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Resumen

Uno de los mayores retos en los que incurre la produccién agricola hoy en dia reside en
alimentar de forma sostenible a una poblacidn creciente a la vez que concentra sus esfuerzos
en hacerlo con el menor impacto ecolégico posible.

El actual sistema agroalimentario no solo impacta negativamente desde la perspectiva
de la emisién de gases invernadero, sino que también favorece otros dmbitos como la
degradacion de los productos naturales, la pérdida de la biodiversidad o los cambios en el uso
del suelo. La evidencia de este proceso de deterioro a escala mundial requiere de la puesta en
marcha de planes de accién basados tanto en la mitigacion del cambio climatico (mediante la
reduccion de los gases de efecto invernadero) como en la adaptacién al mismo mediante buenas
practicas agricolas que consigan reducir la vulnerabilidad de los cultivos.

Los objetivos de esta tesis se enmarcan en las vias de actuacion definidas como
prioritarias por la Asamblea General de las Naciones Unidas “Transformar nuestro mundo: la
Agenda 2030 para el Desarrollo Sostenible”. Mdas concretamente, en la mejora de la
sostenibilidad del cultivo del almendro (Prunus dulcis Miller) prestando especial atencién a la
respuesta del sistema radical y su capacidad para mejorar la adaptacién del cultivo a los nuevos
escenarios derivados del proceso de cambio climatico.

En esta tesis se caracterizaron quimica y morfométricamente tres patrones de
almendro. Se observaron diferencias significativas tanto en los sistemas radiculares como
vegetativos de los mismos siendo el patrén GN el mds vigoroso, el GF 677 el que presenté mayor
numero de raices principales y el RP-R secundarias. Ademas, GN destacd por presentar mayor
poder antioxidante y mayor contenido en fenoles, pudiendo estas propiedades influir en los
mecanismos de defensa de la planta al inducir resistencia frente a determinados estreses.

Los patrones se sometieron a diferentes medios de cultivo mediante el uso de dos
sustratos. Las plantas cultivadas bajo fibra de coco presentaron un aumento masivo de raices
absorbentes y un engrosamiento del tronco mientras que las plantas cultivadas en la mezcla de
turba y arena presentaron mayor longitud del sistema radical.

Se estudid la respuesta de los patrones frente al aporte de bioestimulantes de raiz en
vistas a contribuir a un manejo mas racional y sostenible del cultivo. La fertilizacién mediante
bioestimulantes tuvo un impacto significativo en el desarrollo de las plantas tanto a nivel aéreo
como radiculary consiguid acortar los plazos de vivero, logrando plantas con mejor o mas rapida
capacidad de adaptacién al campo. A grandes rasgos los mejores resultados se obtuvieron con
el bioestimulante compuesto por materia orgdnica, aminoacidos y extractos de algas.

Adicionalmente y en respuesta a los retos medioambientales actuales se analizaron las
propiedades energéticas del almendro y el posible uso de sus residuos como fuente de energia
renovable atendiendo a diferentes factores que podrian influir sus propiedades energéticas
como son la variedad, el patrén o el tipo de fertilizacion. Observamos que las variables que mas
influyeron en el poder calorifico del material fueron la variedad, el patrén y la interaccién entre
ambos. Siendo el cultivar Marcona y el patron GF 305 los que presentaron mejores propiedades
energéticas.



Resum

Un dels majors reptes en els quals incorre la produccié agricola hui dia resideix a
alimentar de manera sostenible a una poblacio creixent alhora que concentra els seus esforcos
a fer-ho amb el menor impacte ecologic possible.

L'actual sistema agroalimentari no sols impacta negativament des de la perspectiva de
I'emissid de gasos amb efecte d'hivernacle, sind que també afavoreix altres ambits com la
degradacié dels productes naturals, la perdua de la biodiversitat o els canvis en I'Us del sol.
L'evidencia d'aquest procés de deterioracid a escala mundial requereix de la posada en marxa
de plans d'accié basats tant en la mitigacié del canvi climatic (mitjancant la reduccié dels gasos
d'efecte d'hivernacle) com en I'adaptacio al mateix mitjancant bones practiques agricoles que
aconseguisquen reduir la vulnerabilitat dels cultius.

Els objectius d'aquesta tesi s'emmarquen en les vies d'actuacié definides com a
prioritaries per I'Assemblea General de les Nacions Unides “Transformar el nostre mén: I'Agenda
2030 per al Desenvolupament Sostenible”. Més concretament, en la millora de la sostenibilitat
del cultiu de I'ametler (Prunus dulcis Miller) prestant especial atencié a la resposta del sistema
radical i la seua capacitat per a millorar I'adaptacié del cultiu als nous escenaris derivats del
procés de canvi climatic.

En aquesta tesi es van caracteritzar quimica i morfométricament tres patrons d'ametler.
Es van observar diferéncies significatives tant en els sistemes radiculars com vegetatius dels
mateixos sent el patré GN el més vigords, el GF 677 el que va presentar major nombre d'arrels
principals i el RP-R secundaries. A més, GN va destacar per presentar major poder antioxidant i
major contingut en fenols, podent aquestes propietats influir en els mecanismes de defensa de
la planta en induir resisténcia enfront de determinats estressos.

Els patrons es van sotmetre a diferents mitjans de cultiu mitjangant I'is de dos substrats.
Les plantes cultivades sota fibra de coco van presentar un augment massiu d'arrels absorbents i
un engruiximent del tronc mentre que les plantes cultivades en la mescla de torba i arena van
presentar major longitud del sistema radical.

Es va estudiar la resposta dels patrons enfront de I'aportacié de bioestimulants d'arrel
en vistes a contribuir a un maneig més racional i sostenible del cultiu. La fertilitzacié mitjangant
bioestimulants va tindre un impacte significatiu en el desenvolupament de les plantes tant a
nivell aeri com radicular i va aconseguir acurtar els terminis de viver, aconseguint plantes amb
millor o més rapida capacitat d'adaptacié al camp. A grans trets els millors resultats es van
obtindre amb el bioestimulant compost per matéria organica, aminoacids i extractes d'algues.

Addicionalment i en resposta als reptes mediambientals actuals es van analitzar les
propietats energetiques de I'ametler i el possible Us dels seus residus com a font d'energia
renovable atenent a diferents factors que podrien influir en les seues propietats energetiques
com son la varietat, el patré o el tipus de fertilitzacié. Observem que les variables que més van
influir en el poder calorific del material van ser la varietat, el patrd i la interaccid entre tots dos.
Sent el cultivar Marcona i el patré GF 305 els que van presentar millors propietats energeétiques.



Resume

One of the greatest challenges that agricultural production is facing today lies in
sustainably feeding a growing population while concentrating on doing so with the least possible
ecological impact.

The current agri-food system not only has a negative impact from the perspective of
greenhouse gas emissions, but also favors other areas such as the degradation of natural
products, the loss of biodiversity or the changes in land use. The evidence of this process of
deterioration on a global scale requires the implementation of action plans based on both
climate change mitigation (by reducing greenhouse gases) and climate adaptation through good
agricultural practices that manage to reduce the vulnerability of crops.

The objectives of this thesis are framed in the courses of action defined as priorities by
the General Assembly of the United Nations "Transforming our world: the 2030 Agenda for
Sustainable Development". More specifically, in improving the sustainability of almond (Prunus
dulcis Miller) cultivation, paying special attention to the response of the root system and its
ability to improve the adaptation of the crop to the new scenarios derived from the process of
climate change.

In this thesis, three almond rootstocks were chemically and morphometrically
characterized. Significant differences were observed both in their root and vegetative systems,
with the GN rootstock being the most vigorous, the GF 677 the one with the highest number of
main roots, and the RP-R the one showing more secondary roots. In addition, GN stood out for
presenting greater antioxidant power and higher phenol content, these properties being able to
influence the plant's defense mechanisms by inducing resistance to certain stresses.

The rootstocks were subjected to different culture media by using two substrates. The
plants grown under coconut fiber showed a massive increase in absorbent roots and a thickening
of the trunk, while the plants grown in the mixture of peat and sand showed greater length of
the root system.

The response of rootstocks to the contribution of root biostimulants was studied to
contribute to a more rational and sustainable management of the crop. Fertilization using
biostimulants had a significant impact on the development of plants both at aerial and root
levels and managed to shorten nursery periods, achieving plants with a better or faster capacity
to adapt to the field. Broadly, the best results were obtained with the biostimulant composed
of organic matter, amino acids and algae extracts.

Additionally, and in response to current environmental challenges, the energy
properties of the almond tree and the possible use of its residues as a source of renewable
energy were analyzed considering different factors that could influence its energy properties,
such as the variety, rootstock, or type of fertilization. We observed that the variables that most
influenced the calorific power of the material were the variety, the rootstock and the interaction
between both. The Marcona variety and the GF 305 rootstock were the ones that presented the
best energy properties.
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Capitulo 1

1.1 La intensificacion sostenible, el nuevo reto de la agricultura

Es bien sabido que el sector agricola juega hoy en dia un papel fundamental en el reto de
alimentar a una poblacién mundial creciente, garantizando la denominada seguridad alimentaria que
permite el acceso, tanto fisico como econdmico, a un volumen de comida suficiente, segura y nutritiva
(FAO, 2019). Sin embargo, para algunos autores, la agricultura es el principal motor causante del

cambio ecoldgico que sufre nuestro entorno (Godfray & Garnett, 2014).

El sector agricola ha favorecido el efecto invernadero a través de las emisiones de metano,
didxido de carbono y dxido nitroso, ha contribuido a la crisis eutréfica de muchos ecosistemas
acuaticos por excesivas pérdidas, principalmente de nitrégeno y fésforo, a la contaminacién del aire,
al agujero de la capa de ozono y al cambio climatico en general (Adegbeye et al, 2020). El uso intensivo
de agroquimicos constituye la principal fuente de polucién agraria que afecta a todos los medios.
(Shah et al., 2019). Segun La Notte et al. (2017) los vertidos de nitrogeno encontrados en las cuencas
de los rios de la Unidn Europea superan las 80 millones de toneladas (media del periodo 1985-2005)
y la mayor parte del impacto proviene de la polucién derivada de actividades agricolas. Los excesos
de nitrégeno (en sus formas NHs, NOy, NOs, N,O y nitrégeno organico) y fosforo contaminan el aire,
el suelo y el agua y contribuyen activamente al fenédmeno de eutrofizacidon que afecta directamente a
la diversidad de los organismos acuaticos y a la calidad del agua para consumo humano (Rajanayaka
et al., 2020). Ademas, el exceso de nitrégeno vertido a la atmosfera causa la formacidn de particulas
muy finas asociadas a problemas oculares, incidencia de diabetes, enfermedad de Crohn vy

envejecimiento prematuro del cerebro (Campbell-Lendrum & Priiss-Ustiin, 2019).

El incremento de la conciencia medioambiental asociado al uso de fertilizantes minerales es
cada vez mayor en la Unidn Europea y ha conducido a un creciente set de regulaciones y politicas
medioambientales que buscan minimizar el dafio causado por el uso excesivo de la fertilizacién en
determinados sectores agricolas, a la par que priorizan practicas de buen manejo nutricional para los

cultivos (Expdsito & Velasco, 2020).

Cabe destacar, que del mismo modo que las malas practicas agricolas han contribuido a la
degradacion del medio, la agricultura también se ha visto afectada por este cambio, especialmente en

lo que refiere a desastres climaticos como la sequia o las inundaciones. Al tiempo que se producen los
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efectos negativos en la biota, el aire y el agua, los cultivos requieren de mas fertilizantes, mas
pesticidas y mas agua, a la vez que son cada vez mas sensibles a diferentes tipos de stress debido a la
creciente aparicion de resistencias producidas por el uso continuado de un reducido nimero de

pesticidas (Clark & Tilman, 2017).

Prevenir o minimizar la degradacién del entorno es un reto al que debemos enfrentamos como
sociedad global. Existen diversas estrategias que de un modo u otro contribuyen a la consecucién de
este importante objetivo. A nivel agricola, las principales lineas de actuacidn pasan por identificar y
establecer practicas de gestion que reduzcan la pérdida de biodiversidad y limiten la degradacién
ambiental a la par que mejoren de la resiliencia de los cultivos al cambio ambiental (Bommarco et al,,

2013).

Muchos autores coinciden en la adopcidn de la intensificacidon sostenible de la agricultura
como una posible solucién al incremento de las necesidades de comida y energia sin un perjuicio
masivo del medioambiente. En su forma mas tedrica, el concepto de intensificacion sostenible implica
la obtenciéon de una mayor produccién en un mismo terreno a la par que se reduce el impacto

ambiental y se protege el ecosistema (Pretty, 1997).

El rango de medidas agricolas adoptables dentro de un marco de intensificacion sostenible es
tremendamente amplio y pasa desde la puesta en marcha de practicas culturales concretas (como el
no laboreo, la implantacidn de cubiertas vegetales,...) o el aumento de la eficiencia en el uso de los
recursos (riego deficitario, fertilizacién y abonado de presion,...) a la mejora de la adaptacion de los
cultivos al entorno o la produccidn de bioenergia mediante el uso de los residuos de poda u otros

subproductos (Scherer et al., 2018; Moleman et al., 2019).

La intensificacidn sostenible no refiere a ninguna practica de gestidn o sistema por si mismo
dado que la dualidad entre agricultura y medioambiente varia enormemente, no solo entre los
diferentes modos de intensificacidn, sino también a escala geografica y en funcion de las diferentes
particularidades de las condiciones medioambientales locales (Thomson et al., 2019). Por tanto, una
parte del éxito de las practicas de produccidon y manejo que se lleven a cabo con el objetivo de adoptar
un enfoque de intensificacion sostenible dependen del contexto local y regional (Garibaldi et al.,

2017).

Investigaciones basadas en el conflicto de fuerzas entre impacto ambiental y productividad
agricola ponen de manifiesto que no existe ninglin conjunto de practicas que sean éptimas en todas

las circunstancias. Ni todas las estrategias de conservacidon consiguen mantener o incrementar los



rendimientos de todos los cultivos, ni pueden considerarse universalmente beneficiosas para el medio

ambiente (Seufert & Ramankutty, 2017).

La imposibilidad de poder homogeneizar a nivel global las practicas de intensificacion
sostenible hace imprescindible un mayor conocimiento de los cultivos en su dmbito mds local que
permita, no solo una mejor adaptacién al entorno, sino también un uso mas eficiente de todos los
recursos disponibles atendiendo tanto a los considerados como inputs como a los outputs (Moleman

etal., 2019).

1.2 Situacién actual del cultivo del almendro, retos y perspectivas de futuro

1.2.1 Importancia del cultivo a nivel mundial

A nivel geografico, distinguimos tres grandes dreas de cultivo de almendro (Muncharaz, 2004).
Un primer area coincidiria con los centros primarios de expansion donde reside la zona originaria de
la especie y los paises que le son préximos (Afganistan, Iran, Turquia...), y que destacaria por su
enorme diversidad de cultivares muy antiguos y primitivos. En una segunda agrupacion
encontrariamos los paises que fueron centros secundarios de expansién en la Cuenca Mediterranea
en los que, con una alta variabilidad de materiales, se alternan plantaciones antiguas (predominantes)
con explotaciones mucho mds modernas. Y por ultimo, los centros terciarios de expansion
caracterizados por el uso de cultivares seleccionados, que cuentan con zonas de cultivo mucho mas

modernas y tecnificadas.
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Figura 1. Producciones medias de almendra con cdscara 2016-2017 (datos en toneladas).



El almendro se considera actualmente un cultivo en expansion (Figura 2), en los Ultimos 5 afios
la produccidn de almendra ha aumentado un 11% a nivel mundial situandose en 2.239.697 toneladas

producidas en 2017 en un drea cosechada de 1.925.887 hectareas (FAOSTAT,2019).
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Figura 2. Produccion mundial de almendra con cdscara 2013-2017 (datos en toneladas).

Como se observa en la figura 1, la produccidn de almendra se concentra en un pequeio grupo
de paises siendo las diferencias entre productores muy notables. Estados Unidos encabeza la
produccién de almendra y destaca como primer productor y exportador, con mas de un 45% de la
produccién mundial en 404.866 hectareas, cultivadas exclusivamente en el area de California. Espafia,
segundo pais productor a nivel mundial, con un drea de cultivo un 63% mas extensa que Estados
Unidos apenas produce 255.503 toneladas al afio de almendra con cdscara. Estos fuertes contrastes
entre primer y segundo productor mundial se explican por las diferencias en sus redimientos medios,
siendo que los espafioles son entorno a 6 veces inferiores a los obtenidos por Estados Unidos. Segun
Girona (2007) estas diferencias se explicarian en gran medida por el menor aporte hidrico que reciben
los almendros en nuestro pais. Si bien es cierto que el almendro ha sido tradicionalmente conocido
por su capacidad de adaptacidon a condiciones de secano, no es menos cierto que presenta una
respuesta muy positiva a mayores aportes hidricos dandose diferencias del 28% en rendimiento entre

ambas formas de cultivo (Figura 3).
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Figura 3. Resumen de los datos productivos medios de diferentes ensayos IRTA de cultivares de almendro en
diferentes dotaciones de riego. Equivalencia de produccién de almendra en grano por hectdrea (kg/ha de grano).
Riego total en Mas de Bover (4.500 m3/ha y afio; marco de plantacion: 7m x 6m), riego total en Les Borges
Blanques (7.500 m3/ha y afio; marco de plantacion: 7m x 6m), riego deficitario en Les Borges Blanques (2.500
m3/ha y afio; marco de plantacién: 6m x 6m), riego deficitario en Gandesa (2.000 m3/ha y afio; marco de
plantacion: 6m x 5,5m) y secano en Mas de Bover (pluviometria de 450 mm y afio; marco de plantacion: 6m x
5m). Aplicacion de agua de riego en funcion de la ETo de cada finca experimental.

Felipe (2000) destaca que mientras en California, en plantaciones de tipo intensivo, el manejo
agrondmico del cultivo (eleccidn del material vegetal, formacion y poda, fertilizacidn, riego y practicas
fitosanitarias) marca el éxito de la plantacion, en Espafia alin queda una importante labor de mejora
gue permitiria incrementar el potencial productivo de las nuevas plantaciones y superar asi los

umbrales de rendimiento actuales.

Recientemente han sido muchos los medios de comunicaciéon tanto nacionales como
internacionales que describian el interés por el almendro como la fiebre del oro del siglo XXI (Bowes,

2014; Li, 2014; Lopez-Fuster & Pefia de la Fuente, 2019).

Una de las principales causas de la expansiéon de este cultivo viene dada por el
posicionamiento de la almendra como un alimento saludable y versatil en sus diferentes formas de
consumo (Aznar-Sanchez & Velasco, 2016). Son muchos los autores que demuestran las propiedades
saludables del consumo de almendras (Parle & Bhoria, 2010; Mandalari, 2012). La ingestidén de este
fruto seco tiene efectos positivos para la salud cardiovascular, el colesterol y la diabetes por su alto

contenido en vitamina E, fibra dietética y grasas monoinsaturadas que han sido asociadas con un



menor riesgo de enfermedades cardiacas (Berryman et al., 2015). Ademds, las almendras son una
importante fuente de proteina, tienen un alto contenido en antioxidantes y estan libres de gluten, lo
gue estd haciendo que la harina de almendra gane popularidad como sustituto de otras harinas en la

restauracion.

Los esfuerzos de la industria van dirigidos a educar al consumidor en la versatilidad de la
almendra para distintos usos. Organismos como el Almond Board of California han organizado
numerosas campafas de promocion, tanto dentro de Estados Unidos como en paises emergentes,
consolidando a la almendra como un snack saludable que aporta energia y reduce el riesgo de
enfermedades cardiovasculares, siendo estas la principal causa de defuncién entre los hombres y
mujeres estadounidenses. Hoy en dia es el fruto seco mas consumido del pais por encima de

cacahuetes, pistachos u otros frutos secos (Almond Board of California, 2019).

Aunque el mercado norteamericano es el principal consumidor del mundo, sélo absorbe en
torno al 30% de la produccion de California, el resto de la cosecha se exporta, convirtiéndose asi la
almendra en la principal partida de exportacién agraria para el estado de California que genera un

valor superior a los 4.300 millones de ddlares en 2017 (FAOSTAT, 2019).

Entre los principales importadores en 2017 encontrariamos por un lado a paises como Espania
y Alemania con cantidades superiores a las 90.000 toneladas de almendra pelada, esto se debe a que
en ambos paises existe una importante industria de transformacién para obtener productos
repelados, triturados o laminados para su consumo en reposteria (Tragsatec, 2011). Y por otro, ltalia,

Francia y Emiratos Arabes Unidos con cifras por debajo de las 42.000 toneladas.

Aunque en menor nivel, Estados Unidos también importa almendras para satisfacer su
consumo nacional. Pese a representar un bajo porcentaje de las exportaciones mundiales, las
almendras espafiolas presentan diversas caracteristicas que las diferencian de las que se producen en
Estados Unidos y que les otorgan un valor afiadido en el mercado internacional. Mientras que en
EE.UU los cultivares utilizados son de cascara blanda, en Espaia, tradicionalmente se cultivan los
cultivares de cdscara dura que poseen una composicidn nutricional caracteristica, generalmente con
mayor contenido en aceites que potencian sus propiedades organolépticas. Estas caracteristicas, junto
con una mejor aptitud a determinados procesos industriales, ofrecen un plus de calidad a la almendra
de origen espafiol. Sin embargo, las recientes politicas arancelarias propuestas por la administracién
de Donald Trump han supuesto un descenso de las importaciones de almendra en EE.UU del 25%

pasando de mas de 11.000 toneladas a apenas 8.500 toneladas en el tltimo afo (FAOSTAT, 2019).



