Porémetro de Hoja SC-1
(Decagon, Figura 9).

Figura 9. Medidor de conductancia estomatica Decagon SC-1. Fuente: Decagon Devices.

Se tomd6 una medida por plantén tomando el criterio expuesto en el epigrafe 2.5,
en dos fechas: 29 de julio y 23 de octubre.
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2.6. Seguimiento de la concentracion de caliza activa

Se obtuvieron muestras del sustrato de varias macetas de cada uno de los
tratamientos con una barrena, de modo que la muestra incluia todo el (posible)
perfil de la maceta. Este andlisis se realiz6 al final del experimento, con el objetivo
de saber si parte de la caliza admitida por la turba habia podido perderse por
lixiviacion, debida al riego o a algin periodo de lluvias.

Se calculé la concentracién de caliza activa en cada uno de los tratamientos
mediante el método de Nijelsohn. A continuacion se detalla el protocolo:

— Se mezclaron 5 g de sustrato, secado al aire, con 125 mL de oxalato amoénico
0,2N y la mezcla se sometiéo a agitacion durante dos horas en agitador
mecanico.

—  Sefiltr¢ al vacio en un embudo Biichner con papel de filtro (Figura 10).
— A partir de 25 mL de filtrado, se valoré por calcimetria el volumen de CO2
desprendido tras la adicion de HCL

Figura 10. Resultado de la filtracién. De menor a mayor concentraciéon de caliza activa
(izquierda a derecha). Fuente: elaboracion propia.

Con los resultados obtenidos de la valoracion se calculd el porcentaje de caliza
activa segun la siguiente férmula:

P'x L 250
X — x 1000

Cali ti %0) = —
aliza activa (%o) T % P oc

donde:

— L =volumen (mL) de CO2 desprendido por el suelo.

— L’ =volumen (mL) de CO2z desprendido por el CaCO3 patrén.
— P =pesode suelo seco (g).

— P’ =peso de CaCOs (g).

2.7. Analisis estadistico

El analisis estadistico se ha llevado a cabo con el software XLSTAT 2018 (Addinsoft
SARL, Paris, Francia).

A continuacidn, se describen brevemente las pruebas estadisticas utilizadas:

— Anadlisis de la varianza (ANOVA, ANalysis Of VAriance), tanto unifactorial
como multifactorial, para la determinacion de diferencias significativas entre
los distintos factores. La interpretacion de los resultados se ha llevado a cabo
mediante el Test HSD (Honestly-Significant-Difference) de Tukey, un test de
comparaciones multiples que permite comparar las medias de los t niveles
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de un factor después de haber rechazado la hipoétesis nula de igualdad de
medias mediante la técnica ANOVA.

Analisis de la varianza (ANOVA, ANalysis Of VAriance) con medidas repetidas
(MR), para estudiar el efecto de uno o mas factores cuando al menos uno de
ellos es un factor intra-sujetos. La interpretacion de los resultados se ha
llevado a cabo mediante el Test HSD (Honestly-Significant-Difference) de
Tukey, un test de comparaciones multiples que permite comparar las medias
de los t niveles de un factor después de haber rechazado la hipdtesis nula de
igualdad de medias mediante la técnica ANOVA.

Prueba de Kruskal-Wallis: método no paramétrico para probar si un grupo
de datos proviene de la misma poblacién. Es equivalente al ANOVA. La
interpretacion de los resultados se ha llevado a cabo mediante las
comparaciones multiples por pares mediante el procedimiento de Conover-
Iman (Prueba bilateral).

Prueba de Friedman: método no paramétrico que equivale a la prueba de
ANOVA para medidas repetidas. La interpretacion de los resultados se ha
llevado a cabo mediante las comparaciones multiples por pares mediante el
procedimiento de Nemenyi (prueba bilateral).

Matriz de correlaciones de Pearson: permite determinar la fuerza del vinculo
entre dos variables cuantitativas, ya sea positiva o negativa.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION
3.1. Condiciones del ensayo

3.1.1. Anadlisis quimico de los sustratos artificiales preparados

En la Tabla 1 se muestra la concentracién de caliza activa aplicada a los diferentes
tratamientos (% en volumen), asi como la cantidad de caliza activa fijada finalmente
en el sustrato, obtenida mediante analisis quimico al final del experimento. Si bien
no se obtuvieron valores de caliza activa superiores al 17%, es preciso sefialar que
los tratamientos 4, 5 y 6, debido a su mayor contenido volumétrico de caliza,
presentaron un comportamiento fisicamente diferente, con mayor consistencia y
compacidad.

Tabla 1. Sustratos artificiales empleados en los diferentes tratamientos. Se muestra la
relacién volumétrica de caliza activa aplicada a la mezcla, 'Caliza (% en volumen)’, y el
contenido de caliza activa finalmente fijado en la turba al final del periodo de estudio, 'Caliza
activa (%)".

Tratamiento Caliza(% en volumen) Caliza activa (%) Desviacion
TO 0 0,77 0,14
T1 5 8,26 +0,05
T2 10 11,02 +0,47
T3 15 14,40 +0,05
T4 20 15,41 +0,41
T5 25 15,61 +0,14
T6 30 16,26 +0,19

3.1.2. Condiciones meteoroldgicas

En el diagrama de Gaussen de la Figura 11 se resumen los datos obtenidos de la
estacion meteorolégica mas cercana (Huesca) para afio en el que se realiz6 el estudio
(2019): temperaturas minimas, medias y maximas, asi como pluviometria.
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Figura 11. Diagrama de Gaussen. Fuente: datos climaticos de la estaciéon de Huesca.
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3.2. Seguimiento del estado de la planta
3.2.1. Medida de la clorofila

3.2.1.1. Evolucién temporal

Al estudiar de forma global la evolucion del SPAD (Figura 12), independientemente
de los factores ‘Variedad’ y ‘Tratamiento’, se observé un decaimiento con el tiempo
(expresado en formato de dia juliano), obteniéndose pequefias diferencias,
significativas desde el punto de vista estadistico, que se recogen en la Tabla 2.
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Figura 12. Box plot de las medidas SPAD en las diferentes fechas de toma de datos.

Tabla 2. Andlisis de las diferencias en las medidas de SPAD mediante prueba de Kruskal-
Wallis para el total de los individuos a lo largo de todo el periodo de estudio, segin
comparaciones multiples por pares mediante el procedimiento de Conover-Iman (prueba
bilateral). Se muestran ordenados de menor a mayor concentracion de clorofila.

Fecha Frecuencia Suma de rangos Media de rangos Grupos

199 372 399099,000 1072,847 A

211 372 414264,500 1113,614 A

205 372 426353,000 1146,110 A

193 372 495666,500 1332,437 B

155 372 524728,500 1410,560 B C
183 372 558075,500 1500,203 C
165 372 573523,000 1541,728 C

Al tener en cuenta todas las variedades y tratamientos a la vez (Figura 12), se
aprecian grandes desviaciones (ademas de la presencia de algunos valores atipicos).
En general se muestra una evolucion temporal decreciente, lo cual supone una
tendencia anémala, ya que se esperaria que el valor del SPAD creciera a lo largo del
ciclo vegetativo (Casanova et al., 2019). Esto puede deberse al envejecimiento de las
hojas, motivado por las elevadas temperaturas registradas durante la campafia
(Figura 11), que produjeron agostamiento de los individuos.

Las medianas fluctuaron a lo largo del experimento entre 32,8 y 36,1 unidades
SPAD. Segun Lopez-Lopez et al. (2016), que trataron de predecir la aparicion de
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mancha ocre en almendro, los valores SPAD para hojas sanas en el mes de julio
estarian en torno a 40 unidades, valores sensiblemente superiores a los obtenidos
en el presente estudio.

Por otra parte, Erdal et al. (2016) clasificaron las hojas seglin su tonalidad en
‘verde palido’ (entre 18y 27), ‘verde’ (entre 33y 35) y ‘verde oscuro’ (entre 35y 40).
Siguiendo este sistema de clasificacion, los valores obtenidos indican que los
individuos objeto de estudio se encontraban en el grupo ‘verde oscuro’ en los
primeros dias del experimento, terminando en el grupo central ‘verde’.

La evolucién temporal del SPAD desglosada por variedad y tratamiento se recoge
en los siguientes box plot (Figura 13 a Figura 19). En algunas de las variedades (por
ejemplo, para la variedad ‘Penta’, Figura 17) se aprecié una tendencia creciente al
comienzo del estudio, pero los valores de SPAD terminaron decayendo en todos los
casos, en linea con lo comentado anteriormente.
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Figura 13. Box plot de la evoluciéon del SPAD para la variedad 'Avijor' en funcion del
tratamiento y fecha (dia juliano).
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Figura 14. Box plot de la evoluciéon del SPAD para el patron 'GF-677' en funcion del
tratamiento y fecha (dia juliano).
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Figura 15. Box plot de la evoluciéon del SPAD para la variedad ‘Guara’ en funcién del
tratamiento y fecha (dia juliano).
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Figura 16. Box plot de la evolucién del SPAD para el patrén ‘Mirabolano’ en funcién del
tratamiento y fecha (dia juliano).
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Figura 17. Box plot de la evoluciéon del SPAD para la variedad 'Penta’ en funcién del
tratamiento y fecha (dia juliano).
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Figura 18. Box plot de la evoluciéon del SPAD para la variedad 'Soleta’ en funcién del
tratamiento y fecha (dia juliano).
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Figura 19. Box plot de la evolucién del SPAD para la variedad 'Vialfas' en funcién del
tratamiento y fecha (dia juliano).

Las grandes desviaciones registradas en la mayor parte de las fechas, podrian
deberse a la pequefia superficie de medida del instrumento.

3.2.1.2. Factor Variedad’

Cuando se analizan los datos en base a la variedad (Figura 20), independientemente
de los factores ‘Fecha’ y ‘Tratamiento’, se observa que hay variedades que
presentaron una gran desviacién, que se explicaria por las marcadas diferencias de
los valores SPAD a lo largo del experimento. De nuevo, se observaron diferencias
significativas desde un punto de vista estadistico, que se muestran en la Tabla 3.
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Figura 20. Box plot de las medidas SPAD para las diferentes variedades.

Tabla 3. Anadlisis de las diferencias en las medidas de SPAD entre las distintas variedades
mediante la prueba de Kruskal-Wallis, segiin comparaciones multiples por pares mediante
el procedimiento de Conover-Iman (prueba bilateral). Las variedades se muestran
ordenadas de menor a mayor concentracién de clorofila.