El incremento de la demanda mundial de almendra se ha traducido en un notable incremento
de precios para los productores. En concreto, desde el afio 2014, la demanda global de almendra
supera a la oferta. Como consecuencia de este desequilibrio, la tendencia de precios ha sido alcista.
Mientras que en Estados Unidos el precio al productor en 2010 se situaba en 3.946 USD/tonelada de

almendra con céscara en 2017 se situaba en 5.578 USD/tonelada.

Aunque en menor medida, los productores espafioles también vieron aumentar el precio de
sus cosechas pasando de media de 962 USD /tonelada en 2010 a 1647 USD/ tonelada en 2017. Cabe
destacar que si bien en EE.UU casi el 40% del cultivo de almendro se corresponde con el cultivar Non-
pareil, en Espafia el mercado de la almendra estd mucho mas atomizado y cuenta con multitud de
cultivares con mucha disparidad de precios, pasando de 1,30 euros/ kg almendra pelada del cultivar
Blanca Mollar a 6,40 euros/kg almendra pelada del cultivar Marcona (Lonja de Reus, 2019). En
comparacion con EE.UU, en Espana se cultivan muchas variedades distintas de almendro, cuya
cosecha se comercializa bajo el mismo nombre comercial de “Comun” o “Valencias”. De modo, que lo
gue se gana en diversidad, si no se separan los cultivares, se pierde en homogeneidad del producto,
aspecto muy importante desde el punto de vista comercial que explicaria el menor indice de precios

espanol.

1.2.2 Situacion del cultivo en Espafia

En Espafia, el almendro es un cultivo histéricamente tradicional y con presencia en la practica
totalidad de nuestras provincias (a excepcién de las comunidades auténomas de Galicia, Asturias y
Cantabria). Segun el dltimo anuario de estadistica del Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacion,
la superficie cultivada en 2017 es de 633.562 hectareas de las cuales 547.073 son de secano y solo
86.489 ha de regadio. (Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacién, 2019). El almendro tiene una
gran importancia econdmica en nuestro pais generando un volumen de negocio de mas de 1.000
millones de euros, pero también un papel social dado que su cultivo ayuda a mantener la poblacion
rural y a conservar el medio ambiente evitando el abandono de fincas en zonas de secano (Felipe,

2000).

Contrariamente a lo que ocurre en Estados Unidos o en Australia, el almendro en Espafia se
ha tratado como un cultivo complementario a otros en la explotacién agricola, relegdndose en muchas
ocasiones a plantaciones de tipo marginal (Vargas, 2007) con suelos poco apropiados para otro tipo

de cultivo generalmente por su alto porcentaje en caliza activa (Socias, 1999).



Ademas de esta tendencia histdrica, multitud de autores coinciden en que, a nivel general en
la Peninsula, el cultivo del almendro se ve afectado por toda una serie de problematicas que impiden

gue se obtengan, buenos niveles de rentabilidad.

Se considera que, en el cultivo del almendro, la productividad viene determinada
principalmente por el numero de flores producidas, del porcentaje de cuajado y del peso del fruto,
parametros conocidos como los componentes del rendimiento productivo. Estos componentes
dependen del genotipo, pero estan modulados tanto por las condiciones agroclimaticas como por el
manejo agronémico de la plantacién (Miarnau et al., 2018). Socias et al. (2009) y Miarnau et al. (2017)
sefialan un aparente desconocimiento del material vegetal de los productores con el uso de cultivares
de floracién temprana que se ven afectados con asiduidad por las heladas y que limitan
geograficamente la implantacién de plantaciones de almendro a areas con inviernos suaves en

latitudes mas bien bajas.

En este sentido y en cuanto a seleccidn varietal se refiere, Dicenta & Egea (2005) ponen de
manifiesto la especial relevancia de la autoincompatibilidad de los cultivares tradicionales en la
rentabilidad del cultivo. En cultivares autoincompatibles es imprescindible que en el disefio de la
plantacion el cultivar principal se alterne junto con otros cultivares intercompatibles, que no sélo
florezcan al mismo tiempo, sino que, ademas, no sean veceros dado que la ausencia de flor del
polinizador conllevaria la anulacién de la produccién en el cultivar principal. Los programas de mejora
genética llevados a cabo por diferentes organismos en Espaiia en los ultimos afios han hecho hincapié
en la consecucion de cultivares autofértiles de forma que, actualmente, la mayoria de las plantaciones
ya se establecen con este tipo de variedades cultivadas mediante un disefio monovarietal que mejora
el rendimiento agronémico y el posterior precio de la almendra en el mercado (Vargas et al., 2009;

Miarnau et al., 2013; Miarnau et al., 2016).

El establecimiento de una plantacion de frutales implica previamente un estudio
pormenorizado de las numerosas variables que influyen en el correcto disefio de la misma (Navarro,
2013). En numerosas plantaciones de almendro las labores de preparacion del terreno se han descrito
como insuficientes o inadecuadas produciendo cominmente una elevada mortalidad de arboles por
hongos como Armilliaria mellea (Vargas, 2007). Sefiala ademas este autor que la aportacién de
fertilizantes y/o tratamientos fitosanitarios en las formas de cultivo mas tradicionales viene
condicionada por la produccién prevista y la tendencia de los precios de mercado y no por las

necesidades reales de la plantacion.

El optimismo existente en el mercado de los frutos secos unido a la dificil situacién de precios

en la que se encuentra el cereal ha llevado a muchos agricultores a realizar plantaciones de almendro



en espacios que habitualmente se destinaban al cereal (Iglesias, 2019). El cultivo del almendro en
Espafia se encuentra en plena fase de transformacidn, si bien es cierto que en los ultimos afios se han
producido importantes avances en cuanto a reconversién varietal, transformacién de plantaciones
marginales, introduccién de sistemas de riego y otras técnicas de cultivo, es necesario que se siga
estudiando este cultivo desde la perspectiva de la mejora continua para aprovechar todas las

oportunidades econdmicas que brinda el mercado.

1.3 Descripcién y caracteristicas de la especie

1.3.1 Origen botanico

La descripcidn botdnica del almendro cultivado ha sido motivo de controversia a lo largo de
los afios. Tomando como punto de partida la nomenclatura binomial desarrollada por Linneo en 1753
Batsch denominé al almendro como Prunus communis L. perteneciente a la familia de las Rosdceas
subfamilia Prunoideas (Salazar y Melgarejo, 2002). Mas tarde, y teniendo en cuenta el especial
proceder del mesocarpo de la drupa del almendro que se marchita y se abre en la madurez dejando
ver el endocarpo (Rodriguez y Carrascosa, 2010), el almendro fue separado de la subfamilia
Prunoideas circunscribiéndose en la nueva subfamilia de las Amigdaldceas dentro del género
Amygdalus y catalogdndose como Amygdalus communis (Grasselly y Crossa-Raynaud, 1984). Afios

mas tarde, se vuelve a incluir al almendro dentro del género Prunus como Prunus amygdalus Batsch.

Ante estas discrepancias, el Comité General de Nomenclatura Botanica en 1964 determiné
gue la nomenclatura apropiada para el almendro cultivado se establecia como Prunus dulcis (Miller)
considerandose sindnimos Prunus amygdalus (Batsch) y Prunus communis (Archangeli) (Mc. Neill et

al., 2012).

Al igual que ocurre con la taxonomia, el origen del almendro ha sido motivo de diferentes
hipétesis no libres de controversia. Mientras que algunos autores como Evreinoff abogan por que los
materiales actuales proceden de una especie espontanea Amygdalus communis Korchinsky, otros,
como Kovaleff y Kostini consideran que proceden de hibridos interespecificos naturales de Prunus

bucharica K.y Prunus fenzliana F. (Grasselly, 1976; Salazar & Melgarejo, 2002).

Fuese cual fuese su origen inicial, parece haber cierta aceptacién en que el almendro procede
de la zona IV de Vavilov (Centro de origen de las especies de Oriente Proximo) que encuentra las
primeras evidencias de su cultivo en regiones de la actual Siria (Vavilov, 1951). Persas y hebreos lo
cultivaron 4.000 afios antes de Cristo, posteriormente los fenicios lo difundieron, aunque de forma
muy limitada, hasta que finalmente los griegos lo transmitieron al Imperio Romano que termind por

expandir el cultivo por toda la Cuenca Mediterranea unos 600 afios antes de Cristo. La difusién en esta



area fue lenta, y se caracterizé especialmente por la seleccién natural de los genotipos con mejor
grado de adaptacion a las diferentes condiciones ambientales y por la seleccion humana, que

sembraba aquellas semillas que aunaban buen comportamiento agrondmico y buen sabor de fruto.

La expansién de las zonas de cultivo mediante la siembra de semillas favorecid la heterozigosis
en el almendro (Grasselly, 1972). Posteriormente, y gracias a la generalizacién del injerto fueron
surgiendo cultivares locales adaptados a sus zonas de cultivo. De ahi que la Cuenca Mediterranea se

considere un centro secundario de domesticacién de la especie (Grasselly, 1972).

Los padres Franciscanos llevaron el almendro en el siglo XVII a California, pero no fue hasta un
siglo después que se implantd con éxito alli. EI conjunto de los cultivares de California procede de
descendientes seleccionados de los cultivares introducidos desde Europa lo que origind, con el
tiempo, ecotipos locales (Kester et al., 1990) Los magnificos niveles productivos del cultivar Nonpareil
lo convirtieron rdpidamente en el cultivar de referencia para usar como genitor en los programas de
mejora americanos, explicandose asi que la casi totalidad de cultivares americanos presente

caracteres relativamente homogéneos.

Posteriormente el almendro siguié expandiéndose por los centros terciarios (Australia, Africa
del Sur y Sudamérica) en donde su cultivo se instald en regiones especificas con caracteristicas de
clima mediterraneo. El tipo de cultivo de estas nuevas regiones de expansion se ha caracterizado por
el uso de cultivares seleccionados en plantaciones mds tecnificadas donde destaca la influencia de

cultivares y sistemas de cultivo de California (Fernandez i Marti, 2010).

1.3.2 Caracteristicas morfolégicas y fisiolégicas del almendro

1.3.2.1 Caracteristicas morfoldgicas del arbol

Las caracteristicas morfoldgicas de un frutal son de especial relevancia tanto desde el punto
de vista agronémico como comercial. En el almendro se observa una considerable variabilidad en
cuanto al vigor, el porte y los tipos de fructificaciéon siendo todas estas caracteristicas definitorias de

la estructura tipica de cada cultivar.

El porte natural de un arbol viene determinado por su vigor, por el angulo de insercién de sus
ramos y por el peso de la cosecha (Felipe, 2002). En el caso del almendro, los arboles suelen tender a
la verticalidad con una cierta predisposicidon a separarse del eje central que hace que este cardcter
varie desde caedizo hasta muy erecto en funcidn del cultivar (Gllcan, 1985). Habitualmente en los
programas de mejora se ha abogado por los portes de tipo medio que facilitan las operaciones de

mecanizacion cultural (Felipe, 2000), aunque los portes semi-erectos resultan de vital importancia en
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zonas de aridas, por considerarse que una arquitectura vertical y cerrada del arbol es una buena
estrategia para controlar la pérdida de agua y aumentar la eficacia en la absorciéon de la luz (Savé et

al., 1993).

En el almendro, los tipos de ramificacidn también vienen condicionados por el cultivar,
mientras unos cuentan con crecimientos largos y poco ramificados, como el cultivar Cristomorto, otros
se caracterizan por ramificaciones mucho mds abundantes y cremientos anuales mas rapidos, como
el cultivar Marcona. Siendo que este cardcter se ha demostrado estar bajo control poligénico con un
porcentaje de heredabilidad relativamente alto (Grasselly, 1972; Kester & Asay, 1975), han sido varios
los programas de mejora que lo han tenido en cuenta de cara a obtener cultivares con poca

ramificacidn y por tanto con menor coste de poda (Socias i Company, 1998).

En la mayor parte de los cultivares, las hojas aparecen despues de la floracidn siendo estas
comunmente de tipo lanceolado, largas, estrechas y puntiaguadas (Grasselly & Crossa-Raynaud,

1980).

Su sistema radical es muy potente con una raiz pivotante en los inicios pero muy ramificada
posteriormente, que le permite una alta capacidad de exploracidn del suelo, siendo, a grandes rasgos,
el volumen de suelo explorado por el sistema radical de un almendro adulto entre 5 y 8 veces el
volumen de su copa (Salazar y Melgarejo, 2002). La capacidad de profundizar de la raiz del almendro
unido al rapido crecimiento de su barabada ha permitido que histdricamente se haya adaptado con
relativa facilidad a suelos pobres y secos considerandose un arbol rustico aunque, como se ha
demostrado reiteradas veces, su nivel productivo y por tanto su rentabilidad estan estrechamente

vinculados con las condiciones en las que se desarrolle el cultivo.

1.3.2.2 Caracteristicas fisiologicas

En el almendro la densidad floral o floribundidad se considera un atributo varietal (Socias i
Company, 1988),. Las flores del almendro son hermafroditas, tremendamente vistosas y en general
muy numerosas. El proceso de floracién comienza con la induccién floral produciendo cambios de tipo
fisiologico en las yemas vegetativas. Este momento determina la transformacion de las yemas
vegetativas en yemas florales y se traduce en una serie de cambios morfoldgicos que llevan a la
aparicion de primordios florales derivando en la diferenciacién floral (Felipe, 2000). Durante esta fase,
fenomenos como el stress hidrico o la caida prematura de hojas por estrés biotico o por una
inadecuada aplicacion de productos fitosanitarios, pueden dafiar fuertemente la formacién de yemas
florales y por lo tanto repercutir en la produccién del afio siguiente (Grasselly & Crossa-Raynaud,

1980).
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Los autores coinciden en que tradicionalmente el almendro es una especie autoincompatible
y requiere de polinizacién cruzada para la produccién de fruto (Vargas, 2005; Muncharaz, 2004;

Salazar y Melgarejo, 2002; Kester et al., 1991; Rigau, 1988).

La autoincompatibilidad es la imposibilidad de una planta hermafrodita para producir semillas
mediante su autopolinizacién aunque presente gametos viables. Es una estrategia reproductiva para
promover la fecundacion entre individuos que no estén relacionados y, por tanto, es una herramienta
facilitadora de variabilidad genética (De Nettancourt, 2001). En el almendro se da un tipo de
autoincompatibilidad denominada prezigética de tipo gametofitico, controlada por el locus
multialélico S (Ortega et al. 2002), en la que la interaccidn polen-pistilo antes de la fecundacion da
lugar a una inhibicién del crecimiento de los tubos polinicos incompatibles en el pistilo (Socias i

Company, 1977; Socias i Company et al, 1976).

Es por tanto necesario a la hora de establecer la plantacion tener en cuenta que es obligatoria
la combinacién de dos cultivares intercompatibles que coincidan en época de floracién teniendo en
cuenta que el periodo efectivo de polinizacién en el almendro es de 4 a 5 dias, en funcién del cultivar

(Ortega et al., 2004).

El almendro, como la mayoria de las Rosdceas, es una especie hermafrodita de polinizacion
basicamente entomdfila (Wyatt, 1983). La polinizacidon es realizada la mayoria de las veces por abejas
(Apis mellifera). En Estados Unidos, se comercializan, ademas de las meliferas, colmenas de abejas de
especies autdctonas como Osmia lignaria propinqua y Osmia cornuta. Otra alternativa en expansién
es la comercializacidn de abejorros (Bombus occidentalis) (Lopez-Fuster & Pefia de la Fuente, 2019).
La menor o mayor actividad de las abejas depende de las condiciones climaticas, en especial de la
temperatura, el viento y la lluvia. Las abejas desarrollan su mayor actividad cuando las temperaturas
ambientales estdn comprendidas entre 15 y 262C, decreciendo esta a medida que decrecen las
temperaturas e interrumpiendola en condiciones de niebla, de lluvia y vientos superiores a 24 Km/h

(Ortiz et al., 1993; Martinez & Johanna, 2003; Carrefio & Gustavo, 2004).

Si bien, como se ha resefiado previamente, la mayoria de las variedades cultivadas son
autoincompatibles, el hallazgo de cultivares autocompatibles en el sur de Italia como “Filippo Ceo”,
“Tuono” o “Genco” (Grasselly y Olivier, 1976) promovid el interés sobre la heredabilidad de este
caracter en los diferentes programas de mejora del almendro. La investigacién publica ha permitido
qgue centros como el CITA de Aragdn, CEBAS-CSIC en Murcia e IRTA en Catalufia asi como el INRA
francés hayan desarrollado cultivares autocompatibles que son la base de las plantaciones de los

ultimos anos.
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Tabla 1. Descripcion de las variedades de almendro mds cultivadas en Espafia en cuanto a su origen,
época de floracion y parentales.

Cultivar Origen Floracion Parentales fe:c::ccl)a d
Marcona No
D. Largueta trgzzf:ii\;anraelis Temprana Seleccién gn poblaciones No
Desmayo espafioles nacionales No
Garrigues No
Marta CEBAS (Murcia) Ferragnés x Tuono Si
Antofieta Ferragnés x Tuono Si
Moncayo Tardive de la Verdiere x Tuono Si
Ayles Polinizacion libre Tuono Si
Guara CITA (Aragon) Seleccion Si
Soleta Blanquerna x Belle d'Aurons Si
Belona Blanquerna x Belle d'Aurons Si
Ferragnes Ai x Cristomorto No
Ferraduel INRA (Francia) Tardia Ai x Cristomorto No
Lauranne Ferragnés x Tuono Si
Tarraco FLTU-18 x Anxaneta No
Glorieta Primorsky x Cristomorto No
Masbovera Primorsky x Cristomorto No
Francoli IRTA (Catalufia) Cristomorto x Tuono No
Constanti FGFD 2 x Polinizacion libre Si
Vairo 4-665 x Lauranne Si
Marinada Lauranne x Glorieta Si
Penta CEBAS (Murcia) §5133 x Lauranne Si
Tardona Extra tardia S5133 x R1000 Si
Mardia CITA (Aragén) Felisia x Bertina Si
Felisia Titan x Tuono Si

Fuente: Lopez-Fuster & Pefia de la Fuente, 2019

1.3.2.3 Caracteres pomoldgicos y cualitativos del fruto

El fruto del almendro es una drupa con mesocarpio carnoso de color verde, dehiscente en la

madurez que aloja una almendra, que en funcion del cultivar, puede ser bien de cdscara dura o bien
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de cascara blanda (Felipe 2000). La forma y tamano de la almendra con cdscara son importantes en
cuanto a que se correlacionan con el tamafio y la forma de la pepita. Pese a que el tamafio del fruto
se considera una caracteristica varietal (Glilcan, 1985), tanto las condiciones ambientales como la
carga del arbol pueden afectar al desarrollo de este (Godini, 2002). Uno de los caracteres mas
importantes del fruto es la dureza de la cdscara que ejerce un papel protector de la pepita y que,
durante muchos afios, se ha relacionado con la estabilidad de la calidad del fruto durante su

almacenaje, retrasando el proceso de enranciamiento (Socias i Company, 1998; Harris et al., 1972).

La parte comestible de la almendra es la pepita siendo tanto sus caracteristicas fisicas como
guimicas las que definen su calidad y comerciabilidad ( Kester et al., 1980). El concepto de calidad es
tremendamente ambiguo, varia con el tiempo en funcién de la evolucién de los gustos de los
consumidores (Krings y Berger, 2001) y engloba la combinacion de propiedades tanto fisicas, como

guimicas y sensoriales (Romojaro, 2003).

La calidad sensorial refiere a las sensaciones que percibe el consumidor respecto a los
aspectos gustativos (amargor, dulzor, etc.), olfativos (aroma) y tactiles (dureza, finura, rugosidad, etc.)
(Kodad, 2016). En este sentido, el consumidor prefiere pepitas con superficie lisa (Arteaga & Socias i
Company, 2005) coincidiendo en este caso tambien con las preferencias de la industria, dado que las

pepitas arrugadas o con surcos profundos son mucho mds complejas de reperlar.