Variedad Frecuencia Suma de rangos Media de rangos Grupos
A 588 831424,500 1413,987 A
M 588 869086,500 1478,038 A
S 588 1164114,000 1979,786 B
\Y% 588 1205881,000 2050,818 B
P 588 1404181,000 2388,063 C
G 588 1467533,500 2495,805 C D
GF 588 1530565,500 2603,003 D

En la Tabla 3 se aprecia que las plantas para las que se obtuvieron valores mas
altos de clorofila fueron las del patron ‘GF-677 (con una mediana de 35,5 unidades
SPAD) y las de la variedad ‘Guara’ (con una mediana de 36,4 unidades SPAD). En el
otro extremo, las plantas con valores mas bajos fueron las de patrén ‘Mirabolano’
(con una mediana de 32,65 unidades SPAD) y las de la variedad ‘Avijor’ (con una
mediana de 31,8 unidades SPAD). Los valores SPAD obtenidos fueron sensiblemente
inferiores a los rangos presentados por Jiménez, Pinochet, et al. (2011).

El patrén GF-677 es considerado en muchos estudios como tolerante a la clorosis
férrica por su capacidad de reducir hierro del medio (Jiménez et al., 2008). En
muchos casos, al ser comparado con otros patrones, es el que presenta una mayor
concentracion de hierro en hoja (Sotomayor et al., 2014), una mayor concentracién
de clorofila (Jiménez et al., 2011) y es mas tolerante a la presencia de bicarbonato
en el medio (Cellini et al., 2011). No obstante, existen articulos en los que los valores
mas bajos de SPAD se obtuvieron para este genotipo (Mestre et al., 2015).
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En la Figura 21 se muestra un box plot para el SPAD de partida de las diferentes
variedades. Se observa que las variedades que presumiblemente presentaron
mejores valores SPAD a lo largo del estudio, conforme a la Tabla 3, fueron las que
partieron de un mayor valor de SPAD inicial. Esto sugiere que, a priori, no se pueden
sacar conclusiones firmes, siendo preciso llevar a cabo con un analisis mas detallado
de cada variedad por separado (que se recoge en el epigrafe 3.2.1.4).
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Figura 21. Box plot de las medidas de SPAD inicial para las diferentes variedades.

3.2.1.3. Factor 'Tratamiento’

Estudiando los valores de SPAD (con independencia de los factores ‘Fecha’ y
‘Variedad’) para los diferentes tratamientos se obtuvieron diferencias significativas,
aunque pequeilas en valor absoluto, que se representan en la Figura 22 y se analizan
en la Tabla 4.
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Figura 22. Box plot de las medidas de SPAD para los diferentes tratamientos.
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Tabla 4. Analisis de las diferencias en las medidas de SPAD mediante la prueba de Kruskal-
Wallis para los distintos tratamientos, segiin comparaciones multiples por pares mediante
el procedimiento de Conover-lman (prueba bilateral). Se muestran los tratamientos
ordenados de menor a mayor concentracién de clorofila.

Tratamiento Frecuencia Suma de rangos Media de rangos Grupos
T6 434 585587,500 1349,280 A
TO 434 638770,000 1471,820 A B
T5 434 661371,500 1523,897 A B
T2 434 662057,000 1525,477 A B
T1 434 663608,000 1529,051 A B
T4 434 689893,000 1589,615 B
T3 434 714954,000 1647,359 B

Las diferencias obtenidas, aunque significativas, son pequefias, y las medidas
presentan desviaciones muy grandes, por lo que su interpretacion podria resultar
tendenciosa. Procede, pues, desglosar las medidas para las diferentes variedades o
combinar varios factores.

3.2.1.4. Factor ‘Variedad’ * 'Tratamiento’ * ‘Fecha’

A continuacion, se estudian las diferencias referidas en la seccion anterior de forma
individualizada para cada una de las variedades estudiadas. En algunas de ellas
apenas se registraron diferencias entre los tratamientos, mientras que otras
mostraron valores SPAD muy dispares en funcién de la concentracién de caliza en
suelo:

3.2.1.4.1. ‘Avijor’

En esta variedad se observa el comportamiento preconizado (Tabla 5): siendo el
tratamiento exento de caliza activa (T0) el que presenta mayores concentraciones
de clorofila (mediana de 34,15 unidades SPAD), y los tratamientos con mayor
concentracion los que presentan menores valores (por ejemplo, para T5 la mediana
fue de 30,35 unidades SPAD).

Tabla 5. Andlisis de las diferencias en las medidas de SPAD entre los distintos tratamientos
parala variedad 'Avijor' mediante Prueba de Friedman, segliin comparaciones multiples por
pares mediante el procedimiento de Nemenyi (prueba bilateral). Los tratamientos se
muestran ordenados de menor a mayor concentracion de clorofila.

Tratamiento Frecuencia Suma de rangos Media de rangos Grupos
T6 84 265,000 3,155 A
T5 84 283,000 3,369 A B
T4 84 319,500 3,804 A B C
T1 84 325,500 3,875 A B C
T2 84 349,500 4,161 B C D
T3 84 377,500 4,494 C D
TO 84 432,000 5,143 D

3.2.1.4.2. 'GF-677’

El comportamiento para el patron GF-677 fue inesperado (Tabla 6), con los valores
mas bajos de SPAD para los tratamientos TO y T2, mientras el T4 presenté los
valores mas altos. Tal anomalia pero podria ser atribuida a la gran tolerancia de este
patrén ala presencia de caliza activa en el sustrato (Massai et al., 2003) y a la clorosis
férrica (Assimakopoulou et al,, 2011). Es preciso aclarar que este comportamiento
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no es exclusivo del patréon GF-677, sino que es comun a la mayoria de hibridos de
melocotonero x almendro (Xiloyannis et al., 2004).

Tabla 6. Andlisis de las diferencias en las medidas de SPAD entre los distintos tratamientos
para el patrén ‘GF-677' mediante Prueba de Friedman, segin comparaciones multiples por
pares mediante el procedimiento de Nemenyi (prueba bilateral). Los tratamientos se
muestran ordenados de menor a mayor concentracion de clorofila

Tratamiento Frecuencia Suma de rangos Media de rangos Grupos
T2 28 80,000 2,857 A
T6 28 93,000 3,321 A
TO 28 102,000 3,643 A
T1 28 103,500 3,696 A
T5 28 120,500 4,304 A B
T3 28 125,000 4,464 A B
T4 28 160,000 5,714 B

3.2.1.4.3. ‘Guara’

El comportamiento que muestra esta variedad (Tabla 7) fue totalmente anémalo, ya
que el menor de los valores de SPAD, significativamente diferente al resto,
correspondié al testigo, es decir, al tratamiento exento de caliza (T0). Como se
expone mas adelante en este documento, esto podria deberse a problemas
fisioldgicos derivados de la ausencia de calcio en el medio para aquellas plantas que
son calcicolas.

Tabla 7. Andlisis de las diferencias en las medidas de SPAD entre los distintos tratamientos
parala variedad ‘Guara’ mediante Prueba de Friedman, segiin comparaciones multiples por
pares mediante el procedimiento de Nemenyi (prueba bilateral). Los tratamientos se
muestran ordenados de menor a mayor concentracion de clorofila

Tratamiento Frecuencia Suma de rangos Media de rangos Grupos

TO 84 236,500 2,815 A

T5 84 328,500 3,911 B
T4 84 332,500 3,958 B
T2 84 343,500 4,089 B
T6 84 345,000 4,107 B
T1 84 366,500 4,363 B
T3 84 399,500 4,756 B

3.2.1.4.4. ‘Mirabolano’

El comportamiento mostrado por ‘Mirabolano’ se asemejé al esperado (Tabla 8),
aunque no fue tan claro como el obtenido para la variedad ‘Avijor. Los peores
valores SPAD se registraron para el tratamiento T6 (con una mediana de 33,5
unidades SPAD) y los mejores para el tratamiento TO (con una mediana de 34,7
unidades SPAD). Sin embargo, estos resultados contrastan con lo recogido en
algunos estudios, como el de Moreno (2002), que defienden la tolerancia de este
patroén a la clorosis férrica promovida por suelos compactos y calizos.
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Tabla 8. Analisis de las diferencias en las medidas de SPAD entre los distintos tratamientos
para el patrén ‘Mirabolano’ mediante Prueba de Friedman, segiin comparaciones multiples
por pares mediante el procedimiento de Nemenyi (prueba bilateral). Los tratamientos se
muestran ordenados de menor a mayor concentracion de clorofila

Tratamiento Frecuencia Suma de rangos Media de rangos Grupos

T6 28 70,000 2,500 A

T4 28 85,000 3,036 A B

T5 28 115,000 4,107 A B C
T2 28 115,000 4,107 A B C
T1 28 124,000 4,429 B C
TO 28 130,000 4,643 B C
T3 28 145,000 5,179 C

3.2.1.4.5. ‘Penta’

No se puede sacar ningun tipo de conclusién para esta variedad, ya que no se
observa ningun patrén en la evoluciéon de los valores SPAD en funcién del
tratamiento (Tabla 9).

Tabla 9. Andlisis de las diferencias en las medidas de SPAD entre los distintos tratamientos
para la variedad ‘Penta’ mediante Prueba de Friedman, segiin comparaciones multiples por
pares mediante el procedimiento de Nemenyi (prueba bilateral). Los tratamientos se
muestran ordenados de menor a mayor concentracion de clorofila

Tratamiento Frecuencia Suma de rangos Media de rangos Grupos

T2 84 288,500 3,435 A

T6 84 309,000 3,679 A B
T1 84 314,500 3,744 A B
TO 84 315,500 3,756 A B
T3 84 369,000 4,393 A B
T4 84 375,000 4,464 B
T5 84 380,500 4,530 B

3.2.1.4.6. ‘Soleta’

Esta variedad parece mostrar un cierto comportamiento calcicola (Tabla 10), ya que
los peores valores se obtuvieron no sélo para T6 (con una mediana de 33 unidades
SPAD), sino también para el testigo TO (con una mediana de 34,05 unidades SPAD).
Sin embargo, el resto de tratamientos se ajusté bastante al comportamiento
esperado, siendo el mejor el tratamiento T2 (con una mediana de 37,6 unidades
SPAD).