El sabor de la almendra es un caracter muy estudiado y su importancia no solo reside en el aspecto
gustativo sino también en la toxicidad de los componentes amargos de la pepita (Aroca et al., 2016;
Morales-Padilla et al., 2018). Ademas, cabe destacar que en el almendro, la oxidacidn de la pepita
produce su enranciamiento afectando a la calidad de la misma. La velocidad de la reaccién de
degradacion varia en funcion del nivel de acidos grasos insaturados, la temperatura, la luz y la
presencia de antioxidantes en la pepita (Gou et al., 2000) asi como de la presencia del tegumento

(Rizzolo et al., 1994)

La calidad alimenticia viene descrita por los nutrientes que el alimento aporta al organismo y su
incidencia en la salud. El valor nutritivo de la almendra deriva principalmente de su alto contenido en
acidos grasos insaturados (Saura-Calixto et al., 1981) asi como en a-tocoferol (Saura-Calixto et al.,
1982; Zacheo et al., 2000) ambos asociados a la disminucion de riesgo de enfermedades vaculares
(Kamal-Eldin & Appelgvist, 1996). Ademas presenta altos contenidos en fibra, riboflavina y minerales

tales como calcio, magnesio, fésforo, potasio, zinc, cobre y manganeso (Kalita et al., 2018).
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1.4 Condiciones viveristicas de cultivo

1.4.1 Eleccion de patrones

Hoy en dia, el papel de los patrones y su uso en diferentes frutales condiciona de gran manera
la produccion, dado que, los patrones influyen en la arquitectura del arbol, la absorcidn de nutrientes,
la floracién, el rendimiento y la calidad de los frutos (Atkinson & Else, 2001). Ademas, los patrones
ofrecen, en mayor o menor medida, cierta resistencia frente a determinados estreses bidticos o
abidticos (Reddy et al., 2003; Browne et al., 2006; Huang et al., 2009), este factor es determinante en
tanto en cuanto, debido a la escasez de tierras fértiles y al incremento en la demanda de frutales, se
estan estableciendo multitud de plantaciones en zonas con condiciones desfavorables tales como
suelos pobres, sequias, salinidad etc. (Tworkoski et al., 2016; Santana-Vieira et al., 2016; Cérdoba et

al., 2018 ; Rahneshan et al., 2018 ).

La eleccién del patrén es por tanto un factor determinante en la consecucién del éxito de la
plantacion. El estudio y la comprehensién de las particularidades edafoclimaticas y agrondmicas del
terreno son el punto de partida para decidir acerca de la mejor combinacién patrén/cultivar. El
objetivo del patrén pasa por garantizar la absorcidon de nutrientes y el anclaje del arbol y debe
considerarse como un centro de sintesis de sefales bioquimicas, capacitadas para modificar la
fisiologia del arbol, y por tanto determinantes en el desarrollo, el vigor, la fenologia y el nivel

productivo (Bielsa et al., 2016) .

Concretamente, en el cultivo del almendro, la estrategia de uso de patrones difiere mucho en

las dos mayores areas de produccién: Espaia y California.

Mientras que en California el patrén mds utilizado sigue siendo el tradicional “Nemaguard”
debido a la presencia de nematodos en sus suelos de tipo arenoso, en Espafia, hemos sido testigos de
una enorme evolucién, pasando de injertar sobre “pies francos” procedentes de determinadas
semillas de almendro o sobre almendro amargo (Felipe, 1989) , a hibridos de almendro x
melocotonero que muestran un muy buen comportamiento incluso en condiciones de secano (Felipe,
2000). El hibrido INRA GF 677 ha sido el patron mas utilizado recientemente mientras que la tendencia
actual es a un mayor uso de los nuevas obtenciones de los diferentes programas de mejora llevados a
cabo en Espafa desde los afios 80 y que se han centrado pincipalmente en la consecucién de los

siguientes objetivos (Lopez-Cortés et al., 2017):

- Creacion de cultivares de bajo vigor para facilitar las labores de cultivo y mecanizar la

recolecion.

- Mejora de la adapatcién de los patrones a diferentes tipos de suelo.
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- Mejora del grado de compatibilidad entre especies y cultivares.
- Aumento de la resistencia a determinados patdgenos y enfermedades.

- Establecimiento de cultivares que faciliten la multiplicacién in vitro en los viveros en vistas

a mejorar los costes de produccion.

En este ambito, cabe destacar los resultados de los programas de mejora genética de patrones
llevados a cabo por el Centro de Investigacién y Tecnologia Agroalimentaria de Aragdn que, en vista
de los graves problemas de nematodos en algunas zonas del sur de Espafia y la falta de resistencia del
patréon GF-677 frente a este problema, hibridaron el melocotonero ‘Nemared’, resistente a tres de las
mds comunes cepas de nematodos: M. arenaria,M. incognita y M. javanica con el cultivar de almendro
‘Garfi’ que poseia una morfologia muy homogénea de raices y un buen crecimiento erecto en vivero,
obteniendo los patrones conocidos como GxN que hoy en dia representan el 20% de los patrones

utilizados en Espana en el cultivo del almendro (Rubio-Cabetas et al., 2017).

Importantes han sido también las obtenciones de la empresa Agromillora Group en su gama
de patrones Rootpac, en especial en lo que respecta al desarrollo de patrones para su uso en
plantaciones de alta densidad como el hibrido de ciruelo (Prunus besseyi x Prunus cerasifera) Rootpac

20.

Patrones utilizados en el cultivo del
almendro en Espaiia (2017)

Franco de semilla;...
GF-677; 43%

Rootpac 20;
9%

Rootpac-R; 2% GN Garnem; 20%
Fuente: Rubio-Cabetas et al., 2017

Figura 4. Patrones mds utilizados en Espafia para el cultivo del almendro.

A continuacidn se resumen las principales caracteristicas de los patrones de almendro mas

utilizados en Espaiia:
- Patrodn franco

Los patrones francos de almendro, proceden de la siembra de semillas (almendras) obtenidas

por polinizacién cruzada de dos cultivares por lo que, debido a su origen genético, es comun que
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produzcan plantas poco homogéneas en su desarrollo y comportamiento. Mediante la polinizacion
controlada se pueden obtener semillas que daran lugar a patrones francos mds homogéneos evitando
ademas el uso de progenitores con el caradcter amargo para limitar la difusidén y produccién de
almendras amargas. (Felipe, 2018). Se caracterizan por su afinidad total con los diferentes cultivares
de almendro y su muy buena respuesta a la escasez hidrica por su potente raiz pivotante (Felipe,
2000). Son tolerantes a la clorosis férrica y a los suelos pobres pero bastante sensibles a la asfixia
radicular y a los nematodos de ahi que se recomienden en secanos con pluviometrias inferiores a 300

mm anuales (Mateos et al., 2018).
- GF677

Patron obtenido en Francia por el INRA (Institut National de la Recherche Agronomique), se
trata de un cruzamiento de melocotén (Prunus persica) por almendro (Prunus dulcis) (Bernhard y
Grasselly, 1981). Este hibrido ha sido el patrén mas utilizado en la fruticultura europea en las ultimas
décadas (Rubio Cabetas, 2015). Se trata de un patron mas vigoroso que el franco (Espada et al., 2013;
Zarrouk et al., 2005), que facilita la entrada en produccion y proporciona elevados rendimientos (Bussi
et al., 1995) tanto en condiciones de secano como de regadio (Socias i Company et al., 1998). El GF
677 se adapta bien a suelos calizos (Font i Forcada et al., 2012) y tolera la clorosis férrica (Moreno et
al., 2008) pero, presenta graves problemas de sensibilidad frente a los nematodos del género

Meloidogyne (Atli et al., 2013; Ozarslandan & Tanriver, 2018).
- GxN Garnem?®

Obtencién del Servicio de Investigacion Agraria de la Diputacién General de Aragén (CITA-
DGA). Es el resultado de la seleccidn de las descendencias del cruce de un hibrido entre Prunus dulcis
(cv. Garfi) y Prunus persica (cv. Nemared). Tal y como ocurria con el GF 677, el patron GxN Garnem®
confiere un vigor elevado al arbol, con tasas productivas y niveles de precocidad muy similares al
patron francés (Felipe, 2009). Las hojas son grandes y se caracterizan por su color rojizo que facilita su
manejo en vivero (Espada et al., 2013). Este patrén tolera adecuadamente condiciones de baja
disponibilidad de agua y aunque estd preparado para implantarse en condiciones de regadio hay que
tener en cuenta que es poco tolerante a la asfixia radical por lo que necesita suelos bien drenados
(Felipe et al., 1997; Gémez-Aparisi et al., 2009). Una de las principales ventajas de este patrén es su
resistencia a los principales nematodos que afectan al género Prunus, especialmente a Meloidogyne
arenaria (Neal) Chitwood, Meloidogyne hapla Chitwood, Meloidogyne hispanica Hirschmann,
Meloidogyne incognita (Kofoid and White) Chitwood, y Meloidogyne javanica (Treub) Chitwood

(Marull et al., 1991; Gain, 2010) pero es sin embargo sensible a Agrobacterium tumefaciens (Felipe,
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2009). Se recomienda en replantaciones tanto de secano como de regadio siempre que no esté

sometido a problemas de asfixia radicular.
- ROOTPAC®R

Patrén obtenido en Espaiia por la empresa Agromillora lberia, S.L. Se trata de un hibrido
natural entre un ciruelo Myrobalan (Prunus cerasifera Ehr.) y un almendro (Prunus dulcis) ambos de
origen desconocido (Gainza et al., 2015). Aunque fue inicialmente desarrollado para su uso en otras
especies del género Prunus sus buenas caracteristicas agrondmicas han propiciado su uso en almendro
(Pinochet, 2010). Se trata de un portainjerto vigoroso con poca tendencia a emitir sierpes lo que
facilita el ahorro de labores de cultivo. Ha mostrado ser altamente productivo en California

especialmente con el cultivar Non Pareil (Gainza et al., 2011).

Su principal ventaja frente al resto de patrones reside en su facilidad de adaptacién a suelos
de textura arcillosa donde los hibridos de melocotonero x almendro presentan problemas de
desarrollo. ROOTPAC ® R muestra buena tolerancia a la asfixia radical, a la clorosis férrica y a la caliza
activay tolerancia media a la salinidad (Pinochet, 2010). Al igual que GxN Garnem® presenta tolerancia
frente a nematodos agalladores (Meloidogyne spp) por lo que se recomienda en replantaciones tanto

de secano como de regadio.

Habitualmente la descripcion y caracterizacién de los patrones de almendro se limita a sus
propiedades morfométricas y a la influencia que estas ejercen en el cultivar injertado. Seria sin
embargo interesante que esta caracterizacion morfométrica fuese acompafiada de ciertos analisis
guimicos como el estudio de la composicién fendlica que nos permitiesen entender el alcance de la
influencia de los diferentes patrones en determinados mecanismos de defensa de las plantas (Zrig et

al., 2011; Giorgi et al., 2015; Zrig et al., 2018 ).

1.4.2 Programas de fertilizacion en almendro

Los fertilizantes, tanto de origen mineral, sintético como organico, constituyen un recurso de
vital importancia en la agricultura puesto que ayudan a contribuir a la seguridad alimentaria a nivel
global, mejorando los medios de vida de los agricultores y haciendo posible la nutricién humana basica
(FAO, 2019). Ademas, la utilizacidn racional de estos insumos puede contribuir a a la lucha contra la
deforestacidn y otros cambios de uso de la tierra al incrementar la productividad de los cultivos y, por

tanto, reducir la necesidad de tierras adicionales para tal fin.

El uso de fertilizantes contribuye a incrementar las producciones agricolas mediante

diferentes vias. Por un lado permite la reposicién de los nutrientes del suelo, mantiene y mejora su
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fertilidad (Cakmak, 2002) supliendo asi la disminucién de la productividad de los suelos a nivel global
debida a la erosidon, el agotamiento de nutrientes, la acidificacién, la salinizacién y la escasez de
materia orgdnica (Smith et al., 2001). Y por otro, no menos importante, un buen programa de
fertilizacion es la base para la posible implantacion de cultivares de alto rendimiento que facilitan

responder a la demanda creciente de alimentos (Flies et al., 2018).

Sin embargo y pese a lo expuesto anteriormente, desde los afios 90, los fertilizantes se han
situado de forma ininterrumpida en el punto de mira convirtiendose en objetivo de critica
principalmente por el uso desmesurado que se hace o se ha hecho de ellos, especialmente en los
paises desarrollados. El uso no racional de la fertilizacién ha conllevado a la eutrofizacién de los
ecosistemas (Galloway et al., 2008), al aumento de gases de tipo invernadero (Sutton et al., 2011;
Sutton et al., 2013) y a la acumulacién de metales pesados en suelos y plantas produciendo

inevitablemente efectos adversos en la salud humana (Van Grinsven et al., 2013; Li et al., 2018).

De ahi que, un desafio importante ligado a la gestidén agricola es el manejo de los nutrientes
del suelo que enfrenta dos retos aparentemente opuestos (IPPC, 2019). Por un lado la reduccién de la
emision de gases de efecto invernadero y la contaminacidn de los suelos (Diakosavvas et al., 2019) y
de las aguas por un uso indebido de fertilizantes (Directiva 91/676/CEE del Consejo, de 12 de
diciembre de 1991, relativa a la proteccién de las aguas contra la contaminacion producida por
nitratos utilizados en la agricultura) y por otro, los bajos rendimientos asociados con el uso insuficiente
de fertilizantes (Garcia-Serrano et al.; 2009). Siendo estos riesgos cada vez mas graves a la luz de una
poblacién en rdpido crecimiento, Erisman et al. (2008) estimaron que mas de 3.000 millones de
personas alrededor del mundo no podrian haber sido alimentadas sin el aumento de la productividad

gue emana del uso de la fertilizacién nitrogenada.

Las estrategias de manejo sostenible del suelo deben por tanto abordarse desde la doble

perspectiva de la seguridad alimentaria y de la proteccidon del medio ambiente.

1.4.2.1 Sistema de fertilizacidon en cultivos extensivos de almendro

El almendro se ha considerado tradicionalmente en la Cuenca Mediterranea un cultivo rustico,
tolerante a suelos pobres y sequia. Sin embargo esta sobradamente demostrado que la productividad
y por tanto su rentabilidad depende tanto del aporte de agua como de nutrientes (Ortega & Dicenta,

2006; Valverde et al., 2006; Sanchez et al., 2008; Macci et al., 2012).

La fertilizacion del almendro, como ocurre en el resto de cultivos, requiere de un estudio
pormenorizado de los aportes necesarios de cada elemento asi como de la distribucidn temporal de

los mismos a lo largo de la campafia (Salazar & Melgarejo, 2002; Muncharaz, 2017).
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Tradicionalmente el manejo de la fertilizaciéon en almendros se ha basado en el analisis foliar
y la comparacidn de los valores obtenidos en el mismo con los valores criticos propios de cada uno de
los cultivares (Smith & Loneragan, 1997; Saa et al.,2014). Si bien esta herramienta ha sido de gran
utilidad para el diagnostico de deciencias o excesos nutricionales, se ha reconocido recientemente
gue no aporta informacién suficiente para definir las dosis y momentos de aplicacién dptimos

(Gradziel, 2017).

El objetivo de todo programa de fertilizacién es asegurar la adecuada disponibilidad de
nitrientes en los momentos en los que la planta los demanda. Bruulsema et al. (2016) abogan por
implantar un sistema de fertilizaciéon basado en el balance de nutrientes pero completado por el
enfoque 4R (right rate, right time, right source, right place). En vistas a maximizar el efecto de los
fertilizantes y reducir perdidas que derivan en contaminacién estos deben aplicarse en funcidn de las
necesidades de la planta (right rate, right source) en los periodos de maximo consumo de la misma

(right time) y en la zona activa de las raices (right place).

El programa de fertilizacién ha de adaptarse a las caracteristicas particulares de la plantaciéon
prestando especial interés al cultivar, al sistema de riego y composicién del agua de riego, al tipo de
poda y tratamiento de los restos, al sistema de control de fauna arvense y al analisis tanto del suelo

como de las hojas (Lopez-Fuster & Pefa de la Fuente, 2019).

Gruhn et al. (2000) y Tagliavini y Scandellari (2012) instan a conocer los denominados “ciclos
de nutrientes” como un flujo continuo de reaprovechamiento de nutrientes desde y hacia el suelo que
implican interacciones bioldgicas y quimicas que, en ocasiones, siguen sin estar totalmente explicadas
(Hamdiy Abadia, 2013). El ciclo incluye aportes que afiaden nutrientes al suelo tales como fertilizantes
minerales, materia orgdnica, deposicidn atmosférica, fijacidn bioldgica de nitrégeno y sedimentacidn.
Ademas de extracciones que incluyen tanto la cosecha como otras pérdidas del arbol, asi como

también aquellos nutrientes perdidos por lixiviacion en forma de gases o erosion.

El almendro requiere 17 elementos esenciales para su correcto crecimiento y desarrollo:
carbono (C), hidrégeno (H), oxigeno (O), nitrégeno (N), fosforo (P), potasio (K), azufre (S), calcio (Ca),
magnesio (Mg), boro (B), zinc (Zn), cobre (Cu), hierro (Fe), manganeso (Mn), cloro (Cl), molibdeno (Mo)
y niquel (Ni). Carbono, hidrégeno y oxigeno provienen del aire o del agua mientras que el resto de los
elementos se obtienen bien del suelo bien a través de aportes a través de fertilizantes sintéticos
(Muhammad et al., 2017). Si bien una deficiencia en cualquiera de estos elementos repercutira en el
crecimiento y la produccién de los almendros, nitrégeno y potasio son los nutrientes que se requieren

en mayor cantidad para un correcto desarrollo del frutal.
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El nitrégeno es un constituyente esencial de proteinas, acidos nucleicos, clorofilas, co-
enzimas, fitohormonas y metabolitos secundarios (Marschner, 2012). Una deficiencia de nitrégeno
reduce la fotosintesis y el crecimiento de la planta, produciendo arboles de menor tamafio con menos
brotes y hojas palidas o amarillentas y estrechas. Al tratarse de un elemento moévil los sintomas
aparecen primero en las hojas mas viejas trasladandose posteriormente, si la deficiencia persiste, a
las mas jovenes. En los casos de deficiencia severa se aprecia caida de frutos y un empeoramiento de
la calidad de la almendra al reducir su nivel proteico (Saa et al., 2014). Por el contrario, un exceso de
nitrogeno producira un crecimiento vegetativo excesivo en detrimento de la fructificacién y
aumentara la susceptibilidad del almendro a determinadas enfermedades como fungicas como las

causadas por Rhizopus stolonifer (Saa et al., 2016).

El potasio interviene en varios procesos cruciales de la relacién hidrica del frutal como la
apertura de las estomas y la adaptacion al déficit hidrico, favorece el crecimiento de la planta y la
expansioén celular. Ademas, el potasio también es necesario para el transporte de carbohidratos por
el floema (Basile et al., 2003) y mejora la resistencia a plagas y enfermedades (Garcia-Serrano et al.,
2010). Las deficiencias de potasio perjudican la fotosintesis y el transporte de carbohidratos en la

planta y acelera el envejecimiento de las hojas y su caida prematura (Reidel et al., 2001)

Segun los ensayos de Saa et al. (2012), la cantidad de nitrogeno extraida, en arboles de mas
de 7 afos, por los frutos (pepita + cascara + corteza) varia entre 50 y 75 kg de nitrégeno por 1000 kg
de almendra sin cascara en funcidn del periodo del afio y del nivel inicial de nitrégeno del arbol. En el
caso del potasio la extraccion fue de entre 67 y 83 kg de potasio por cada 1000 de almendra sin
cascara. Contrariamente a lo que ocurre para el nitrogeno, la mayoria del potasio en el almendro se
encuentra en la corteza del fruto por lo que si esta se devuelve al terreno la extraccion se reduce a 10-
15 kg por cada 1000 kg de grano (Tabla 2). De ahi que, en vistas a hacer un calculo lo mas certero
posible de las extracciones de la cosecha se debe de tener en cuenta el sistema de recoleccion
empleado dado que los aportes variaran en funcién de si la almendra se descorteza a medida que se
va recolectando quedando el mesocarpio en la parcela o si por el contrario el descortezado se produce

posteriormente y por tanto debe considerarse como una extraccion (Tabla 3).
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Tabla 2. Extracciones en kg de nutriente por 1000 kg de almendra en cdscara segun diferentes autores.

Orden 30
junio 2016 .Orfie'2'03f6
UF/h & Lopez Ritas Molné Grasselly et ArbonésiSio Saaetal. Produccion :,L:n;o i6n
ayano - 1973) (1993) al. (1997) (2004) (2012) integrada . ooucclo
integrada
sMe::;\;: riego Murcia
N 40 25 10-20 24 68 30-60 50-80
P»0s 22 10 1,5-2,5 5,5 - 25-50 60-70
K>0 18 60 13-15 26 74 50-75 80-100

Fuente: Lamarca (2007); Salazar y Melgarejo (2002); Saa et al. (2012); Regidon de Murcia, Orden de 30 de junio
de 2016

Tabla 3. Contenido en macronutrientes de las diferentes partes del fruto en la almendra.

Nitrégeno (kg/t) Fosforo (kg/t) Potasio (kg/t)

Grano 30-50 6,3 8,3
Mesocarpio 8,5 1,2 20,2
Endocarpio 3,3 0,15 1,5

Fuente: Lopez-Fuster & Pefia de la Fuente (2019)

Salazar y Melgarejo (2002) destacan la importancia que tiene el fédsforo en la formacion de
raices del almendro al favorecer el desarrollo de meristemos. Ambos autores coinciden con Gil-Albert
(1999) en que el fésforo debe ser aportado de forma precoz en el ciclo anual del almendro dada su

relevancia en la formacion de flores, cuajado y desarrollo de frutos jovenes.

Merece ademas especial atencién el papel tanto del boro como del zinc en las funciones
relativas a la floracion del almendro. Los primeros sintomas de deficiencia de zinc se traducen en un
retraso de la apertura de yemas (tanto vegetativas como de flor) dificultando la polinizacion y
reduciendo notablemente los rendimientos ( Sotomayor et al., 2001). Por su lado, la carencia de boro
produce un aumento muy considerable de las anomalias florales, un descenso del cuajado y una caida

excesiva de fruto (Brown, 2007).