Tabla 10. Andlisis de las diferencias en las medidas de SPAD entre los distintos
tratamientos para la variedad ‘Soleta’ mediante Prueba de Friedman, segiin comparaciones
multiples por pares mediante el procedimiento de Nemenyi (prueba bilateral). Los
tratamientos se muestran ordenados de menor a mayor concentracion de clorofila

Tratamiento Frecuencia Suma de rangos Media de rangos Grupos

T6 84 255,000 3,036 A

TO 84 291,500 3,470 A B

T5 84 313,500 3,732 A B

T3 84 345,000 4,107 B C
T1 84 365,500 4,351 B C
T4 84 373,000 4,440 B C
T2 84 408,500 4,863 C
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3.2.1.4.7. ‘Vialfas’

Para esta variedad no se observaron diferencias significativas entre tratamientos
(Tabla 11).

Tabla 11. Andlisis de las diferencias en las medidas de SPAD entre los distintos
tratamientos para la variedad ‘Vialfas’ mediante Prueba de Friedman, segiin comparaciones
multiples por pares mediante el procedimiento de Nemenyi (prueba bilateral). Los
tratamientos se muestran ordenados de menor a mayor concentracion de clorofila

Tratamiento Frecuencia Suma de rangos Media de rangos Grupos
T3 42 132,500 3,155 A
T4 42 159,000 3,786 A
T2 42 160,500 3,821 A
T1 42 172,500 4,107 A
T6 42 180,500 4,298 A
TO 42 184,000 4,381 A
T5 42 187,000 4,452 A

3.2.2. Medida de la fluorescencia

Se estudiaron de forma global los valores obtenidos para los diferentes parametros
(Fo, Fm, Fv, Tm), asi como los factores (Fv/Fm, Fm/Fo), en una fecha temprana (dia
155) para las diferentes variedades. Al cumplirse los requisitos de normalidad y
homocedasticidad, se procedi6 a realizar un analisis ANOVA. Los resultados del test
de Tukey (HSD), recogidos en la Tabla 12 y la Tabla 13, mostraron diferencias
significativas, pero pequenas en valor absoluto. Esto confirmaria la gran similitud
en el estado fisioldgico inicial de las diferentes variedades, asi como un bajo nivel de
estrés.

Tabla 12. Analisis de las diferencias en las medidas de Fv/Fm para las variedades en el dia
155, segun el test de Tukey (HSD) con un intervalo de confianza del 95%.

Variedad MediasLS Error estaindar Limite inferior (95%) Limite superior (95%) Grupos

p 0,793 0,007 0,778 0,807 A

S 0,791 0,007 0,777 0,806 A

\' 0,783 0,010 0,763 0,803 A B
GF 0,782 0,013 0,757 0,807 A B
A 0,782 0,007 0,768 0,797 A B
G 0,782 0,007 0,767 0,796 A B
M 0,743 0,013 0,718 0,768 B

Tabla 13. Analisis de las diferencias en las medidas de Fv/F, para las variedades en el dia
155, segun el test de Tukey (HSD) con un intervalo de confianza del 95%.

Variedad Medias LS Error estandar Limite inferior (95%) Limite superior (95%) Grupos

S 3,969 0,139 3,695 4,242 A

P 3,962 0,139 3,688 4,236 A

G 3,813 0,139 3,539 4,087 A B
A 3,760 0,139 3,486 4,034 A B
GF 3,670 0,241 3,196 4,144 A B
\Y 3,359 0,196 2,972 3,746 A B
M 3,067 0,241 2,592 3,541 B

35



Seguimiento del estado de la planta

Conforme alo indicado mas arriba, esta similitud entre todas las medidas, incluso
para Fv/Fo, que es el pardmetro mas sensible y se puede utilizar para obtener
informacion ttil sobre el estado fisiol6gico de los arboles (Ranjbarfordoei, Samson,
y Van Damme, 2011), es indicativa de un estado inicial similar para todas las
variedades.Ademas, los niveles minimos no apuntan a que existiese estrés en
ninguna de las variedades al inicio del experimento. Ranjbarfordoei et al. (2011)
estudiaron los efectos deletéreos de la radiacion UV-B en los procesos fotosintéticos
del almendro, y obtuvieron para los individuos testigo (no estresados) valores para
el parametro Fv/Fm de en torno a 0,8, lo cual se asemeja a los obtenidos en el
presente ensayo.

3.2.3. Medida de la conductancia estomdadtica

Se estudian a lo largo de este epigrafe los valores de conductancia estomatica
obtenidos en funcidn de tres factores: tiempo, variedad y tratamiento.

3.2.3.1. Factor fecha

En primer lugar, se estudiaron las diferencias en conductancia estomatica mediante
un ANOVA. La Tabla 14 muestra diferencias significativas entre las dos fechas de
toma de datos, siendo la conductancia estomatica del dia 255 un 52% mayor que la
del dia 210. Conforme al estudio agrometeorolégico llevado a cabo en el epigrafe
3.1.2, el dia 210 se registr6é una temperatura media 7,3 °C mayor que el dia 255. Por
lo tanto, esta diferencia puede estar motivada por las diferentes condiciones
meteoroldgicas, pese a haber seguido las condiciones de toma de datos expuestas en
el epigrafe 2.5 en cuanto a horario y procedimiento.

Tabla 14. Analisis de las diferencias en las medidas de conductancia para los dos dias de
medida segun el test de Tukey (HSD) con un intervalo de confianza del 95%.

Fecha Medias LS Grupos
255 546,388 A
210 359,203 B

Al analizar las diferencias entre tratamientos (Tabla 15) se obtienen resultados
coherentes con los obtenidos para el SPAD. Estas diferencias permiten distinguir los
cuatro tratamientos de menor concentracién de caliza activa de los dos de mayor
concentracion. De nuevo, el tratamiento testigo present6 diferencias con el resto,
con una media del orden de cuatro veces menor que el peor del resto de los
tratamientos.

Tabla 15. Analisis de las diferencias en las medidas de conductancia mediante ANOVA de
medidas repetidas para los diferentes tratamientos segun el test de Tukey (HSD) con un
intervalo de confianza del 95%.

Tratamiento Medias LS Grupos

T2 604,805 A

T4 575,882 A

T3 572,000 A

T1 551,336 A

T6 386,756 B

T5 383,659 B

TO 95,131 C
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En cuanto a las diferencias entre variedades (Tabla 16), también se obtuvieron
diferencias significativas, que permiten distinguir las variedades ‘Soleta’ y ‘Vialfas’
de la variedad ‘Avijor.

Tabla 16. Analisis de las diferencias en las medidas de conductancia con ANOVA de Medidas
Repetidas para las diferentes variedades segun el test de Tukey (HSD) con un intervalo de
confianza del 95%.

Variedad Medias LS Grupos

S 510,119 A

\% 498,236 A

G 470,457 A B
P 430,065 A B
M 429,255 A B
GF 426,280 A B
A 405,158 B

3.2.3.2. Factor Variedad’

Se estudiaron también mediante ANOVA las diferencias entre las variedades para
cada fecha de toma de datos por separado. El test de Tukey (HSD) con un intervalo
de confianza del 95% unicamente mostré diferencias significativas en el dia 210
(Tabla 17). Estas diferencias fueron pequefias y Unicamente permiten diferenciar
‘Soleta’ de ‘Avijor".

Tabla 17. Andlisis de las diferencias en las medidas de conductancia para las distintas
variedades el dia 210, segun el test de Tukey (HSD) con un intervalo de confianza del 95%.

Variedad Medias LS Error estindar Limite inferior (95%) Limite superior (95%) Grupos

S 427,879 27,427 373,811 481,946 A

GF 427,407 47,505 333,760 521,054 A B
Vv 391,476 38,787 315,013 467,939 A B
G 357,819 27,427 303,752 411,886 A B
M 338,957 47,505 245,310 432,604 A B
P 320,381 27,427 266,314 374,448 A B
A 309,260 27,427 255,192 363,327 B

Sin embargo, para el dia 255 no se observaron diferencias significativas entre las
variedades (Tabla 18), lo cual podria deberse al avanzado estado de senescencia de
todo el material vegetal.

Tabla 18. Andlisis de las diferencias en las medidas de conductancia para las distintas
variedades el dia 255, segun el test de Tukey (HSD) con un intervalo de confianza del 95%.

Variedad Medias LS Error estandar Limite inferior (95%) Limite superior (95%) Grupos

\' 547,789 68,515 412,724 682,853 A
S 530,649 52,420 427,312 633,986 A
M 526,449 89,707 349,607 703,290 A
G 517,103 52,420 413,766 620,440 A
P 481,022 52,420 377,685 584,359 A
A 449,666 52,420 346,329 553,003 A
GF 410,646 86,665 239,800 581,491 A
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3.2.3.3. Factor ‘Tratamiento’

Las diferencias entre los tratamientos para cada fecha de toma de datos por
separado se analizaron también mediante ANOVA. En ambas fechas se apreciaron
diferencias entre los tratamientos, de forma que, en general, la conductancia
estomdtica disminuyo con el aumento de la concentraciéon de caliza activa. Esta
gradacion fue mas visible en el dia 255 (Tabla 20) que en el dia 210 (Tabla 19).

Tabla 19. Andlisis de las diferencias en las medidas de conductancia entre los distintos
tratamientos en el dia 210, segun el test de Tukey (HSD) con un intervalo de confianza del
95%.

Tratamiento Medias LS Error estindar Limite inferior (95%) Limite superior (95%) Grupos
T4 522,416 24,388 474,339 570,493 A
T3 427,429 24,388 379,352 475,506 A B
T2 416,287 24,388 368,210 464,364 B C
T6 385,913 24,388 337,836 433,990 B C
T1 357,423 24,388 309,345 405,500 B C
T5 319,113 24,388 271,036 367,190 C
TO 100,268 24,388 52,191 148,345 D

Tabla 20. Andlisis de las diferencias en las medidas de conductancia entre los distintos
tratamientos en el dia 255, segun el test de Tukey (HSD) con un intervalo de confianza del
95%.

Tratamiento Medias LS Error estindar Limite inferior (95%) Limite superior (95%) Grupos
T2 811,948 37,579 737,867 886,029 A
T1 764,674 37,579 690,593 838,755 AB
T3 728,685 37,579 654,604 802,766 AB
T4 627,967 37,579 553,886 702,048 B C
T5 496,742 37,579 422,661 570,822 CcD
T6 378,422 37,579 304,341 452,503 D
TO 90,275 26,330 38,370 142,179 E

En las tablas anteriores, resultan llamativos los bajos valores de conductancia
obtenidos para el tratamiento testigo, que pueden ser debidos al papel fundamental
del calcio en el metabolismo celular de las plantas (Leng et al., 2020). El calcio esta
involucrado en cantidad de procesos fisiologicos: sensibilidad, transmision,
respuesta y expresion de las sefiales de estrés (Guo et al.,, 2015). Ademas, puede
paliar los efectos adversos del estrés hidrico (Xu et al., 2013) e inducir la sintesis de
sustancias que permiten ajustar el potencial osmético y restituir el potencial hidrico
de la planta (Kang et al., 2017), mejorar el movimiento estomatico en las hojas e
incrementar la transferencia de electrones (Wang et al., 2014).