Los contenidos foliares de elementos nutritivos mds habituales se describen en la siguiente

tabla (Tabla 4).
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Tabla 4. Contenidos normales foliares de elementos nutritivos en almendro
(8-12 semanas tras plena floracion).

Elemento Bajo Normal Alto
N (%) <2,00 2,10-2,50 >2,60
P (%) <£0,10 0,10-0,30 >0,40
K (%) <1,00 1,10-1,30 >1,40
Ca (%) <2,00 2,00 - 3,00 23,10
Mg (%) <£0,60 0,70-1,00 >1,10
Fe (ppm) <100 100 -130 > 150
Mn (ppm) <70 80 - 100 2110
Zn (ppm) <20 30-40 250
B (ppm) <25 30-65 > 66

Fuente: Instituto Técnico Agronémico Provincial de Albacete (2014)

El papel de otros elementos nutricionales basicos en el almendro como el calcio o el magnesio

no se describe en este estudio por ser muy rara su carencia en nuestras condiciones de cultivo.

1.4.2.2 Técnicas complementarias de fertilizacion: uso de bioestimulantes

En respuesta a la cada vez mayor sensibilidad de la sociedad acerca de la salud humana vy el
medio ambiente, la Espafia reguld en 2002 mediante el Real Decreto 1201/2002 de 20 de noviembre
las normas de produccién integrada que establecen como objetivo conseguir una agricultura
sostenible. Mas tarde y siguiendo lo dispuesto en el Reglamento (CE) n.2 2003/2003 del Parlamento
Europeo y del Consejo de 13 de octubre de 2003 relativo a los abonos, en 2013 el Estado publica el
Real Decreto 506/2013, de 28 de junio, sobre productos fertilizantes que tiene por objeto establecer
la normativa bdsica en materia de productos fertilizantes y las normas necesarias de coordinacién con

las comunidades auténomas.

La implantacidn de regulacién cada vez mas estricta, unido al cambio de mentalidad acerca
del uso de productos fertilizantes y fitosanitarios y el auge de las plantaciones en régimen ecoldgico
han estimulado el interés por métodos alternativos de fertilizacion y sanidad vegetal (Wells et al.,

2003)

En este sentido, uno de los sectores con mejores perspectivas a este respecto es el de los

bioestimulantes agricolas también conocido como fitofortificantes.
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La industria europea de los bioestimulantes es lider mundial con mds de un 42% de la cuota
de mercado (European Biostimulant Industry Council, 2013), con una cifra de ventas en Europa que

supera los 578 millones de euros y una tasa de crecimiento anual de entre el 10y el 12%.

Caradonia et al. (2019) definen los bioestimulantes como productos que,
independientemente de su composicidn, estimulan los procesos nutricionales de las plantas con el
objetivo Ultimo de mejorar uno o varios de los siguientes procesos: eficiencia en el uso de los
nutrientes, tolerancia al estrés abidtico, mejora en las propiedades cualitativas del producto o

aumento de la disponibilidad de nutrientes inmovilizados en el suelo o la rizosfera.

Ocurre que, generalmente, el modo de accién por el que actian los bioestimulantes es
desconocido debido a que incluyen diferentes compuestos que producen diferentes efectos en
funcidn del tipo de planta (Du Jardin, 2015). Es comun que los bioestimulantes vengan formulados en
base a multiples componentes y que su actividad en la planta dependa de la interaccién de los mismos
mas que del efecto individual de cada uno de ellos, lo que dificulta aun mds que se pueda determinar
su modo o mecanismo de accién (Johnson, 2006; Paradikovic¢ et al., 2011; Yakhin et al., 2017). Rafiee
et al. (2016) sugieren que el efecto que los bioestimulantes ejercen sobre las plantas viene derivado

de su influencia en el metabolismo de estas en el sentido mas amplio de la palabra.

Ante la dificultad de determinar el modo de accién de un bioestimulante, Yakhin et al. (2017)
sugieren que, en el caso de los bioestimulantes, se deberia distinguir entre el modo de accién (que
describe las caracteristicas principales de una molécula y su accién bioquimica especifica) y el
mecanismo de accidn que es un concepto mucho mas amplio que engloba a todos los cambios
bioquimicos identificados en la planta tras la aplicacién del bioestimulante. Siendo en este caso, el
mecanismo de accién el que generaria una serie de impactos positivos en la planta a través de la
mejora de procesos como la fotosintesis, la senescencia, la modulacién de las fitohormonas o la

absorcion de nutrientes y agua (Khan et al., 2009; Sharma et al., 2012).

Estas y otras controversias acerca del uso de bioestimulantes se han visto reflejadas en la
dificultad de encontrar un marco legislativo apropiado para estos productos. La directiva 91/414/CEE
fue un primer intento de legislar la comercializacion y uso de los bioestimulantes en Europa, sin
embargo, dicha directiva fue trasladada a la legislacidon nacional de cada Estado Miembro provocando
gue un mismo producto pudiese considerarse o no fitofortificante en funcién de la normativa interna

de cada pais. (Villaverde et al., 2015).

Con la entrada en vigor del Reglamento (CE) n2 1107/2009 se consigue solventar este

problema y se armoniza la comercializacién y uso de productos fitosanitarios en todos los estados
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miembros de la Unidn Europea. Este reglamento aplicaba a todos los productos compuestos de
sustancias activas (tanto quimicas como microorganismos como protectores o sinergistas) destinadas
a proteger a los vegetales de organismos nocivos o a influir en los procesos vitales de los mismos de
forma diferente a los nutrientes. De ahi que, algunos productos como los bioestimulantes, antes
considerados dentro del marco legislativo de Otros Medios de Defensa Fitosanitaria (OMDF) (ORDEN
APA/1470/2007), pasasen a regirse dentro del ambito del Reglamento (CE) n2 1107/2009 relativo a la

comercializacidn de productos fitosanitarios.

Tras varios afios de negociaciones, no ha sido hasta 2019 que el Parlamento europeo ha
publicado el Reglamento (UE) 2019/1009 por el que se establecen disposiciones relativas a la puesta
a disposicion en el mercado de los productos fertilizantes UE y se modifican los Reglamentos (CE) n. o
1069/2009 y (CE) n. 0 1107/2009 y se deroga el Reglamento (CE) n. o 2003/2003. En este nuevo
reglamento, la Union Europea asume que “determinadas sustancias, mezclas y microorganismos,
denominadas bioestimulantes de las plantas, no son aportes de nutrientes propiamente dichos, si bien
estimulan los procesos naturales de nutriciéon. Cuando solo sirven para mejorar la eficiencia en el uso
de nutrientes de los vegetales, su tolerancia al estrés abidtico, sus propiedades de calidad, o para
incrementar la disponibilidad de nutrientes inmovilizados en el suelo o la rizosfera, tales productos
son por naturaleza mas similares a los productos fertilizantes que a la mayor parte de las categorias
de productos fitosanitarios. Actian ademas de los fertilizantes, con el objetivo de optimizar la
eficiencia de dichos fertilizantes y reducir las dosis de aplicacion de los nutrientes. Por tanto, deben
poder ser objeto del marcado CE con arreglo al presente Reglamento y quedar excluidos del ambito
de aplicacion del Reglamento (CE) n. 0 1107/2009 del Parlamento Europeo y del Consejo. Procede,
por tanto, modificar en consecuencia el Reglamento (CE) n. o 1107/2009.” Con este reglamento, la
Union Europea se convierte en el primer organismo de gobierno que reconoce los bioestimulantes

como una categoria propia dentro de los aportes agricolas.

Du Jardin (2012; 2015) proporcioné el primer andlisis en profundidad acerca de los
bioestimulantes clasificandolos en ocho grupos diferentes: sustancias humicas, materias organicas
complejas, elementos quimicos beneficiosos, sales inorgdnicas, extractos de algas, derivados de la
quitina y el quitosano, antitranspirantes y aminoacidos libres y otras sustancias a base de nitrégeno,
y haciendo hincapié en que las categorias no son excluyentes pudiendo estar un mismo producto en
varias categorias al mismo tiempo. Los estudios de Du Jardin (2015) insisten en que cualquier
definicion del concepto de bioestimulante debe centrarse en sus funciones de mejora en el
rendimiento, la calidad o la eficiencia del cultivo y no en la naturaleza de sus constituyentes o en sus
modos de accién. Siendo este enfoque el que sirvid de base para la posterior regulacién de los

bioestimulantes en la Unién Europea (Yakhin et al., 2017).
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Las sustancias humicas son compuestos naturales que provienen de la descomposicion
microbiana y de la degradacién quimica de la biota muerta de los suelos (Asliy Neumann, 2010; Wells
et al., 2003). Este complejo conjunto de moléculas derivadas de desechos de plantas y animales,
representa uno de los materiales organicos mas abundantes en la tierra (Simpson et al., 2002; Nardi

et al., 2002).

Perminova et al. (2019) recalcan el notable papel de las sustancias humicas en varias
interacciones suelo-planta-atmdsfera entre las que se encuentran: la disponibilidad de nutrientes, el
intercambio de gases y la transformacién y transporte de elementos toxicos (Meng et al., 2017). Estas
sustancias intervienen en la fisiologia de la planta y producen cambios en la composicién y funcién de
los microorganismos de la rizosfera (Calvo et al., 2014). Varios estudios inciden en los cambios
derivados del aporte de acidos humicos en el sistema radical. Vaughan (1974) observé que los acidos
humicos favorecian el crecimiento radical mediante la elongacién de las células de la raiz viéndose
incrementas por un lado el numero de ramificaciones y por otro el nimero de raicillas. Nardi et al.
(2017) consideran que el efecto que producen las sustancias humicas en la induccién de raices
laterales y el crecimiento de barbada puede ser causado por cambios en las vias energéticas y de

transporte a través de las membranas.

Las materias organicas complejas derivan de compostajes, estiércol, lodos de depuradoras y
otros residuos urbanos. Cominmente se aplican en vistas a aumentar el porcentaje de materia
organica del suelo mejorando sus caracteristicas fisico-quimicas e incorporando nutrientes que
promueven la actividad de las bacterias de la rizosfera. Habitualmente estos compuestos orgdnicos
suelen contener sustancias de tipo humico pero también otro tipo de elementos minerales, organicos

o microbioldgicos que juegan papeles muy reveladores en la salud del suelo (Du Jardin, 2012).

Se han identificado 10 elementos quimicos beneficiosos que, sin ser esenciales para la
fisiologia de la planta, pueden mejorar indicadores de crecimiento, desarrollo, respuestas a estimulos
ambientales y aprovechamiento de nutrimentos para la planta. Hasta la fecha, los elementos
beneficiosos que se contemplan son : aluminio (Al), cerio (Ce), cobalto (Co), yodo (), lantano (La),
sodio (Na), selenio (Se), silicio (Si), titanio (Ti) y vanadio (V), y se ha postulado que plata (Ag), cromo
(Cr), fldor (Fl) y tungsteno o wolframio (W) también puedan tener efectos benéficos en la fisiologia de
las plantas (Trejo-Téllez & Gémez-Merino, 2012; Cuacua-Temiz & GAdmez-Merino, 2017). Entre los
efectos descritos de los elementos beneficiosos destacan su capacidad para aumentar la resistencia a
los estreses bidticos como patdgenos u organismos herbivoros y a los bidticos como sequia, salinidad

y toxicidad (Pilon-Smits et al., 2009).
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Deliopoulos et al., (2010) y Jabnoun-Khiareddine et al. (2016) estudiaron en efecto del aporte
de sales inorgdnicas en la proteccién de la planta frente a hongos bien de forma directa bien indirecta
estimulando las defensas naturales de la planta. Sus efectos en la fisiologia, su respuesta frente a
diversos tipos de estreses y su implicacidn en los rendimientos explican porque estos compuestos

inorganicos son en ocasiones considerados bioestimulantes.

Las algas marinas se consideran uno de los recursos sostenibles con potencial industrial mas
importantes (Godlewska et al., 2016), si bien su uso en la agricultura es muy antiguo, no ha sido hasta
recientemente que, gracias a analisis quimicos, inmuno y bioensayos, se han identificado numerosos
compuestos de las algas que contribuyen al desarrollo de las plantas (Du Jardin, 2012). Al uso de algas
en diferentes cultivos se le han atribuido numerosas ventajas como aumento del desarrollo radical,
proteccion frente a bajas temperaturas, sequia y salinidad, mejora de la actividad fotosintética
(Shekhar et al., 2014; Khan et al., 2009), cierta proteccion frente a hongos, bacterias y virus (Pereira

et al., 2019) y aumento de las cosechas y de los rendimientos (Rouphael et al, 2018).

La quitina se encuentra distribuida ampliamente en la naturaleza y pero a nivel industrial
habitualmente se obtiene de conchas de crustaceos provenientes de plantas de desecho (Larez, 2006).
El quitosano actia por un lado especificamente contra hongos (Robledo Moreno et al., 2017) v,
ademas, estimula la expresidon de diversos mecanismos defensivos de las plantas (Hernandez, 2004).
El Hadrami et al. (2010) y Yin et al. (2010) destacan su rol en la proteccidn contra virus, bacterias,
hongos e insectos gracias a la activacion de genes de defensa y al desarrollo de la lamada respuesta
inmune mediante metabolitos secundarios, quelantes, hidrolasas de las paredes celulares, enzimas

inhibidoras y polisacaridos que actuan como barreras fisicas.

El uso de antitranspirantes por su lado puede mejorar la eficiencia del uso del agua (Rosati et
al., 2006; Evans y Sadler, 2008). Percival y Boyle (2009) y Walters (2006) describen un efecto dual de
los antitranspirates dado que la formacidon de una pelicula protectora no solo modifica la eficiencia
del uso del agua disminuyendo la evapotranspiracion, sino que, al mismo tiempo, dificulta el

establecimiento y proliferacion de patdgenos en la superficie de la hoja.

Los aminoacidos han sido relacionados con multiples procesos fisiolégicos y celulares en las
plantas. Estudios acerca del efecto de las proteinas hidrolizadas en el metabolismo de determinadas
plantas concluyen que se produce una mejora en la eficiencia del uso del nitrégeno lo que conlleva un
estimulo de la fotosintesis y a un mayor crecimiento de la planta (Baroccio et al., 2017). Numerosos
autores evidencian que tanto las proteinas hidrolizadas como ciertos aminodcidos especificos como
la prolina, la betaina, y sus derivados y precursores, pueden incitar respuestas de defensa en las

plantas y acrecentar su tolerancia a ciertos estreses abidticos como la sequia o la salinidad (Nardi et
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al., 2016; Apone et al., 2010). Bhattacharjee et al. (2019) encontraron que los aminoacidos acido beta-
amino butirico (BABA) y acido gamma-amino butirico (GABA) actian como sefiales moleculares
enddgenas aumentando la resistencia del material vegetal frente a determinados estreses bidticos y

abidticos.

Numerosos estudios han demostrado que el uso de bioestimulantes no conlleva peligros para
la salud humana ni es fuente de impactos negativos para el medio ambiente. Esto se debe al origen
biolégico de sus componentes, se caracterizan ademads, por bajas tasas de aplicacidn, baja toxicidad,
rapida degradacion, baja tasa de movilidad en el suelo y por la no aparicién de residuos en los
alimentos (Mladenova et al., 1998; Ghannam et al., 2003; Thomas et al., 2003; Jannin et al., 2012;
Vijayanand et al., 2014; Hernandez-Hernandez, 2019). El uso de los bioestimulantes puede llegar a ser
crucial en la mejora de la sostenibilidad agricola dado que permitiria aumentar los niveles productivos
disminuyendo el impacto ambiental de estos (Ertani et al., 2015). En este sentido, el European
Biostimulant Industry Council propone el uso de bioestimulantes como una herramienta innovadora
que contribuye a muchos de los objetivos de la Agenda 2030 para el Desarrollo Sostenible aprobada
por la Asamblea General de las Naciones Unidas en 2015 dado que su uso complementario con otros
tratamientos fertilizantes o sanitarios puede desencadenar un descenso de estos y por tanto producir

de forma indirecta efectos positivos en la conservacion del medio ambiente.

1.5 Biomasay aprovechamiento del material vegetal

En los ultimos afios, y en consecuencia del crecimiento demografico a nivel mundial, ha
guedado patente la creciente necesidad de energia tanto en paises desarrollados como en aquellos
en vias de desarrollo o subdesarrollados (Cabrera et al., 2014). El foco puesto sobre el medio
ambiente, el cambio climatico y la sostenibilidad global ha llevado cuestionar la utilizacion de energias

fosiles abogando en su defecto por un mayor uso de fuentes de energia renovables.

En Espafia, el Plan de Energias Renovables (PER) 2011-2020 aprobado por Acuerdo del Consejo
de Ministros de 11 de noviembre de 2011, y siguiendo con lo dispuesto por la Directiva 2009/28/CE
del Parlamento Europeo y del Consejo, de 23 de abril de 2009, relativa al fomento del uso de energia
procedente de fuentes renovables tiene como objetivo lograr que al menos el 20 % del consumo final

bruto de energia en Espafia proceda del aprovechamiento de las fuentes renovables.

La biomasa es la forma mds comun de energia renovable, ampliamente utilizada en el tercer

mundo, pero hasta hace poco, menos explotada en el mundo occidental (McKendry, 2002).

Hoy en dia, existen numerosos tipos de biomasa provenientes de diferentes fuentes.

Veldzquez (2018) distingue entre dos grandes grupos, por un lado, aquellos que provienen de
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plantaciones energéticas y por otro los que derivan de biomasa procedente de residuos o actividades

humanas (Tabla 5).

Entendemos por plantaciones energéticas aquellas plantaciones que desde su inicio fueron
concebidas con el objetivo principal de obtener recursos que posteriormente se transforman en
biocombustibles. En ellas se establecen los denominados cultivos energéticos que se caracterizan por
su alto potencial energético y su rapido crecimiento siendo idealmente menor el gasto energético
empleado para su produccién que el que se obtiene procesando su biomasa (Anawar& Strezov, 2018).
Se suelen distinguir dentro de los cultivos energéticos aquellos que producen materiales
lignocelulésicos (destinados mayoritariamente a la combustion o gasificacion), cultivos cuyo fin es la
obtencidn de granos o semillas cuyo aceite posteriormente se transformard en biodiesel y cereales

para la obtencion de almiddn destinado a producir etanol (Velazquez, 2018).

Por otro lado, la biomasa procedente de residuos o actividades humanas es material vegetal
gue se obtiene a través de otros productos principales, habitualmente en sus procesos de produccién
o transformacién (Callejon-Ferre, 2011), y su origen puede ser bien agricola (como por ejemplo en el
caso de residuos de poda) bien industrial (como la elaboracion del vino o el aceite o las industrias

madereras) (Morales, 2008).
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Tabla 5. Fuentes de origen de la biomasa con destino energético.

Cultivos energéticos Herbaceos

Lefiosos

Cardo, sorgo, miscanto, girasol, soja, maiz, trigo, cebada,
remolacha, especies C4 agricolas

Chopos, sauces, eucaliptos, robinas, acacias y especies
C4 forestales

Restos de cultivos

Restos y residuos ,
agricolas

Restos de
operaciones
silvicolas

Restos de industrias
agroalimentarias

Restos de industrias
forestales

Restos de
explotaciones
ganaderas

Productos o restos
marinos

Actividades
humanas

Herbaceos: Paja, restos de cereales, restos de cultivos
horticolas

Lefiosos: Poda o eliminacion de plantaciones de frutales
de hueso y pepita, olivo, vid, citricos etc.

Cortas finales, podas, claras, clareos, apertura de vias 'y
pistas forestales, limpieza de monte para prevencién de
incendios etc.

Piel de frutos, cascaras, huesos, pulpa en industrias de
zumos, etc.

Serrines y virutas, polvo de lijado, corteza, tacos y
recortes

Purines, cama animal, animales fallecidos

Algas, conchas etc.

Residuos alimenticios, papel y otros residuos
industriales

Fuente: Velazquez (2018)

El uso energético de la biomasa proveniente de podas agrarias y renovacidn de plantaciones

en el mercado europeo es a grandes rasgos mucho mas reducido que el proveniente de madera

forestal u otros cultivos energéticos.

Una gran cantidad de biomasa residual con posible uso energético puede obtenerse de la

gestion de la agricultura mediterranea, especialmente en operaciones de poda, renovacidn de

plantaciones o restos de cosecha (Gonzalez, 2010). El aprovechamiento de esta biomasa no solo

supone un input importante para la obtencién de energia renovable, sino que también presenta

beneficios ambientales como la prevencidn de incendios (Alvarez et al., 2015) e incluso a través de

una gestion eficaz, puede suponer un ingreso adicional para los agricultores.
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La rentabilidad obtenida de la gestién de estos recursos para su uso como fuente de energia
viene condicionada tanto por el volumen efectivo de biomasa en las parcelas como por la eficiencia
de los sistemas de recogida, que deben de facilitar el abastecimiento a las plantas de transformacién
con el menor coste posible (Budi, 2016). Resulta por tanto imprescindible que esta fuente energética
se caracterice mediante analisis fisico-quimicos y posteriormente se cuantifique y valore (Askew &
Holmes, 2002) atendiendo a su caracter bidireccional dado que, por un lado hay que tener en cuenta
caracteristicas del cultivo, como especies, cultivares y edad, y por otro, el manejo del mismo, que a
menudo se asocia a habitos y condiciones locales, como el sistema de formacion, el tipo de plantacion,

la densidad de cultivo, los métodos de poda, el riego y clima (Pari et al., 2018).