En el estudio de Leng et al. (2020), los aportes de calcio exégeno incrementaron
el potencial y contenido hidrico de las hojas, aliviando el dafio de la sequia gracias a
la acumulacién de ciertos reguladores osmdticos que juegan un papel importante en
la mejora del estado hidrico de las plantas. Martinez-Ballesta et al. (2008) sugirieron
que el calcio exdgeno puede jugar un papel importante en la regulacion del
transporte hidrico en plantas sometidas a estrés abiético. En la misma linea, existen
varios estudios en otros cultivos que proponen que el calcio exdégeno mejora el
estado hidrico en plantas sometidas a estrés, como los de Abou El-Yazied (2011)
para judias (Phaseolus vulgaris) o Marques et al. (2014) para maiz (Zea mays).

38



RESULTADOS Y DISCUSION

3.3. Peso fresco de los drganos vegetativos

3.3.1. Peso de hojas

El peso de las hojas fue superior para la variedad ‘Guara’ que para el resto de variedades.
En referencia a las concentraciones se obtuvieron mayores pesos en las concentraciones
medias-altas y se acusé la ausencia de caliza en el medio.

Tabla 21. Andlisis de las diferencias en peso de las hojas para las diferentes variedades en
el dia 211, segun el test de Tukey (HSD) con un intervalo de confianza del 95%.

Variedad Medias LS Error estindar Limite inferior (95%) Limite superior (95%) Grupos

G 34,941 0,681 33,584 36,299 A

p 31,474 0,681 30,117 32,832 B

A 30,851 0,681 29,494 32,209 B

S 26,804 0,681 25,447 28,162 C

Tabla 22. Anilisis de las diferencias en peso de las hojas para los diferentes tratamientos
en el dia 211, segun el test de Tukey (HSD) con un intervalo de confianza del 95%.

Tratamiento Medias LS Error estandar Limite inferior (95%) Limite superior (95%) Grupos

T4 33,508 0,901 31,711 35,304 A

T5 32,500 0,901 30,704 34,296 A B

T6 31,460 0,901 29,664 33,256 A B C
T1 30,975 0,901 29,179 32,771 A B C
T3 30,678 0,901 28,881 32,474 A B C
T2 29,443 0,901 27,646 31,239 B C
TO 28,563 0,901 26,766 30,359 C

3.3.2. Pesoderaiz

El peso de la raiz fue superior para la variedad ‘Soleta’ que para el resto, en cuanto a
concentracién de caliza no existe una tendencia clara, es superior en concentraciones
medias-altas y acusa la ausencia de caliza en el medio.

Tabla 23. Analisis de las diferencias en peso de la raiz para las diferentes variedades en el
dia 211 segun el test de Tukey (HSD) con un intervalo de confianza del 95%.

Variedad Medias LS Error estindar Limite inferior (95%) Limite superior (95%) Grupos
S 34,137 1,412 31,324 36,951 A
A 29,481 1,412 26,668 32,295 A B
G 25,043 1,412 22,229 27,856 B C
P 23,441 1,412 20,628 26,255 C

Tabla 24. Andlisis de las diferencias en peso de la raiz para los diferentes tratamientos en
el dia 211, segtn el test de Tukey (HSD) con un intervalo de confianza del 95%.

Tratamiento Medias LS Error estandar Limite inferior (95%) Limite superior (95%) Grupos

T5 36,615 1,868 32,893 40,337 A

T2 33,653 1,868 29,931 37,374 A B

T4 28,075 1,868 24,353 31,797 B C
T1 27,463 1,868 23,741 31,184 B C
T6 26,730 1,868 23,008 30,452 B C
T3 22,588 1,868 18,866 26,309 C
TO 21,058 1,868 17,336 24,779 C
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Trentin et al. (2019) observaron un mayor desarrollo radicular en las plantas
cuyo sustrato estaba tratado con caliza activa en relacién al testigo. Relacionaron
este mayor peso y superficie de absorcion radicular con el aumento del pH del
sustrato promovido por la adiciéon de la caliza, que hace que el fésforo sea mas
accesible para las plantas. Ademas, logra mitigar los efectos de toxicidad provocados
por la presencia de metales pesados, cuya accesibilidad decrece a medida que
aumentan los valores de pH.

3.3.3. Peso deraizy tallo

El peso de raiz y tallo fue superior para la variedad ‘Soleta’ que para el resto. En
cuanto a los tratamientos, se aprecian pesos mayores en los de concentracién
intermedia de caliza, y se aprecia la diferencia cuando la caliza esta ausente.

Tabla 25. Anadlisis de las diferencias en peso de la raiz y tallo para las diferentes variedades
en el dia 211, segun el test de Tukey (HSD) con un intervalo de confianza del 95%.

Variedad Medias LS Error estindar Limite inferior (95%) Limite superior (95%) Grupos
S 50,070 1,651 46,780 53,360 A
A 41,649 1,651 38,358 44,939 B
G 40,940 1,651 37,650 44,230 B C
P 35,334 1,651 32,044 38,624 C

Tabla 26. Andlisis de las diferencias en peso de la raiz y tallo para los diferentes
tratamientos en el dia 211, segun el test de Tukey (HSD) con un intervalo de confianza del
95%.