Muchos han sido los cultivos estudiados recientemente en vistas al aprovechamiento de sus
residuos como fuente primaria de bioenergia: olivo (Fernandez et al., 2019; Peinado et al., 2019;
Fernandez-Sarria et al., 2019); vifia (Manzone et al., 2016; Hamedani et al., 2019; Matese et al., 2019);
cultivos herbaceos (Liu et al., 2019), manzanos (Dyjakon et al., 2019; Kowaluk et al., 2019; Dyjakon,
2018), ornamentales (Swiechowski et al., 2019), ciruelos (Veldzquez-Marti & Cazco-Logrofio, 2018),
almendros (De Hoyos-Martinez et al., 2018, Aguado et al., 2020), naranjos (Velazquez-Marti et al.,

2016; Kadyampakeni et al., 2018, Velazquez-Marti et al., 2017).

La posible explotacidn de la biomasa se deberia tener en cuenta como otro factor a considerar
en el disefio de nuevas plantaciones. Su uso dependerd del inventario de especies lefosas de cada
zona y necesariamente requerird un conocimiento profundo del volumen, la accesibilidad y el valor
calorifico de las especies implantadas (Veldazquez-Marti et al., 2014), asi como los factores que afectan
el crecimiento de los arboles, como las practicas de manejo (McHale et al, 2009; Droppelmanna &
Berliner, 2000; Kuyah et al., 2012) o la recoleccidon y eliminacién de restos (Dyjakon, 2019) o logistica

de recogida del material con interés biomasico (Gebresenbet et al., 2018).

Mucho menos conocido es sin embargo el interés por la poda de arboles urbanos siendo el
nivel de biomasa obtenido de la poda de darboles urbanos una fuente potencial de energia
infravalorada en la actualidad que continda creciendo con la expansiéon de las areas urbanas
(Niinemets & Pefiuelas, 2008) y que podria contribuir significativamente a las bioeconomias regionales

y nacionales en el futuro (MacFarlane, 2009; Li et al., 2017).

La hipdtesis de que los bosques urbanos pueden considerarse una fuente subestimada y
subutilizada de biomasa de madera estd ampliamente respaldada por estudios recientes (Kraxner et
al., 2016; Alberdi et al., 2016, Dong et al., 2019, Estornell et al., 2018). El interés en realizar los
inventarios de arboles urbanos en vistas a cuantificar sus recursos madereros asociados es creciente

y en ocasiones se ha acelerado a un ritmo mas rapido del que permite identificar con cierta exactitud

31



sus caracteristicas. Es por ejemplo comun aplicar modelos alométricos y valores de propiedades de la
madera desarrollados a partir de estudios de drboles de bosques rurales a arboles urbanos, a pesar
de los grados de inexactitud que puedan existir por la variabilidad en sus condiciones de cultivo

(Westfall et al., 2019).

Muestra del interés que suscita el uso de los residuos lefiosos de poda agricola y renovacion
de plantaciones es la puesta en marcha del proyecto uP_running dentro del programa de financiacién
europeo Horizonte 2020, liderado por el centro de investigaciéon aragonés CIRCE y, que relne a 11
socios de 7 paises europeos con el fin de promover e impulsar el despegue de este tipo de biomasa

con fines energéticos (uP-running, 2018).

Resulta fundamental de cara al aprovechamiento de los residuos lefiosos seguir investigando
y profundizar en una gama mas amplia de especies y ubicaciones geograficas para refinar los
resultados y apoyar mejor el andlisis de los inventarios de arboles tanto provenientes de plantaciones
de cultivos como de indole urbana, que se utilizan cada vez mas para el balance del carbono y la

evaluacion de las materias primas y su uso en la obtencién de biocombustibles.
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Capitulo 2

Uno de los mayores retos de nuestro tiempo recae en la produccién agricola, que debe
alimentar de forma sostenible a una poblacién creciente a la vez que consigue centrarse en la
prevencion del impacto negativo del cambio climatico, y por tanto pasa necesariamente por satisfacer
las necesidades del mercado sin comprometer la salud de los ecosistemas. Pese a que cada vez existe
mayor concienciacidon sobre esta importante dualidad, a menudo, se tiende a valorar el cambio
climatico desde la Unica perspectiva de la reduccién de la emisidn de gases de efecto invernadero por
superficie de cultivo, por actividad agropecuaria o por cosecha obtenida. Esta visién un tanto sesgada
no tiene sin embargo en cuenta las multiples formas en las que el sistema agroalimentario actual
impacta negativamente en nuestro entorno como por ejemplo en factores como la degradacién de

productos naturales, la pérdida de biodiversidad o los cambios en los usos del suelo

La evidencia de este proceso de deterioro a escala global ha desencadenado acciones
relevantes a nivel internacional como la Convencion Marco de Naciones Unidas sobre Cambio
Climatico, que, a su vez, ha servido para muchos paises como base para la puesta en marcha de
estrategias y planes desde la doble perspectiva de la adaptacion y la mitigacion. Por un lado, mediante
las estrategias de mitigacién se persigue la reduccidn de los efectos del cambio climatico, y por otro,
a través de las estrategias de adaptacidn se busca la identificacidon e implantacidn de buenas practicas
agricolas que consigan reducir la vulnerabilidad de los cultivos frente al cambio climatico aumentando
su resistencia o resiliencia frente escenarios como el incremento de plagas y enfermedades, al
aumento de las temperaturas medias o el incremento de la evapotranspiracion que se traduce en
mayores requerimientos hidricos y bajo aprovechamiento o pérdida en profundidad de nutrientes o

falta de aprovechamiento por las plantas.

Los objetivos particulares de esta tesis se enmarcan en los 17 objetivos de desarrollo
sostenible de las vias de actuacién definidas como prioritarias en la Resolucién aprobada por la
Asamblea General de Naciones Unidas el 25 de septiembre de 2015: “Transformar nuestro mundo: la

Agenda 2030 para el Desarrollo Sostenible”.

Concretamente se desarrollan acorde a los objetivos n2 7: “Garantizar el acceso a una energia
asequible, fiable, sostenible y moderna para todos”, en especial al apartado 7.2 “De aqui a 2030,

aumentar considerablemente la proporcién de energia renovable en el conjunto de fuentes
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energéticas”, y n? 12: “Garantizar modalidades de consumo y produccién sostenibles”, en sus
apartados 12.2 “De aqui a 2030, lograr la gestion sostenible y el uso eficiente de los recursos
naturales”, y 12.4 “De aqui a 2020, lograr la gestién ecolégicamente racional de los productos
guimicos y de todos los desechos a lo largo de su ciclo de vida, de conformidad con los marcos
internacionales convenidos, y reducir significativamente su liberacidn a la atmdsfera, el aguay el suelo

a fin de minimizar sus efectos adversos en la salud humana y el medio ambiente”.
Por tanto, los objetivos de la tesis son:

- La caracterizacién quimica y morfométrica de tres patrones de almendro en vistas a

obtener un mejor entendimiento de sus posibilidades de adaptacién eco-ambiental.

- El estudio de la respuesta de diferentes patrones de almendro frente al aporte de
bioestimulantes de raiz como herramienta complementaria a la fertilizacion tradicional,
en vistas a reducir esta ultima, y, por tanto, contribuir a un manejo mas racional del
cultivo. Todo ello en base a conseguir mayor eficiencia tanto por medios fisicos de

aumento del sistema de raices como mejorando la absorcion de los nutrientes.

- El analisis de las propiedades energéticas del almendro y el posible uso de sus residuos,

especialmente de sus cosechas y restos de poda, como fuente de energia renovable.
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Capitulo 3

Justificacion del estudio

A pesar de que se estima que las raices suponen entre un 15 y un 30% del total de la biomasa
de un arbol, histéricamente se ha prestado poca atencién al estudio de los sistemas radicales.
Comprender y predecir el comportamiento de los ecosistemas requiere un conocimiento preciso de

las estrategias de crecimiento de las raices, asi como de su distribucién en la planta.

El estudio de los sistemas radicales debe enmarcarse en las estrategias de adaptacién que
buscan identificar e implantar buenas practicas agricolas que consigan reducir la vulnerabilidad de los
cultivos frente al cambio climdtico aumentando su resistencia o resiliencia frente escenarios como el
incremento de plagas y enfermedades, al aumento de las temperaturas medias o el incremento de la

evapotranspiracion que se traduce en mayores requerimientos hidricos.

El objetivo que se persigue en este trabajo es comparar los cambios inducidos en la planta de
almendro joven por dos medios de cultivo diferentes, analizando cdmo esos cambios se
interrelacionan con una mejor adaptacién de la planta al campo abierto. Para ello se probaron dos
patrones diferentes, GF 677 y GxN Garnem® (GN), en dos tipos de sustrato: sustrato 1, que consiste
en un sustrato preparado bajo pedido y basado en una mezcla de 25% de silice, 38% de turba
vaporizaday 37 % de arena de rio lavada y sustrato 2, basado en turba de coco con tamafio de particula
grueso (10-25 mm). Todas las plantas recibieron la misma solucién nutritiva durante el andlisis. Veinte
semanas después de que los drboles de la plantacion fueron arrancados de raiz y se registraron varios
parametros tanto en el sistema vegetativo como en el radicular para observar el impacto de los

sustratos.

Los resultados de este estudio indicaron que el uso de diferentes sustratos produce cambios
estadisticamente significativos no solo en el desarrollo y distribucidn de las raices sino también en el
crecimiento vegetativo. Las plantas cultivadas bajo sustrato de turba de coco presentaron, entre otros,
un mayor desarrollo del tronco y un aumento en el peso fresco total del sistema radicular producido

principalmente por un aumento masivo de raices absorbentes, mientras que las plantas bajo el
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sustrato 1 presentaron mayor longitud del sistema radicular. En vista de los resultados obtenidos
consideramos que un aumento en el conocimiento sobre el desarrollo radical en las fases iniciales de
crecimiento de la planta podria ayudar a la industria viveristica con la determinacién de los sustratos
mas adecuados en funcién de la posterior adaptacién en el campo, centrandose en las caracteristicas

edafoclimaticas del destino final de la planta.
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Physical mechanisms produced in the development of nursery almond trees
(Prunus dulcis Miller) as a response to the plant adaptation to different
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3.1 Abstract

Aims: The aim pursued in this work is to compare the changes induced in the plant of young
almond tree by two different culture media, analysing how those changes are interrelated with a

better adaptation of the plant to the open field.

Methods: Two different rootstocks, GF 677 and GxN rootstock Garnem® (GN), were tested in
two types of growing media: substrate 1, consisting on a substrate prepared on request and based on
a mixture of 25% silica, 38% vaporized peat and 37% of washed river sand and substrate 2, based on
cocopeat with coarse particle size (10-25 mm). All plants received the same nutritive solution during
the analysis. Twenty weeks after the plantation trees were uprooted and several parameters were

recorded in both vegetative and radicular systems to observe the impact of the substrates.

Results: The results of this study indicated that the use of different substrates produces
statistically significant changes not only in root development and distribution but also in the vegetative
growth. Plants grown under cocopeat substrate presented, among others, further development of the
trunk and an increase in the total fresh weight of the radicular system produced mostly by a massive

increase of absorbing roots, while plants under substrate 1 presented greater root system longitude.

Conclusions: The selection of an appropriate substrate in the nursery of almond trees is a key
factor in the early development of the young tree. Knowledge about root growth and root architecture
during the first stages of development would help nursery industry to determine which should be the
most suitable substrate regarding later field adaptation, survival and plant performance, focusing on

the soil and climatic characteristics of the final destination of the plant.

Keywords: Cocopeat, Peat, Field adaptation, Vegetative system, Radicular system.

1 (1) Departamento Produccién Vegetal. Universitat Politénica de Valéncia Camino de Vera s/n, 46022 Valencia,
Spain; (2) Instituto de Conservacion y Mejora de la Agrodiversidad Valenciana. Universitat Politenica de Valencia
Camino de Vera s/n, 46022 Valencia, Spain.

53



3.2 Introduction

The cultivation of seedlings in container has large advantages over traditional field crop
(Gilman and Beeson, 1996). These include a better preservation of the root system during the
transplantation process (Thomas, 2000), a better field establishment (Mathers et al., 2005; Gilman,
2001), a lower cost of labour and lower investment inthe acquisition of land by the nurseryman
(Beeson et al., 2004; Whitcomb, 1984) and a greater availability of plant number in the market
(Mathers et al., 2007).

In recent years, soilless cultivation techniques have been widely studied and implemented in
the Mediterranean countries in the production of ornamental plant (Raviv and Heinrich, 2007; Garcia-
Gbémez et al., 2002) and even in the production of horticultural (Schwarz, 2012; Voogt and Sonneveld,
2001) or forestry plants (Guérin et al., 2001; Pefiuelas and Ocafia, 2000) but nevertheless there is little
information about these techniques in the nursery of fruit species because plants are usually sold bare

root.

Generally, roots account for 15-30% of the total tree biomass (Persson, 2013). Despite their
importance, root systems have received limited attention in ecological studies. Understanding and
predicting ecosystem behaviour requires an accurate knowledge of growth strategies of plant roots
and their distribution (Persson, 2000). Numerous observations have indicated that a healthy root
system is necessary to secure vigorous growth, knowledge about root growth and root architecture
during the first stages of development will ensure survival and good plant performance (Abad et al.,

2004; Jacobs et al., 2005).

The use of different substrates both organic and inorganic allows the plant a better nutrient
absorption and further optimization in water and oxygen retention (Verdonck et al., 1981). The
properties of the different materials used as culture media have direct and indirect effects on plant
growth and future productivity, hence the choice of a suitable substrate is essential in plant

development (Abad et al., 2004; Loggiodice et al., 2009).

World production of almonds in shell (Prunus dulcis Miller) reached, according to the
Organization of the United Nations for Food and Agriculture (FAO) 2,917,894 t in 2013, in a cultivated
area of 1,637,245 ha (FAOSTAT, 2016). Almonds are attracting a lot of attention in the last years mainly
due to the continuous reports of their healthy beneficial properties (Burns et al. 2016). From 2004 to
2013 almonds consumption increased 71.1% to 135 g per world habitant in 2012 (INC, 2013). From
the period from 2000 to 2012 almonds with shell production increased 103%, with an annual growth
of 6.4%, and an annual price increase of 7,5% and, as a consequence, the demand of young almond

trees has grown notably in the last few years. As it occurred previously with other ornamental or
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horticultural crops it seems necessary to focus on improving the nursery of almond trees to meet the
increasingly world demand. The aim pursued in this work is to compare the changes induced in the
plant of young almond tree by two different culture media, analyzing how those changes are

interrelated with a better adaptation of the plant to the open field.

3.3 Materials and Methods

3.3.1 Samples and treatments

This analysis was conducted in the Polytechnic University of Valencia (39° 38' 2" N, 0° 22 ' 29"
W; height 4 m.a.s.l.). The plant material used in the tests is certified material, free from pests and
diseases, from an authorized plant nursery in phenological state 10 of the BBCH scale. A total of 48
rootstocks were used, of which 24 individuals were rootstock GF 677 (677) which comes from the
interbreeding of peach tree (Prunus persica L. Batcsh) by almond tree (Prunus dulcis Miller) obtained
in France by the INRA (Institut National de la Recherche Agronomique) (Bernhard and Grasselly, 1981)
and 24 individuals were GxN rootstock Garnem® (GN) obtained by the Agricultural Research Service
of the Government of Aragdn (CITA-DGA) which were the result of the crossing of a hybrid between

Prunus dulcis (cv. Garrigues) and Prunus persica (cv. Nemared) (Felipe, 2009).

The rootstocks were transplanted to 80 | pots. Two types of growing media were used:
substrate 1, consisting on a substrate prepared on request and based on a mixture of 25% silica, 38%
vaporized peat and 37% of washed river sand and substrate 2, based on cocopeat with coarse particle
size (10-25 mm). We carried out twelve repetitions of each of the possible rootstock-substrate
combinations therefore the analysis was made comparing substrate 1 (through the behaving of 12
individuals of rootstock GN and 12 individuals of rootstock GF677) and substrate 2 (through the

behaving 12 individuals of rootstock GN and 12 individuals of rootstock GF677).

The irrigation dose was 40 | of water per month distributed in a 40 min irrigation on alternate
days with a pressure-compensating and non-leakage dripper of 4 L/h flow rate and a uniformity

coefficient of 85%.

For the nutritive solution we established a preparation based on the extractions of young
almond trees obtained by Salazar and Melgarejo (2002). The formulation consists mainly of nitrogen
in the form of nitrate, potassium, magnesium, calcium and sulfate. This solution was applied to plants
with a system of localized irrigation. The treatments were carried out on a weekly basis from the
transplant of the rootstock in phenologic state 10 of the scale BBCH for stone fruit trees until the

tearing date which took place 20 weeks after.
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3.3.2 Evaluated parameters

3.3.2.1 Analysis of the vegetative system

The influence of the tested substrates in the vegetative system focuses mainly on the length
and weight of the trunk and the diameter of the graft zone as a reference between the aerial and the

root parts.

Total tree height and weight of the leaves and young shoots was consider irrelevant as we are

working with rootstocks that will be subsequently pruned to be grafted.

All of the measurements were always taken in fresh within 24 h after the plucking in order to

avoid drying of the aerial part or the root system.

3.3.2.2 Analysis of the root system

After eliminating the soil in the plants, the studied parameters have been the number of main
roots and measurement, for each one of them, its diameter and the distance from the start of the root
until the first bifurcation with a secondary root. The number of secondary roots was also counted, and
we measured each one's diameter and the distance from the start of the lateral root until the first

bifurcation with a tertiary root.

In the case of the weight, roots were introduced in a Memmert model muffle at 38 °C until

they stabilized to constant weight, and the weight was evaluated once they dried.

3.3.3 Statistical analysis

An analysis of variance (ANOVA) with Type Ill sums of squares was performed using the GLM
(General Linear Model procedure) of the SPSS software, version 21.0 (IBM Corporation, New York,
U.S.A.). The fulfilment of the ANOVA requirements, namely the normal distribution of the residuals
and the homogeneity of variance, were evaluated by means of the Kolmogorov-Smirnov with Lilliefors

correction (if n > 50) or the Shapiro-Wilk's test (if n < 50), and the Levene’s tests, respectively.

All dependent variables were analyzed using a one-way ANOVA with or without Welch
correction, depending on whether the requirement of the homogeneity of variances was fulfilled or
not. The main factor studied was the effect of substrate on the vegetative and radicular development
parameters of the almond trees studied. If a statistical significant effect was found, means were
compared using Tukey's honestly significant difference multiple comparison test or Dunnett T3 test
also depending on whether equal variances could be assumed or not. All statistical tests were

performed at a 5% significance level.
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3.4 Results and discussion

3.4.1 Comparative study of the rootstocks

According to the obtained results, in terms of vegetative development, as presented in Table
1, the GN rootstock stands out in our study as the most vigorous, this result is consistent with what
was observed by Felipe (2009) who describes the rootstock, before being grafted, as strong with an
upright growth, and Sotomayor et al. (2008) who concludes that compared with the 677, rootstocks

GN produce greater weight of pruning and a greater number of fresh buds.

Table 1. Vegetative parameters of the different rootstocks (n = 24; mean value + standard deviation; P <0.05).

Trunk longitude (cm) Trunk weight (g) Diameter of grafted area (mm)
GF 677 35.82+12.74 a 89.56+12.61a 16.77£2.01 a
GN Garnem 32.07+9.50 a 105.76+14.66 b 21.38+3.01b

Table 2. Radicular parameters of the different rootstocks (n = 24; mean value + standard deviation; P <0.05).

Roots fresh weight ~ Tap roots weight Lateral roots Absorbing roots Root system

@) (9) weight (g) weight (g) longitude (cm)

GF 677 144.08+33.84 a 65.61+12.36 a 47.09+6.48 b 31.37+440a 35.82+12.84 b
GN 186.34+26.10 b 115.27430.16 b 36.50£5.93 a 34.46+4.27 a 32.07£9.50 a

Average number of Average number of  Average tap roots Average absorbing - Average distance of

b ) roots diameter tap roots to first

tap roots absorbing roots diameter (mm) (mm) bifurcation (cm)
GF 677 22.71+255a 137.35+11,8a 411+1.17 a 1.16+0.27 a 6.40+2.33 a
GN 28.66+2.64 a 132,46+10.36 a 4.94+1.55 ab 1.88+0.54 b 6.43+3.10 a

Maximum distance  Minimum distance

Maximum distance  Minimum distance Average distance of of lateral roots to of lateral roots to

of tap roots to first  of tap root to first  lateral roots to first

bifurcation (cm) bifurcation (cm) bifurcation (cm) first b(lgtrJnr)catlon first b(l;‘lrJr:)catlon
GF 677 25.74+851 a 3.80+£1.90 a 4.80+2.42 a 22.24+14.07 a 0.23+0.26 a
GN 26.49£17.49 a 7.95+3.95 ab 453+2.79 a 23.46+28.23 a 0.09+0.13 a

Regarding the radicular development, we observed various types of roots in both annual and
perennial plants and we can link these differences with wide variations in the absorption and transfer
capacity (Clarkson, 1996). In our study, rootstocks GN presented a higher total root weight than the
rootstock GF 677 (Table 2). There were no statistical differences in the average number of tap and
lateral roots between the two rootstocks but rootstock GN presented a bigger root diameter for both

kind of roots.
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The rootstock GF 677 showed greater maximum length of the root system and therefore
greater in-depth exploration but both, GF 677 and GN, presented uniformity in the spatial distribution

of their roots.