Tratamiento Medias LS Error estindar Limite inferior (95%) Limite superior (95%) Grupos
T5 54,765 2,184 50,413 59,117 A
T2 47,075 2,184 42,723 51,427 A B
T4 42,988 2,184 38,635 47,340 B C
T1 42,233 2,184 37,880 46,585 B C D
T6 38,965 2,184 34,613 43,317 B C D
T3 34,393 2,184 30,040 38,745 CD
TO 33,570 2,184 29,218 37,922 D

3.3.4. Peso de tallo

El peso del tallo muestra tendencia, en cuanto a variedades, a ser superior en ‘Soleta’
y ‘Guara’ que en ‘Avijor’ y ‘Penta’. En cuanto a tratamientos, no se aprecia una
tendencia clara (Tabla 27).

Tabla 27. Analisis de las diferencias en peso del tallo para las diferentes variedades en el
dia 211, segun el test de Tukey (HSD) con un intervalo de confianza del 95%.

Variedad Medias LS Error estindar Limite inferior (95%) Limite superior (95%) Grupos
S 15,933 0,533 14,871 16,995 A
G 15,897 0,533 14,835 16,959 A
A 12,167 0,533 11,105 13,229
P 11,893 0,533 10,831 12,955
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Tabla 28. Analisis de las diferencias en peso del tallo para los diferentes tratamientos en el
dia 211 segun el test de Tukey (HSD) con un intervalo de confianza del 95%.

Tratamiento Medias LS Error estandar Limite inferior (95%) Limite superior (95%) Grupos

T5 18,150 0,705 16,745 19,555 A

T4 14,913 0,705 13,507 16,318 B

T1 14,770 0,705 13,365 16,175 B C
T2 13,423 0,705 12,017 14,828 B C
TO 12,513 0,705 11,107 13,918 B C
T6 12,235 0,705 10,830 13,640 B C
T3 11,805 0,705 10,400 13,210 C

Existen estudios previos que indican el gran poder antitranspirante del calcio (De
Silva et al., 1985), que limita la acumulacion de biomasa y (reforzando lo expuesto
al final del epigrafe 3.2.3) reduce el intercambio gaseoso (Rothwell et al., 2014). Sin
embargo, Rothwell et al. (2015) mostraron una disminucion de la biomasa de los
brotes en respuesta a la adicidn de caliza activa, y proponen que la caliza en el medio
reducen el fésforo a disposicién de la planta, y ésta responde disminuyendo el
intercambio gaseoso, ademas, se promueve la sintesis de ABA, limitdndose la
fotosintesis, la acumulacién de biomasa y el rendimiento de los cultivos
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4. CONCLUSIONES

El analisis de la fluorescencia inicial permitié confirmar un estado fisioldgico de
partida similar para las diferentes variedades objeto de estudio, descartando la
existencia de estrés.

El estudio de conductancia estomatica aport6 diferencias globales entre las dos
fechas de medida, y entre los diferentes tratamientos (siendo los mas desfavorables
los dos con mayores concentraciones de caliza activa y el testigo), pero no evidencio
diferencias significativas entre las variedades.

La monitorizacién mediante SPAD evidenci6 un decaimiento generalizado del
contenido en clorofila a lo largo del periodo de estudio (mayo-octubre), tanto para
las variedades autorradicadas como para los patrones. Tal comportamiento puede
atribuirse a la combinacién de temperaturas maximas anormalmente altas y muy
bajas precipitaciones durante la campafia, que habria afectado al desarrollo de los
plantones. No obstante, los mayores contenidos de clorofila se registraron en las
variedades ‘Guara’ y ‘Penta’, y para el patrén ‘GF-677’; las variedades ‘Vialfas’ y
‘Soleta’ mostraron contenidos intermedios; y los contenidos mas bajos
correspondieron a la variedad ‘Avijor’y al patrén ‘Mirabolano’.

En relacion con el comportamiento frente a la caliza activa, el patrén ‘Mirabolano’
y la variedad ‘Avijor’ fueron los mas sensibles, manifestando un descenso mas
acusado del contenido en clorofila a medida que aument6 la cantidad de caliza
presente en el sustrato. La variedad ‘Soleta’, si bien se ajust6 también al
comportamiento anterior, manifesté un cierto caracter tolerante a la caliza activa.
Dicho caracter se manifestd6 de forma mas evidente en el patrén ‘GF-677 y la
variedad ‘Guara’, pero con minimas diferencias entre tratamientos, lo que sugiere
una buena tolerancia a la caliza activa. Las variedades ‘Penta’ y ‘Vialfas’ también
evidenciaron pocas diferencias entre los tratamientos con diferentes
concentraciones de caliza.

Si bien los resultados presentados corresponden Unicamente a una campaia, y
son necesarios estudios plurianuales para obtener conclusiones sdlidas, las
variedades autorradicadas mas prometedoras parecen ser ‘Guara’y ‘Penta’, por sus
elevados niveles de clorofila y su tolerancia a la caliza activa, mostrando un
comportamiento equivalente al de las plantas injertadas sobre patrén ‘GF-677’, muy
empleado en suelos calcdreos mediterraneos.
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