The adaptability to the environment of the different rootstocks can partly be attributed to the
depth that the root system can reach, its density and its spatial distribution (Castle and Krezdorn,

1997).

3.4.2 Characteristics of the vegetative system under different substrate cultivation

The parameters studied in the vegetative system of the plants are reported in Table 3. The
obtained results showed that substrate 2 based on cocopeat produced a higher and heavier trunk than
substrate 1 nevertheless, both substrates have led to similar diameter of the grafted area. The
diameter of the trunk is an essential feature in nursery of rootstocks since the trunk thickness

determines the appropriate time to proceed with the graft (Estaun et al., 1999).

Table 3. Vegetative parameters according to the type of substrate studied (n = 24; mean value of both
rootstocks for each substrate + standard deviation; P <0.05).

Trunk longitude (cm) Trunk weight (g) Diameter of grafted area (mm)
Substrate 1 29.87+0.70 a 94.97+10.3 a 19.38+2,27 a
Substrate 2 50.56+1.61 b 105.23+26.97 b 18.95+4.89 a

3.4.3 Characteristics of the radical system under different substrate cultivation

The ability of a plant to produce different types of roots is an inherent aspect of its plasticity
which has important adaptive characteristics (Barlow, 1993; Bell and Lechowicz, 1994). Variation in
traits among multiple components of plant root systems affect the capability of these plants to deal

with their complex environments (Caldwell, 1994; Fitter, 1994).

As the individual parts of a root system develop at different microsites, under different
internal and environmental conditions, variations in growth and physiological characteristics among

them should be expected (Waisel and Eshel, 2002).

The assessed parameters in the radicular system are presented in Figs. 1 and 2 and in Table 4.
In our study, the use of cocopeat as substrate for young almond trees originated an increase in the
total fresh weight of the radicular system. However this weight difference generated between
substrates is highly localized and we can find statistical differences between the two substrates

according to the root architecture (Fig. 1). When separating the radicular system into tap, lateral and
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absorbing roots, we observe that trees under substrate 1 presented a higher weight of tap and lateral
roots but substrate 2 generated five times more weight of absorbing roots. Such absorbing roots are

less sensitive to gravity and extend the root system horizontally.

They branch as much as the taproot or even more, and increase the specific root density at

the upper soil layers exploiting the most fertile portions of soil (Waisel and Eshel, 2002).

Figure 1. Weight parameters of radicular system with different substrates (n = 24; mean value of both
rootstocks for each substrate + standard deviation; P <0.05).
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Table 4. Length radicular parameters according to the type of substrate studied (n = 24; mean value of both
rootstocks for each substrate + standard deviation; P <0.05).

Distance of Maximum Minimum Distance of Maximum Minimum

Root system tap roots to distance of distance of lateral roots distance of distance of
: . tap roots to tap root to . lateral roots lateral roots

longitude first fi fi to first fi fi
(cm) bifurcation  first.  first. bifurcation lofirst fofirst
bifurcation bifurcation bifurcation bifurcation
(cm) (cm)
(cm) (cm) (cm) (cm)

Substrate 1 ~ 68.82+7.59 b 4.94+0.45a 21.34+7.40 a 0.51+0.26 a 3.80+1.90 a 14,22+4.76 a 0.12+0.06 a
Substrate 2 44.12+11.74a 11.79+295b 46.23%21.27b  0.50%0.63 a 7.95+395b  47.09+33.64b  0.18+0.33a

The number and spatial distribution of structural roots are important traits for tree stability
(Dupuy et al., 2005). We found in our study that cocopeat substrate promoted the proliferation of tap
and lateral roots to the extent that the number of tap or lateral roots in substrate 2 triplicated the
ones found in substrate 1 (Fig. 2). Abundant production of laterals is highly important for root growth
in heterogeneous media. It affects the nutrient supply of the plants, the allocation of assimilates, the
production of growth substances (Mc.Cully & Mallett, 1988) and the anchorage of the tree in the
ground (Stokes, 2002).

Average number of tap roots Average tap roots diameter (mm)
100 .
6
80
b 5
60 B Substrate 1 4 ® Substrate 1
40 B Substrate 2 3 m Substrate 2
2
20 °
1
Y 0
Average number of lateral roots Average lateral roots diameter
500 2,5 (mm)
400 2
b
300 B Substrate 1 15 B Substrate 1
W Substrate 2
200 1 | Substrate 2
a
100 0,5
Y 0

Figure 2. Physical parameters measured in the radicular system with different substrates (n = 24; mean value of
both rootstocks for each substrate + standard deviation; P <0.05).
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Root strength varies enormously inter and intra species but also within the same root system

and may depend on the mechanical role attributed to the root.

Commandeur and Pyles (1991) consider tensile strength to be the most important factor
governing soil stabilization and fixation. O'Loughlin and Watson (1979) found that tensile strength
decreases with increasing root diameter in roots of Pinus radiata D. Don. And attributed this
phenomenon to differences in root structure, with smaller roots possessing more cellulose than older
roots and being cellulose more resistant than lignin in tension. In our study of young almond trees,
roots developed on substrate 1 obtained greater diameters than roots developed on substrate 2 (Fig.
2) and this significant difference could perhaps influence the mechanical resistance of the root system
and permit a better adaptation of the trees develop with substrate 2 to open field. Contrary to the
increase in tensile strength with decreasing root size, compression and bending strength decrease
with increasing root size (Stokes and Guitard, 1997). Dickmann and Pregitzer (1992) found that the
thinner the diameter of a root, the shorter is its life span. In peach, roots <0,25 mm in diameter have
a median life span of 77 days while roots classed between 0,5 and 1,7 mm lived more than 370 days
(Wells et al., 2002). Similar results were found by Wells and Eissenstat (2001) in apple tree roots. Roots
also differ in the structure of various mature cells, ion selectivity of fine roots is much better because
of the smaller gap between the mature endodermis and the tips. Plant strategy may follow one of two
alternatives for root architecture: production of long, strong, fast growing roots, thus sacrificing some
selective capability or production of fine slow growing roots with the gain of a better control of ion
movement into tops (Waisel and Eshel, 2002). lon content seems to be determined not only by the

physiological traits of the roots but also by the ratio of long to short ones.

As Table 4 shows, in our study, the trees grown in substrate 1 presented greater root system
longitude. Radicular systems developed under substrate 1 were average 20 cm longer than those
developed under cocopeat substrate. However, the average distance of tap roots to first bifurcation
occurs deeper in roots under substrate 2. This same trend can be observed on the average distance of
lateral roots to first bifurcation. No differences between substrates were found in the minimum
distance to first bifurcation in both tap and lateral roots. Long roots and their branches facilitates an
efficient system for soil exploration and provides a long-lasting structure from which the short roots
can proliferate when conditions are favorable (Persson, 2000). The efficiency of root penetration
depends on soil conditions as well as on degree of suberization and mycorrhizal infection, soil
mechanical resistance reduces the rate of root penetration especially in dry or compacted soils (Masle,

2002).
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3.5 Conclusions

In conclusion, the obtained data showed that GN Garnem stands out as a vigorous rootstock
with a higher total root weight compared to GF 677 while GF 677 presented greater maximum length

of the radicular system.

The results of this study indicated that the use of different substrates produce statistically
significant changes not only in root development and distribution but also in the vegetative growth

being both factors of extreme importance in the improvement of the nursery processes.

In our work, cocopeat substrate produced a higher and heavier trunk but no differences were
found in the diameter of the grafted area as to what the use of substrate refers. Cocopeat also
generated an increase in the total fresh weight of the radicular system produced mostly by a massive
increase of absorbing roots that could probably enhance the adaptation of the young plant to open
field. Although the number of tap and lateral roots in substrate 1 (composed of silica, peat and sand)
was lower than in substrate 2, substrate 1 obtained a greater weight of both tap and laterals that
could be explained by an enlargement of their diameter. The selection of the substrate affects as well
the architecture of the root system. Trees grown under substrate 1 presented greater root system
longitude permitting deeper soil exploration which is suitable for young trees that will be later
established in non-irrigated conditions. The average distance of tap and laterals to first bifurcation
occurred however deeper when using substrate 2. The choice of an appropriate substrate in the
nursery of almond trees is a key factor in the early development of the young tree. Knowledge about
root growth and root architecture during the first stages of development would help nursery industry
to determine which should be the most suitable substrate regarding later field adaptation, survival
and plant performance, focusing on the soil and climatic characteristics of the final destination of the
plant. Furthermore, this paper could contribute to the development of new techniques in almond tree
nursery that allows to responsibly educe the amount of scarce resources turning the process more

ecofriendly and sustainable.
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Capitulo 4

Justificacion del estudio

El uso de patrones es una herramienta importante utilizada por la industria viverista en la
mejora de la adaptacién del cultivo a ciertos estreses, especialmente en situaciones de replanteo de
parcelas. Los patrones pueden modificar la eco adaptabilidad de los cultivares por lo que, una
caracterizacion precisa de los mismos es fundamental para identificar las mejores combinaciones
cultivar-patrén para cada ecosistema. El uso adecuado de los patrones es por tanto una de las varias
herramientas a disposicién de las buenas practicas agricolas que permite mejorar la adaptacién de los

cultivos reduciendo su fragilidad frente al cambio climatico.

El objetivo que se persigue en este estudio es caracterizar tanto morfométrica como
guimicamente (capacidad antioxidante y diferentes grupos fendlicos) tres patrones de almendro (GF
677 , GxN Garnem® (GN) y ROOTPAC® (RPR)) para tener un mayor conocimiento de sus posibilidades
de adaptacién medioambiental. Ademds, pretendemos estudiar su respuesta tanto a nivel vegetativo
como radicular frente al aporte de diferentes bioestimulantes radiculares (acidos himicos y fulvicos
por un lado y aminodcidos por otro) para incrementar la eco adaptabilidad de la planta en su fase de

vivero.

Los sistemas radicular y vegetativo de las plantas respondieron de manera diferente segun la
seleccidon del patrén. El desarrollo vegetativo mas rapido y vigoroso se observo en el portainjerto GN
mientras que GF 677 mostrd el mayor nimero de raices principales y RP-R de raices secundarias.
También se encontraron diferencias en la actividad antioxidante y el contenido de fenoles en funcidn
del patrén analizado. GN destacé por presentar el mayor poder antioxidante y el mayor contenido de
fenol de los patrones en estudio. Estas propiedades quimicas son importantes ya que pueden influir
en los mecanismos de defensa de la planta al inducir resistencia frente a determinados estreses,

patégenos o enfermedades.

La fertilizacién con bioestimulantes tuvo un impacto significativo en el desarrollo de las
plantas tanto a nivel aéreo como radicular y logré acortar los plazos de vivero. Ambos bioestimulantes

favorecieron la proliferacion de raices primarias y / o secundarias, logrando plantas con mejor o mas
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rapida capacidad de adaptacion al campo. Este tipo de fertilizacién puede por tanto ser considerada
una herramienta importante que permita una mejor y mas rdpida adaptacién de los cultivos de

almendro en el marco de la agricultura sostenible.
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4.1 Abstract

During the last ten years we have assisted to the consolidation of the almond crop that has
remarkably increased its cultivation area causing a high demand for both plants and products related
to growth stimulation. Accordingly, in the present work we aim to study the changes produced by the
contribution of two biostimulants (humic and fulvic acids or aminoacids) on the properties of almond
tree rootstocks. This kind of studies are of interest to the nursery cultivation industry where rapid
growth of trees and good adaptation to their cultivation environment are required. Plants’ radicular
and vegetative systems responded differently according to the rootstock selection. The fastest and
vigorous vegetative development was observed in GN rootstock whereas GF 677 showed the greatest
number of main roots and RP-R of secondary roots. Differences on antioxidant activity and phenol
content have also been found between rootstocks. All the tested samples were found to have a high
antioxidant power and a high phenol content but GN stood out in this regard over the other rootstocks
under study. The efficiency of the biostimulants applied has been verified. Both biostimulants
promoted the development of the aerial part of the trees but biostimulant 2 did it to a greater extent.
Biostimulant 1 was able to duplicate the number of main roots in RP-R and during the first year of
study, biostimulant 2 originated an increase of the weight of the root system by 26.44% for RP-R,
16.93% for GF 677 and 48.00% for GN.

In view of these results, synthetic chemical fertilizers can be at least partially replaced by

biostimulants.

Keywords: Prunus dulcis Miller, natural fertilizers, vegetative system, radicular system,

antioxidant activity, phenolic content.
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4.2 Introduction

Nuts are world-renowned and valued for their sensory, nutritional and health attributes. On a
global basis, almond tree (Prunus dulcis Miller) production levels outperform other nuts like pistachio
or hazelnuts and are distributed mainly in the regions of California and the Mediterranean Basin.
During the last ten years we have witnessed a significant consolidation of this crop, while the
cultivation surface has increased by 12% globally, the production of almonds has been increased by
55% (FAOSTAT 2018), placing the almond tree as a very important crop due to the high commercial
value of its fruits. The three main objectives that are pursued in the agronomic research for the
enhancement of the cultivation of the almond tree are the increase of its performance with self-
compatible and late flowering varieties, the improvement in the composition and quality of its fruits

and an improved answer to biotic and abiotic stresses (Saa et al. 2015).

The use of rootstocks is an important tool used by nurseryman in the improvement of crop
adaptation to certain stresses, especially in situations of stakeout (Mondragdn-Valero et al. 2017).
Rootstocks can modify the eco adaptability of the cultivars so that, an accurate characterization of
them is essential to identify the best cultivar-rootstock combinations for each environment with the

objective of obtaining high quality crops.

Often, the rootstock characterization is limited exclusively to their morphometric properties
and how they influence the grafted varieties. However, the usual morphometric characterization
should be accompanied by a chemical analysis that allows knowing how the chemical composition
influences the antioxidant capacity and its enzymatic and non-enzymatic system (Zrig et al. 2011).
These chemical properties are important as they can influence the defense mechanisms of the plant
by inducing resistance to certain stresses, pathogens or diseases. The phenolic compounds are a good
example of this, they are situated in the different tissues of the plants and ensure some protection
against biotic and abiotic stresses (Tenhaken 2015). The contribution of phenols in resistance to plant
diseases is largely based on their cytotoxicity, they are known antioxidants and have been shown to
elicit cellular responses that are triggered to counteract oxidative stress (Agati et al. 2011) so a more
accurate information about the phenolic content of the different rootstocks and their antioxidant

activity can be helpful in almond improvement programs.

Another of the most used tools in the nursery industry in order to offer quality plants is the
use of fertilizers. There is however a lack of nurseries in the world that produce fruit trees using
sustainable management techniques (Grzyb et al. 2015). It is known that proper nutrient management
is crucial to optimize the production of fruit crops, however, fruit producers usually apply to the

substrate large amounts of chemical fertilizers, sometimes higher than those that are really needed,
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causing high environmental pollution impact (Tanou et al. 2017). Some years ago, certain nurseries
undertook the attempt to use sustainable products such as biostimulants based on mycorrhizal funghi,
humus, seaweed extract and humic and fulvic acids to replace or complement the most polluting
traditional products. It was concluded that some of these products allow an adequate development
of the seedlings, guaranteeing a correct establishment in the future orchard (Grzyb et al. 2015). The
use of biostimulant products is considered as an innovative alternative to address the challenges of
sustainable agriculture due to its ability to improve nutrient absorption, stimulate the development
of the plant, minimize the use of fertilizers (Povero et al. 2016; Yakhin et al. 2017) and to induce
tolerance to stresses produced by the environment especially drought and salinity (Posmyk &
Szafranska 2016). It should be noted however that biostimulant origins are very diverse and the mode
of action of many of them is still under study (Povero et al. 2016; Colla et al. 2017) and that the results
obtained by biostimulants are often dependent on the type of crop and the environment (Yakhin et

al. 2017) so it is key to continue investigating its use.

The objective pursued in this study is to characterize both morphometrically and chemically
three almond rootstocks to have a greater knowledge of their possibilities of eco-environmental
adaptation. In addition, we intend to study its response at both vegetative and radicular levels against
the contribution of different root biostimulants to increase the eco adaptability of the plant in its

nursery phase.

4.3 Materials and Methods

4.3.1 Vegetal material and growth conditions

The trials were carried out on the east zone of Spain, more specifically in the province of
Valencia, at the facilities of the Universitat Politécnica de Valencia (latitude 39228'50"N, longitude
0221'59"W). The average annual temperatures of the region are 18.32C with maximum average
temperatures in the month of August (30.22C) and minimum temperatures in the month of January
(7.19C). The average annual rainfall is 475 mm with a relative humidity of 65% (AEMET 2019). To carry
out the trial, a total of 90 almond trees were characterized under UPOV norm and obtained from a
certified nursery in phenological stage 10 of the BBCH scale. Thirty individuals corresponded to the
rootstock GF 677 (Prunus persica L. x Prunus dulcis M.), 30 individuals with the GxN Garnem® (GN)
rootstock (Prunus dulcis M. (cv Garrigues) x Prunus persica L. (cv. Nemared)) and another 30 with the

ROOTPAC® (RPR) rootstock (Prunus cerasifera E. x Prunus dulcis M.).

The rootstocks were transplanted into pots of 80 L capacity with a substrate prepared on

demand composed of 25% silica, 38% vaporized peat and 37% sand. The irrigation dose was 40 L of
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water per month distributed in irrigations of 40 min on alternate days with a self-compensating and

anti-draining dripper of 4 L h-1 (uniformity coefficient of 85%).

Regarding fertilization, each of the three rootstocks was subjected to three types of

treatment:
- 10 specimens of each rootstock were treated with biostimulant 1;
- 10 specimens of each rootstock were treated with biostimulant 2;

- 10 specimens of each rootstock were taken as control trees, they did not have any

contribution of fertilizer and only water was provided.

The chemical composition of the biostimulants in showed on Table 1. The treatments were
applied around the area of influence of the roots on a weekly basis at a rate of 8 cm3 of biostimulant

per tree and week during the two years of study.

Table 1. Chemical compositions of the biostimulants applied.

Biostimulant 1 Biostimulant 2
"L" free aminoacids 4.7% w/w Total humic extract 25% w/w
Nitrogen (N) 5.5% w/w Fulvic acids 25% w/w
Potassium (K20) 1% w/w Nitrogen (N) 4% w/w
Organic matter 22% w/w Phosphorus (P20s) 0.5% w/w
Fe-HEDTA 0.5% w/w Potassium (Kz20) 0.5% w/w
Weed extract 4% w/w Organic matter 45% w/w
Zeaxanthins 0.07% w/w

The total duration of the trial was two years, from July 2015 to July 2017. At the end of the
first-year period (July 2016), a sample of 45 individuals were taken for data collection corresponding
to 15 specimens of GF 677 (5 units treated with biostimulant 1, 5 units with biostimulant 2 and 5
control units), 15 specimens of GN (5 units treated with biostimulant 1, 5 units with biostimulant 2
and 5 control units) and 15 specimens of RP-R (5 units treated with biostimulant 1, 5 units with
biostimulant 2 and 5 control units). The rest of the individuals were left under the initial conditions for
another year. This schedule allows us to compare the development of the trees over a total period of

two years.
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4.3.2 Morphometrical characterization

Regarding the aerial part of the samples, the influence of the different rootstocks and
biostimulants consisted on the evaluation of the height of the tree, the trunk height and the weight
of the shoots. The diameter of the graft area was also measured since it is the graft-rootstock union
zone and therefore the most sensitive area in the nursery years. The parameters studied in the
radicular system were, the number of main roots, their length and diameter, and the distance to the
first bifurcation. In the same way, the number of secondary roots, their length, diameter and the
distance between the beginning of the secondary root and their first bifurcation to tertiary roots were
counted. To measure the dry weights of each group of roots (main, secondary, and tertiary) the root

systems were introduced in a muffle (Memmert model) at 382C until constant weight.

4.3.3 Chemical characterization

Aqueous extracts preparation. An amount of 200 g of adult leaves (BBCH stage 19) were taken
from each of the almond rootstock studied. Each of the leaf samples was lyophilized at -60°C (LyoAlfa
6 Telstar, Barcelona, Spain). After the lyophilization process the leaves were crushed to immediately
undergo an aqueous extraction following the procedure of Lima et al. (2016) which consists of adding
5 g of lyophilized sample (20 mesh) to 250 mL of distilled water and let boil for 45 min. The extract
was then filtered with a Whatman filter No. 4 and the aqueous solution was kept frozen until posterior
lyophilization process. Once lyophilized, the obtained extracts were dissolved in distilled water at a
concentration of 50 mg mL™. From this concentration were prepared concentrations ranging from
0.01to 3 mg mL?, used to determine the content of phenols and the antioxidant activity of the almond

leaf. All measurements were made in triplicate and each test was repeated three times.

Reagents and products. Gallic acid, caffeic acid, hydrochloric acid, free radical 2.2- diphenyl-
1-picrylhydrazyl (DPPH), radical ABTS (2,2'-Azinobis-3-ethylbenzthiazoline-6- sulphonic acid),
quercetine, potassium persulfate (K25208) and ferric chloride [FeCI3 6H20] were obtained from
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Phosphate buffer (pH 6.6) was prepared with dihydrogen sodium
phosphate (NaH2P0O4 2H20) and disodium hydrogen phosphate (Na2HPO4 2H20) both from Sigma-
Aldrich. Ethanol, methanol and acetone used in the extractions were HPLC grade. The distilled water

used was from a Milli-Q water purification system.
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4.3.3.1 Antioxidant activity

a. Antioxidant capacity through DDPH assay.
The ability of the sample to scavenge the DPPH free radical (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) was
studied by the method described by Lima et al. (2016). To prepare the sample, 0.3 mL of the extract

concentrations described above were added to 2.7 mL of methanolic DPPH solution (6x10-5 mol L-1).

The solution was stirred vigorously and kept under dark conditions for one hour to ensure the
stability of the absorbance values subsequently measured at 517 nm in a Jenway 6320D
spectrophotometer. The ability to neutralize free radicals was measured as a percentage of DPPH
decolorization by the following equation: Scavenging activity (%) = [(ADPPH- As) / ADPPH] x 100

where: As is the absorbance of the sample and ADPPH is the absorbance of the DPPH solution.

The EC50 which is the effective concentration at which a 50% inhibition percentage of free

radicals occurs was also calculated.

b. Antioxidant capacity through ABTS assay.

This method, based on the ability of a sample to inhibit the radical ABTS (2,2'-Azinobis-3-
ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid), was carried out based on the protocol described by Lima et al.
(2016). There was prepared a 25 mL solution of ABTS (7mM) with 440 uL of potassium persulfate
(K25208) and kept at room temperature under total darkness for 12-16 h to form the radical. A precise
volume of the mentioned solution was diluted with ethanol to obtain an absorbance of 0.70+0.02 at
a wavelength of 734 nm. Once the radical was formed, we mixed 2 mL of ABTS solution with 0.1 mL
of sample and after 6 minutes the absorbance was read at a wavelength of 724 nm. The ability to
neutralize free radicals was measured as a percentage of ABTS discoloration using the same equation
used for DPPH. The EC50 which is the effective concentration at which a 50% inhibition percentage of

free radicals occurs was also calculated.

c. Reducing power

The reducing power of the extracts was obtained by the procedure described by Lima et al.
(2016). Were mixed 1 mL of sample with 2.5 mL of 0.2 M phosphate buffer (pH 6.6) and with 2.5 mL
of 1% (w/v) K3[Fe(CN)6] solution. The mixture was incubated in a water bath for 20 min at 50°C, and
then cooled at room temperature. Subsequently, 2.5 mL of trichloroacetic acid 10% (w/v) was added
and vigorously shaken. Were removed 2.5 mL of supernatant to which were added 0.5 mL of 0.1%
(w/v) FeCI3 6H20 solution. After that the absorbance was read at 700 nm. The concentration of extract
that allowed an absorbance of 0.5 (EC50) was calculated through the absorbance graph at 700 nm as

a function of the different concentrations.
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4.3.3.2 Different phenolic groups content

For the determination of the different phenolic groups, we mixed 1 mL of sample with 1 mL
of 96% ethanol (0.1%, 2% HCIl) and then added 8 mL of 2% hydrochloric acid (2% HCI). The absorbance
was measured at 280 nm to determine simple phenols using gallic acid as standard; at 320 nm to
determine the hydroxycinnamic acid derivatives using caffeic acid as standard; and finally at 360 nm
to estimate the flavonoids using quercetin as standard. The results of simple phenols were expressed

as milligrams of gallic acid equivalent per gram of extract (mg GAE g-1).

Hydroxycinnamic acid derivatives were expressed as milligrams of caffeic acid equivalent per
gram of extract (mg CAE g-1) and flavonoids as milligrams of quercetin per gram of extract (mg QE g-

1).

4.3.4 Statistical analysis

Statistical processing. An analysis of variance (ANOVA) with Type Il sums of squares was
performed using the GLM (General Linear Model procedure) of the Statgraphic X64 software. The
normal distribution of the residuals and the homogeneity of variance, were evaluated by means of the
Kolmogorov-Smirnov with Lilliefors correction (if n > 50) or the Shapiro-Wilk’s test (if n < 50), and the
Levene’s tests, respectively. All dependent variables were analyzed using a one-way ANOVA with or
without Welch correction, depending on whether the requirement of the homogeneity of variances
was fulfilled or not. The main factor studied was the effect of rootstocks (GN, 677, and RP-R) as well
of the different biostimulants in vegetative and radicular system parameters of the almond trees
studied. If a statistical significant effect was found, means were compared using Tukey’s honestly
significant difference multiple comparison test or Dunnett T3 test also depending on whether equal

variances could be assumed or not. All statistical tests were performed at a 5% significance level.

4.4 Results

The use of rootstocks is a fundamental tool in today's fruit production due to its ability to
modify the behavior of the cultivars and adapt them to different environments, so it is paramount to

characterize them morphometrically and chemically in the nursery phase.

4.4.1 Physical characteristics of the rootstock

In our trial, the rootstock with the fastest vegetative development in the first year of life of
the plant was GN that showed greater vigor than the RP-R and GF 677 with tree heights of 61 cm,
57.60 cm and 46.80 cm respectively, biomass weight and diameter in the grafted area (Table 2). The

only difference that was observed at the level of aerial development between the GF 677 and RP-R
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rootstocks was in the distance from the trunk to the first bifurcation where it was observed that the

RP-R showed higher trunk height than the other two rootstocks under study.

The results obtained in the root system of one-year-old trees were much more heterogeneous
than those obtained in the vegetative system. As shown in Table 2, the GF 677 rootstock presented a
greater number of main roots than the GN and RP-R rootstocks, being observed an inverse relationship
between the number of main roots and their diameter, RP-R had a lower number of main roots than
the rest of the rootstocks, but of greater thickness. Considering the main roots, GN stood out
statistically on the other two rootstocks with 13.30 g weight of main roots RP-R presented a higher
number of secondary roots (50.80) than GN (35.20), which in turn obtained a greater number than GF
677 (29.90). Again, an inverse relationship between the number of roots and the average diameter of
each root is observed in the secondary roots, as it was the case of the main roots. This same relation
is repeated for the weight of the roots, thus presenting the GF 677, the greater weight of secondary
roots and RP-R the smaller. Although the average distance from the main roots to the first bifurcation
(or secondary roots) was similar for the three rootstocks, statistical differences were observed in the
mean distances of the secondary to the tertiary roots. The secondary roots of GN bifurcate deeper
than those of GF 677 or RP-R. When analyzing the root system of the one-year samples, the GN
rootstock stands out as the one with the highest total weight of roots and RP-R for showing greater

maximum length and therefore a higher level of depth exploration.

The results obtained in the two-years-old samples were similar to those obtained in the one-
year-old samples. GN continues to stand out at both vegetative and radical levels. It is the most
vigorous rootstock with a higher tree height, but above all, with a higher dry weight of young shoots
than the rest of the studied rootstocks (Table 2). The greater vigor of GN also moves to the trunk cross-

sectional area and to a greater weight of the radical system.
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Table 2. Vegetative and radicular parameters of the different rootstocks during the two year-study

mean value * standard deviation).
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4.4.2 Chemical characteristics of the rootstocks

4.4.2.1 Antioxidant activity

The results obtained for the EC50 values of the DPPH and ABTS radicals are shown in Table 3.
In our test conditions, GN showed the highest antioxidant activity in the DPPH test with an EC50 of
0.28 mg mL-1 versus 0.34 mg mL-1 obtained for RP-R and 0.44 mg mL-1 of GF 677 (Table 3). For both
methods tested GN reported significantly higher antioxidant activity comparatively with the other two
tested rootstocks. In contrast RP-R leaves were less antioxidant in the ABTS method and GF 677 the

lowest antioxidant in the DPPH assay.

To study the reducing power, we determined the EC50 as the concentration at which we
obtained an absorbance of 0.5 at a wavelength of 700 mn. For GN we obtained the EC50 for a
concentration of 0.75 mg mL-1 whereas to obtain this same reading in the RP-R and GF 677 rootstocks

we had to increase the concentrations to 1.10 mg mL-1 and 1.31 mg mL-1 respectively (Table 3).

Table 3. Antioxidant capacity of the leaves of different rootstocks under study through DPPH and ABTS
scavenging assays (n = 9; mean value + standard deviation).

e ECs0 ABTS ECs0 DPPH ECoreducing power
(mg mL1) (mg mL1) (mg mL*)
GF 677 0.44%0.01° 0.41£0.07° 1.3120.02°
GN 0.39+0.012 0.28+0.02° 0.75+0.01°
RP-R 0.500.04¢ 0.34£0.07° 1.10%0.02°

In the same column, for each parameter and rootstock studied, mean values with different letters differ
significantly (p < 0.05).

4.4.2.2 Determination of different phenolic groups

GN showed almost identical contents in hydroxycinnamic acid derivatives, around 185.00 mg
of CAE g-1. Significant differences were found when comparing the hydroxycinnamic acid derivatives
contents of these two rootstocks with GF 677, which was found to have 40% less hydroxycinnamic
acid derivatives in its composition (Table 4). This same trend was repeated when measuring the simple
phenols of the rootstocks under test. Again, GF 677 stood out for its lower content of simple phenols:
258.93 mg GAE g-1 compared to 289.21 mg GAE g-1 obtained for GN or 306.10 mg GAE g-1 of RP- R.
The GN samples exhibited statistically higher flavonoid contents than those of RP-R and GF 677. It

should be noted that the differences were especially notable between the GN and GF 677 rootstocks,
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while the concentration of flavonoids obtained for GF 677 revolves around 61.66 mg QE g-1, GN

reported 70% higher values with contents in flavonoids that exceed 100.00 mg QE g-1.

Table 4. Phenolic composition of the leaves of the different rootstocks under study
(n =9; mean value * standard deviation).

Phenolic acids Simple phenols Flavonoids

Rootstock leaves (mg cafeic acid / g (mg galic acid/ g (mg quercetin / g
extract) extract) extract)

GF 677 130.31+19.83 a 258.93+28.43 a 61.661+8.14 a

GN 184.14+10.99 b 289.21+40.54 b 105.82+16.90 c

RP-R 185.57+37.68 b 306.10£13.68 b 91.75+10.00 b

In the same column, for each parameter and rootstock studied, mean values with different letters differ
significantly (p < 0.05).

4.5 Contribution of biostimulants to plant development

As described in Table 5, the biostimulants contribution during the first year of the young trees
promoted the development of their aerial part. Trees treated with biostimulants 1 and 2 showed
greater vigor than the control trees for the three rootstocks under study. Broadly, trees treated with
biostimulant 2 were taller (97.76 cm) and the growth of young shoots compared to biostimulant 1 was
accelerated, except for the GN rootstock where no differences were observed in the use of one or the

other biostimulant in terms of height.

There were also statistically significant differences in the trunk cross-sectional area
attributable to the contribution of biostimulants in all the rootstocks. Both biostimulants caused a
thickening of the trunk cross-sectional area, but the application of biostimulant 2 proved a higher
thickening. Compared to the control trees, the thickening of the trunk cross-sectional area produced

by biostimulant 2 was of 35.00% in GF, 677.59% in GN and 67.00% in RP-R.

Fertilization had also impact on the radicular development of the rootstocks under study
during the trial’s first year. Both biostimulants promoted root growth so that the treated trees
presented a greater number of both main and secondary roots than the control trees. We counted an
average of 7 main roots in RP-R control samples while for biostimulant 1 and 2 the average number of
main roots was 13 and 10 respectively. The inverse relationship that was observed in the control trees
between the number of main and secondary roots and their diameter (Table 2) disappears when
biostimulants are applied being impossible to define in our essay a clear relation of the effect of the

fertilization in the individual diameter of the roots. The architecture of the roots was partly modified
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by the contribution of biostimulants in comparison with control trees. All the individuals treated with
one or the other biostimulant increased the distance between the main root and its first bifurcation
to secondary root. While distance between the main root and its first bifurcation in GF 677 control
samples was 1.32 mm the contribution of biostimulant 1 and 2 increased it to 8.92 mm and 4.94 mm
respectively. Although this phenomenon was not observed in the bifurcations of secondary to tertiary
roots. The contribution of biostimulant 2 also produced radicular systems whose depth exploration
(measured through the maximum length of roots) was inferior to control trees, for example GN
samples treated with biostimulant 2 were 200 mm shorter than their control. Considering the radicular
biomass, the use of the biostimulant 2 originated an increase in the weight of the root system in all
the rootstocks under study (26.44% for RP-R, 16.93% for GF 677 and 48% for GN) while the
biostimulant 1 only produced increases in the weight of roots of GF 677 and GN (36.93% and 48.16%

respectively).

Although during the first year of tree growth statistically significant differences were observed
between the samples subjected to a contribution of biostimulants and the control samples, during the
second year these differences are extremely attenuated. The contribution of biostimulants only
promoted a greater vegetative development in the GF 677 rootstock (171.75 cm for biostimulant 1
and 148.90 cm for biostimulant 2 compared to control trees with and average height of 108 cm) with
hardly any differences depending on the type of treatment received in the RP-R and GN rootstocks.
Both biostimulant 1 and 2 produced increases in the trunk cross-sectional area of RP-R (24.49 mm and
29.52 mm respectively) and GF 677 (27.08 mm and 28.13 mm respectively) but no difference was
observed between the control and the GN individuals. Regarding the root system, as occurred in the
one-year samples, a relationship between the contribution of biostimulants and the increase in the
number of both main (for all the rootstocks) and secondary roots (for RP-R and GF 677) can be
observed. Biostimulant 2 led to a greater weight of the radicular system again in the individuals of RP-
R (283.04 g) and GF 677 (285.60 g) but not in the GN rootstocks. We observed that there is a certain
relationship between the effect of the contribution with biostimulants and the vigor of the rootstocks
so that from the second year the effect of the biostimulants hardly produce light changes in the GN
(vigorous rootstock of the trial). Probably when it comes to pot trials, the roots have colonized all the

available space, which is why this same trial will be established in the future in an open field.
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Table 5. Effects of the different biostimulants on the rootstock development during the two year-study

mean value * standard deviation).
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4.6 Discussion

As in other crops, in the almond tree, high quality seedlings are sought when establishing new

plantations with a good development both aerial and radicular.

The use of rootstocks is a tool widely used in agriculture for its ability to modify the size and
shape of grafted varieties by altering the distance between knots and the angle of the branches and
modifying the rates of active growth (Inglese et al. 2002). In this study, GN stood out for its greater
vegetative vigor in both the one-year and two-year samples compared to GF 677 and RP-R. These
results agree with those obtained by Felipe (2009) that described GN as a very vigorous rootstock
capable of provoking a greater volume of biomass by producing a greater number of young shoots, as
occurs in our study (Table 2). As in the study by Mondragdén-Valero et al. (2017) the greater vigor of
GN translates into a larger trunk diameter. A larger trunk cross-sectional area can induce or modify
the height of the tree, the volume of the crown, the structure of the branches and the productivity
and size of the fruits (Srivastava et al. 2017). Several authors describe a negative relationship between
the vigor of the rootstock and the productivity of the cultivar in Prunus species (Marra et al. 2013) but
nevertheless positive with the accumulated yield (Reig et al. 2016). It should be considered that the
rootstocks capable of inducing a certain vigor can also modify the expression of certain genes, as in
the case of the cherry tree, the genes related to the metabolism of the flavonoids and the synthesis
of the cell wall (Prassinos et al. 2009). On the other hand, the ability of a plant to produce different
types of roots is an aspect of its plasticity that has important characteristics of adaptation. As in other
crops, the number of roots and their distribution varies depending on the genotype of the individual
under study highlighting the number of roots and the architecture of the root system as very
important factors in tree stability (Dupuy et al. 2007). In our characterization, the rootstock that had
the highest number of main roots was GF 677; however, it was RP-R that stood out for its higher
number of secondary roots. The ramification of the root system through the formation of secondary
or lateral roots represents an essential element in the adaptation of the system to its environment
and is regulated by hormonal and nutritional signals that act locally to induce or inhibit the
proliferation of roots (Bellini et al. 2014). Thanks to these adaptive responses the plant can increase

the contact surface with the soil for a greater capture of resources (Atkinson et al. 2014).

Another of the cultivation practices that most influences the quality of nursery seedlings is
fertilization. The contribution of nutrients in the first stages of the plant development is a key factor,
especially for seedlings produced in containers in which the limited volume seriously hinders growth.
Fertilization affects both vegetative and root growth of plants, improves rooting and growth capacity

after transplantation, and increases resistance to water stress, low temperatures and certain diseases
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(Grossnickle 2000). In addition, the mobilization of internal reserves provides the seedlings with some
independence from the external availability of nutrients (Cherbuy et al. 2001). These properties are
essential for early establishment in the open field, especially when unfavorable conditions take place.
In our study, the use of both biostimulants promoted the development of the aerial part of the
rootstocks especially during the first year. Similar results were obtained by Saa et al. (2015) when

applying foliar biostimulants from different origins in a one-year-old almond tree plantation.

Biostimulant 2 based on humic and fulvic substances promoted more actively the vegetative
development of all the rootstocks under study. The contribution of humic substances propitiated the
vegetative growth in the tests carried out by Fathy et al. (2010) in apricot trees and by Laila et al.
(2013) in olive trees. The investigations of Zandonadi et al. (2010) conclude that humic substances
induce the growth of plants through the activation of the plasma membrane. Similarly, the
proliferation of shoots by humic substances may be caused by the exogenously applied acids obtaining
increases of 22% of the dry weight of biomass in different species (Rose et al. 2014). When comparing
our results with the latter, the obtained increases in biomass produced by biostimulant 2 are much
more significant, which would be explained by the high variability of the effect of humic acids
depending on the origin of the material, the species treated, the way and dose of application and the
environmental conditions to which the crop is subjected but also by the possible synergistic action of

the rest of the compounds of biostimulant 2 (Yakhin et al. 2017).

Although to a lesser extent, the biostimulant 1 also produced an increase in the vegetative
development of the samples of one year. Halpern et al. (2015) showed that the contributions of
hydrolyzed proteins can promote vegetative growth and the absorption of macro and micronutrients,
resulting in an increase in crop productivity. This increase in aerial biomass can be attributed to an
increase in the foliar nitrogen content that causes a better photosynthesis process and promotes the
translocation of the synthesizers to the sinks (Colla et al. 2017). Amino acids and small peptides are
absorbed by both leaves and roots and are then translocated to the rest of the plant. However, the
availability of amino acids for root absorption can be strongly diminished by the action of soil
microorganisms. Although absorption depends, among others, on soil conditions and on the type of
amino acid and its concentration, it is estimated that only between 6 and 25% of the amino acids
supplied externally via the root system go to the roots (Moe 2013). This fact could explain the lower

incidence of biostimulant 1 in the development of the rootstocks under study.

The contribution of biostimulants also led to an increase in root biomass both in weight and
number of roots in one-year-old individuals. The contribution of both biostimulants was able to

increase the weight of the radical systems of GF 677 and GN although only biostimulant 2 achieved

84



this effect in the RP-R rootstock. Several experimental studies in both controlled and open-field
conditions have shown the relationship between the supply of hydrolyzed proteins and the
development of the biomass of the root system (Halpern et al. 2015; Colla et al. 2017). Some studies
indicate that glutamate receptors in plants can be activated by other amino acids besides glutamate
and that can mediate a series of plant responses such as changes in the architecture of the root (in
our case increased the distance between the main root and the secondary root), in the metabolism of
carbon and in photosynthesis (Forde & Roberts 2014). In line with these investigations, several studies
have contrasted the effect of humic and fulvic acids as promoters of root development causing greater
biomass and inducing and increasing the formation of lateral roots. (Rose et al. 2014). The fact that
the roots are in constant growth and renewal can suppose a mechanism of defense of the plants to
overcome different types of stress (Amador et al. 2012), hence biostimulants based on amino acids
(Colla et al. 2017) as on humic and fulvic acids (Nardi et al. 2016) can be considered as mitigators of

the stress response.

Regarding the antioxidant power of almond rootstocks, it should be noted that natural
antioxidants are produced as complex mixtures of compounds that react differently to different
radicals, hence the analyses of antioxidant capacity may vary depending on the type of test carried
out. In our case, coinciding with the results obtained by Floegel et al. (2011), the ABTS assays obtained
higher levels of antioxidant capacity for all concentrations and rootstocks than the DPPH assays. The
advantage of the ABTS radical is its high reactivity and, therefore, its ability to react against a wider
range of antioxidants (Marecek et al. 2017). The results suggest that the ABTS assay better reflects the
antioxidant content of the almond rootstocks than the DPPH assay although, as reported by Dudonné
et al. (2009) in their studies, in our case there is also a strong positive correlation between both tests.
The leaves of all the rootstocks under study showed high percentages of inhibition for both tests,
being the antioxidant capacity of the almond leaf much higher than the olive leaf (Benavente-Garcia

et al. 2010) but lower to walnut and chestnut leaves (Pereira et al. 2007; Barreira et al. 2008).

As in other previous studies related to almond plant material (Sfahlan et al. 2009) in this
research we found significant differences in the reducing power of the samples that derive from the
different genotypes studied. In general, the three rootstocks showed a high capacity of reducing
power with EC50 that did never exceed 1.31 mg mL-1. Both the leaves of GN, RP-R and GF 677 showed
a greater reducing power than moringa leaves (Igbal & Bhanger 2006) but lower than cacao leaves

(Osman et al. 2004).

Phenolic compounds are attributed multiple biological properties such as antioxidant activity

since they can act both by sequestering free radicals and preventing their formation (Boulanouar et
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al. 2013). Several previous studies highlight the antioxidant potential of phenols in other plant species
(Pereira et al. 2007; Ferreira et al. 2007). In the case of almond leaves this relationship is verified, we
observe that the extracts with the highest content of phenols have the lowest EC50, highlighting again
the GN rootstock above the rest. The phenol content of almond leaves is much higher than that of
apple leaves (Mayr et al. 1995), walnut leaves (Miliauskas et al. 2004) or a worldwide known source

of antioxidants such as green tea leaves (Arcan & Yemenicioglu 2009).

The high phenolic content of the almond leaves can influence the defense mechanisms of the
plant. The contribution of phenols in resistance to plant diseases is largely based on their cytotoxicity
(Igbal et al. 2015; Wink 2017). Puupponen-Pimia et al. (2001) located different phenolic compounds
extracted from raspberry and mulberry that showed antimicrobial activity against two strains of
Escherichia coli and one strain of Salmonella enterica. In a study on almond leaf scorch produced by
Xylella fastidiosa in different almond cultivars, Wilhelm et al. (2011) concluded that the higher
phenolic concentration in the xylem fluid of cultivars resistant to this pathology could decrease the
survival of the bacteria during winter. In another work with almond hybrids Misirli et al. (2001) found
that leaf samples with a higher quercetin content were more resistant to inoculation of Pseudomonas
amygdali. In our case, GN stands out against RP-R or GF 677 because of its higher flavonoid content
measured in mg of quercetin per gram of extract. Tattini et al. (2006) allude to a close relationship
between tolerance to oxidative stress and the accumulation of flavonoids. The leaves of GN draw
attention because of their reddish appearance that comes from their high concentration in
anthocyanins (Zrig et al. 2011). Among the flavonoids, anthocyanins are highly water-soluble pigments
derived from the precursors of flavonoids through the shikimic acid pathway. They protect
chloroplasts from senescent leaves shadow adapted leaves from photooxidative stress produced by
prolonged exposure to high solar radiation (Gould et al. 2002). Since anthocyanins are osmotically
active, their concentration at high levels can increase the resistance of plants to certain stresses thanks
to greater osmotic control (Manetas 2006). In addition, it has been shown that leaves with high
anthocyanin levels have greater antioxidant capacity than green leaves and that anthocyanins
contribute to this capacity more than other low molecular weight compounds (Gould et al. 2002). Zrig
et al. (2011) concluded that the content of anthocyanins plays an important physiological role in the
protection of almond rootstocks against salinity. The GN rootstock was able to overcome saline
toxicity thanks to the use of anthocyanins that abound in its leaves, while GF 677 showed a good

response to saline stress due to the high content of carotenoids.

There are many recent studies in Prunus (Giorgi et al. 2005; Drogoudi & Tsipouridis 2007;
Jakobek et al. 2009) but also in other genus (Hudina et al. 2014; Kviklys et al. 2014) demonstrating

that the antioxidant activity of the grafted varieties varies according to the rootstock selection. Of
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special interest is the research of Satisha et al. (2008) concluding that rootstocks may influence the
biochemical composition of the scion leaves grafted onto them, which in turn affects the degree of

resistance or susceptibility to powdery mildew disease in grapes.

4.7 Conclusions

The GN rootstock stands out against GF 677 and RP-R for a greater vigor of the vegetative
system with greater weight of pruning and greater trunk cross-sectional area. Moreover, this
rootstock presents values in weight of the radicular system superior to the other rootstocks, especially
in the samples of two years. RP-P that stands out for its greater number of secondary roots that allow
it to increase the contact surface with the soil for a greater capture of resources and a better
adaptation to the environment, this rootstock also shows the maximum length of the radical system

that translates into a higher level of depth exploration.

Regarding the chemical characterization, we observed that broadly the almond leaves have a
great antioxidant power, although differences are observed depending on the rootstock tested. GN
presented the greatest antioxidant power and the higher phenol content of the rootstocks under
study. These chemical properties are important as they can influence the defense mechanisms of the

plant by inducing resistance to certain stresses, pathogens or diseases.

The fertilization with biostimulants had a significant impact on the development of the plants
both at the aerial and radicular levels and was able to short the nursery deadlines. Although the results
of biostimulant 1 were higher, both biostimulants favored the proliferation of primary and/or
secondary roots, achieving plants with better or faster adaptation capacity to the orchard. Roots in
constant growth and renewal suppose a mechanism of defense for the plants, hence the two
biostimulants under study can be considered as mitigators of the response to different stresses.
Biostimulants must be considered an important tool that allows a faster and better adaptation of

almond crops within the framework of sustainable agriculture.
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Capitulo 5

Justificacion del estudio

Lograr una gestion sostenible y un uso eficiente de los recursos naturales es hoy en dia un
compromiso ineludible en el marco de la produccién agricola. Para ello, resulta necesario trabajar
desde la doble perspectiva de la mitigacion y la adaptacidn al cambio climatico para, por un lado,
reducir los efectos del cambio climdtico y mientras por otro mitigamos la vulnerabilidad de los cultivos

frente a este complejo fendmeno.

En respuesta a los retos medioambientales actuales, la bioeconomia se ha convertido en un
aspecto clave de la economia circular que persigue garantizar el acceso a una energia asequible, fiable,
sostenible y moderna a la par que mitigar los efectos del cambio climatico y reducir el uso de
combustibles fdsiles. Es por tanto necesario el estudio de alternativas como los biocombustibles
derivados de biomasa que permiten aumentar considerablemente la proporcién de energia renovable

en el conjunto de fuentes energéticas.

Teniendo en cuenta la falta de estandarizacion de |la biomasa, la eleccidon de las materias
primas para lograr una mejor eficiencia de los procesos de obtencién de energia no estad exenta de
dificultades. Si las practicas agricolas para la obtencidon de materiales influyen en su composicion, es
de esperar que estas mismas practicas también afecten a las propiedades energéticas de los cultivos.
Por tanto, de cara al adecuado aprovechamiento de los residuos obtenidos con fines energéticos, se
requiere, no solo una minuciosa caracterizacion del material vegetal, sino también, un estudio en
profundidad de en qué forma las practicas de cultivo influye en las propiedades energéticas de los

materiales en estudio.

En este ensayo trabajamos con dos variedades espafiolas de almendro (Marcona y Vayro)
injertadas en tres patrones ampliamente utilizados y que garantizan buena compatibilidad (GF 305,
GF 677 y GN Garnem). Las muestras se sometieron a 3 tipos de tratamiento. Bioestimulante 1, que se
compone principalmente de sacaridos y aminoacidos; Bioestimulante 2, rico en extractos humicos y

falvicos, y un grupo control de plantas que solo fueron regadas con agua. Para la obtencién de
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resultados se analizaron las diferentes combinaciones de factores que podrian influir en las

propiedades energéticas de los residuos generados: variedad, patrén y tipo de fertilizacion.

Observamos que las variables que mas influyeron en el poder calorifico bruto de la biomasa

fueron la variedad, el patrén y principalmente la interaccion variedad-patron.

En cuanto a los cultivares Marcona presentd mejores propiedades energéticas que Vayro. Los
arboles injertados en GF305 obtuvieron un poder calorifico bruto superior a los injertados en GF677
y GN Garnem respectivamente. En cuanto a la fertilizacidn, cabe destacar que el porcentaje de
nitrégeno dependid en gran medida del tratamiento de fertilizacién aplicado, el aporte de sacaridos y

aminodacidos acumuld un nivel superior de nitrégeno que la fertilizacién himica y fulvica.
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5.1 Abstract

The importance of replacing fossil fuels with new energy routes such as the use of biomass
leads to improve the sources such as agricultural and forest systems with adequate management
techniques. Besides, an important amount of residual biomass can significantly contribute to bio-
economies in the future. The selection of the vegetal material and the management practices can
influence the properties and quality of the obtained biofuel. The properties of the biomass obtained
from pruning almond trees (Prunus dulcis (Mill)) has been analyzed in this study. Two varieties were
tested Marcona and Vayro, with three rootstocks GF305, GF677 and GN Garnem, under different
fertilization systems. The quality of biofuel was evaluated according to the chemical composition and
gross calorific value. We observed that the variables that mostly influenced the gross calorific value of
the biomass were the variety, the rootstock and mainly the variety-rootstock interaction. Marcona
presented better biomass properties than Vayro. Trees grafted on GF305 obtained a higher gross
calorific value than the ones grafted on GF677 and GN Garnem respectively. Percentage of nitrogen
highly depended on the fertilization treatment applied, the saccharides and aminoacid fertilization

accumulated a higher level of nitrogen than the humic and fluvic fertilization.

Keywords: biomass, variety and rootstock selection, almond tree, agricultural practices.

5.2 Introduction

Energy efficiency is a basic pillar when it comes to achieving a certain degree of social and
environmental sustainability, guaranteeing an adequate level of energy security [1]. In this sense, the
European Union has set as a priority objective to achieve greater efficiency in the development of

renewal energies [2,3] committing to increase the exploitation of renewable energy by 20% [4].

3 (1) Departamento Produccidon Vegetal, Universitat Politénica de Valéncia Camino de Vera s/n,
46022 Valencia, Spain; (2) Departamento de Ingenieria Rural y Agroalimentaria, Universitat Politénica de
Valéncia Camino de Vera s/n, 46022 Valencia, Spain; *Correspondence: borvemar@dmta.upv.es; Tel.: +96-387-
72-90 (ext. 72900).
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Under this premise the research of fuels as an alternative to crude oil and coal has led
scientists to analyze materials that come from agriculture and forest environments [5—7]. Among the
biofuels obtained from these systems, lignocellulosic materials such as wood chips and pellets acquire
an important role [8-10] as they can be used in combustion boilers to produce heat in both industrial
specially in oil mills and domestic applications [11-13]. Improved cogeneration systems have also been
developed to simultaneously produce heat and electricity [14,15]. Another very relevant application
is the use of lignocellulosic materials in pyrolysis processes [16-18]. Commonly, the primary biofuels
used in small-scale combustion systems have a woody origin and as the demand for these biofuels
grows the pressure on forest exploitation will increase with possible negative environmental

consequences which is why it is important to find new sources of where to obtain biofuel [4].

The ignorance of the energetic properties of the lignocellulosic materials from agricultural
environment has led to numerous investigations determining the calorific value, ash, and elemental
composition of the wood of different crops such as the orange tree [19-21], the olive tree [20-22], the
almond tree [19,20,23], the apple tree [24], the vine [8,19,20] and even herbaceous plant remains
from greenhouses [25,26] The heating or calorific value is one of the most important aspects related
to the use of biomass as it expresses the energy content of the biomass fuel and is a key parameter
that has been widely used for the development of calorific power prediction models based on
elemental, proximal and structural composition [27—-31], although unfortunately the accuracy of the

correlations based on those analysis are generally not very high [32].

In fact, just as the quality of the fruit varies according to the cultivation techniques used, the
energy properties of the wood can be affected by the growing conditions and the agricultural practices

as the variety or rootstock selection or the fertilization.

Considering the lack of accurate biomass standardization, especially in relation to
physicochemical, process and environmental parameters, the study and choice of raw materials for
achieving better processes efficiencies is not devoid of difficulties [33]. If the agricultural practices for
obtaining materials influence their composition, obviously they will also do so in their energetic
properties. Therefore, a proper characterization is required for the adequate use of the wastes

obtained for biofuel uses.

The aim of this work has been to demonstrate this hypothesis, on the wood of almond tree
(Prunus dulcis (Mill.)), being one of the most important crops of Mediterranean regions but also of the
California coast which generates a huge amount of biomass available for energy uses [23] with
potential calorific powers superior to other common sources of biomass as the almond shell, the olive

pomace coming from oil mills or the pressed grape waste from the wine industry [33]. Two varieties
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were tested Marcona and Vayro, with two rootstocks and different fertilizations. The novelty offered
by this study consist on the introduction of new parameters as the rootstock selection or the

fertilization in the study and classification of biomass products.

If the hypothesis is true, it would be necessary to consider those practices that improve the
obtained products, on the one hand for food production, and on the other, the energetic material
coming from the pruning waste. The use of both resources could significantly contribute to regional

and national bio-economies in the future [14,34].

5.3 Materials and Methods

5.3.1 Field Study

The research area was located on the east coast of Spain, in the province of Valencia (latitude
39°28'50" N, longitude 0°21'59" W). The region is characterized by an average annual temperature of
18.3 °C. Maximum temperatures (30.2 °C) are observed in the month of August and minimum
temperatures (7.1 °C) in January. The average rainfall is around 475 mm with a 65% of relative
humidity, the driest period corresponds to the month of August and the rainiest to October [35]. For

study purposes, a total of 108 individuals of Prunus dulcis (Mill.).

(Mill.) were selected. The procedure of each trial consisted in the selection of a minimum of
36 individuals for the different combinations of factors that could influence the generated waste:

variety, pattern and fertilization type. Table 1 shows the factors studied and their different levels.

5.3.2 Vegetal Material and Treatments

For this research we analyzed two almond tree varieties (both of them have been
characterized following the UPOV norm TG/56/4 Corr): Marcona and Vayro. Marcona is an
autochthonous variety of the east of Spain which is known worldwide for the high quality of its fruits.
It is a highly ramified, medium-high vigor tree with low cold requirements [36]. Vayro is a late
flowering variety obtained through crosses within the IRTA (Instituto de Investigacion y Tecnologia
Agroalimentarias) genetic hybridization program. Trees of this variety show very strong vigor and

medium branch density [37].

The behavior of 3 rootstocks widely used in almond cultivation was tested. GF 305 rootstock
is a medium vigor frank peach pattern that adapts adequately to irrigated conditions [38] and is
tolerant to drought. GF 677 comes from the interbreeding of peach trees (Prunus persica L. Batsch)
and almond trees (Prunus dulcis Miller) obtained in France by the INRA (Institut National de la

Recherche Agronomique) [39]. It is a vigorous rootstock with good agronomic behavior in both dry
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and irrigated conditions. Finally, GN Garnem, obtained by the Agricultural Research Service of the
Government of Aragén (CITA-DGA) as the result of the crossing between Prunus dulcis (Mill.) (cv.
Garrigues) and Prunus persica L. Batsch (cv. Nemared). It stands out for its strong vertical growth,

inducing greater vigor than GF 677 [40].

Regarding fertilization, the samples were subjected to 3 types of treatment. Biostimulant 1,
which is mainly composed of saccharides and amino acids; Biostimulant 2, rich in humic and fulvic

extract, and a control group of test plants that were only irrigated with water.

Table 1. Factors and levels analyzed for the characterization of almond trees biomass.

Factor Number of Levels Levels
Variety 2 Marcona
Vayro
GF 305
Rootstock 3 GF 677
GN Garnem
Biostimulant 1
Fertilization 3 Control

Biostimulant 2

5.3.3 Laboratory Analysis

5.3.3.1 Proximate Analysis

The evaluation of the drying process was carried out according to the norm ISO 18134-2:2017
[41]. The process took place in oven drying conditions under controlled temperature (105 + 2) °C. In
order to avoid the loss of volatile compounds, the drying process did not exceed 24 h. Ash content
and volatile compounds were determined according to the norms I1SO 18122:2015 [42] and ISO
18123:2015 [43] respectively.

5.3.3.2 Determination of Gross Calorific Value and Elemental Composition Analysis

Gross calorific values (CGV) of samples were analyzed using a LECO AC500 Automatic
Calorimeter, based on norm ISO 18125:2017 [44]. Carbon (C), Hydrogen (H) and Nitrogen (N)

determinations were carried out according to norm I1SO 16948:2015 [45].

5.4 Results and Discussion

An overview of the chemical composition of almond tree biomass was conducted in order to
describe the biomass potential of this species and how the selection of the vegetal material (variety

and rootstock) and management practices can influence the properties of the obtained biofuel.
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Table 2 presents the values of proximate analysis, elemental composition and gross calorific
value of the studied samples. All variables, except the percentage of hydrogen, present standard
kurtosis and standard skewness between -2 and +2, ANOVA analysis can be performed as they all
follow normal distributions. The average gross calorific value obtained in our analysis shows similar
results to those obtained in almond hulls and shells by Nhuchhen [46] or by Ferndandez-Gonzalez [19]
or Yin [27] for biomass. The results are also close to those found for other Prunus species as Prunus
avium L. [47] or Prunus armeniaca L. [48]. As it can be observed, the concentration on C and H was
48.11% and 5.77%, which are the same as those observed by Jenkins [49] for almond residues.
Percentages of C, H, N are in the range of published data for other biomass groups (C = 42-71%; H =
3-11%; N =0.1-12%) [50]. Low concentration of N, as it is the case, is a positive characteristic, as high
N produces a negative impact on the environment due to nitrogen dioxide emissions [19]. The greatest
disadvantage of biomass when it is used as fuel is its high moisture content, which is inversely
correlated with its calorific value [51]. Almond trees presented an average moisture content (8.40%)
much lower than the average for woody species (20%) [52], which makes it therefore convenient for

energetic uses.
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Table 2. Characterization of examined biomass.

Average Standard deviation Standard skewness Standard kurtosis ~ Minimum Maximum
Carbon (%) 48,41 2,22 -1,99 2,01 41,50 53,50
Hidrogen (%) 577 0,30 -4,81 4,96 4,83 6,60
Nitrogen (%) 0,97 0,27 1,62 -0,59 0,44 1,67
C/H 8,40 0,38 -1,53 0,70 7,29 9,26
GCV (J/g) 18.503,44 555,99 -6,73 7,99 17.067,37 19.628,39
Moisture content (%) 8,36 1,83 1,87 0,98 5,78 12,84
Ash (%) 341 0,80 2,05 -1,39 2,15 5,01
Volatile compounds (%) 82,89 548 -1,88 0,58 69,59 92,74

The dependence of the studied variables is shown in Table 3. It has been proved in other

studies that moisture content and percentages of C and H have a high influence on the gross calorific

value [47,53]. However, in our study we observed that the variables that mostly influence the gross

calorific value are not the composition of C, H, N, but variety, rootstock and over all variety-rootstock

interaction. We found that the variable that has influenced the percentage of N the most is the

treatment applied. This result is consistent with other researches [54,55] that conclude that fertilizers

and pesticides doses are highly important for some elements such as the nitrogen content.

Given the obtained results, a variance analysis was carried out in order to compare the

influence of the different factors analyzed in this study.

Table 3. Pearson correlation coefficients analysis.

Interaction Moisture Volatile
Variety  Rootstock variety/  Treatment (o} H N CH Gev content Ash (%) compounds

rootstock (%) (%)
Variety 0 0,9869* 0 -0,4053*  -0,1831 0,027 -0,1983*  -0,6465*  -0,2160* 0,2163* -0,1180
Rootstock 0 0,1612 0 -0,072 0,3213*  -0,4055*  -0,4346*  -0,4769*  -0,3373*  -0,2213* 0,6926*
Interaction 0,9869*  0,1612 0 -04116* -0,1289  -0,0387  -0,2658% -0,7149% -02675* 01778  -0,0049
varietv/rootstock
Treatment 0 0 0 -0,1932 -0,3167*  -0,4427* 0,1606 0,0797 0,1503 0,2787* 0,1605
C -0,4053* -0,072 -0,4116*  -0,1932* 0,5593* 0,1868* 0,3581* 0,4168*  -0,0617 -0,0048 0,2528*
H -0,1831 0,3213*  -0,1289 -0,3167* 0,5593* -0,1143 -0,5722* 0,0851 -0,2663*  -0,1574 0,4891*
N 0,0270 -0,4055*  -0,0387 -0,4427* 0,1868*  -0,1143 0,3199* 0,2552* 0,2706* 0,2334* -0,4033*
CH -0,1983* -0,4346* -0,2658* 0,1606 0,3581* -0,5722* 0,3199* 0,3118* 0,2426* 0,1688 -0,3013*
GCV -0,6465*  -0,4769*  -0,7149* 0,0797 0,4168* 0,0851 0,2552* 0,3118* 0,2781* 0,2354* -0,0938
Moisture content (%) -0,216*  -0,3373*  -0,2675* 0,1503 -0,0617 -0,2663* 0,2706* 0,2426* 0,2781* 0,0584 -0,4015*
Ash (%) 0,2163*  -0,2213* 0,1778 0,2787*  -0,0048 -0,1574 0,2334* 0,1688 0,2354* 0,0584 0,2146*
Volatile compounds (%) -0,118 0,6926*  -0,0049 0,1605 0,2528* 0,4891*  -0,4033*  -0,3013*  -0,0938 -0,4015* 0,2146*

* Pairs of variables with P-values lower than 0.1; C: carbon (%); H: hydrogen (%); N: nitrogen (%);

GCV: gross calorific value (J-g™).

5.4.1 The variety factor

Plants show a huge amount of similarities in properties between species, yet with significant

specific variations such as the ones related to combustion properties. In this research, we focused on

contrasting if the differences were also notable between varieties within the same species. Marcona
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and Vayro varieties were statistically compared by means of variance analysis. The results obtained
are shown on Figure 1. As we can see, the gross calorific value of Marcona (18.858,70 J-g-1) was
statistically higher than the one obtained by Vayro (18.148,20 J-g-1). The same results have been
reached in the evaluation of the carbon and the hydrogen contents, while no differences have been
found for the nitrogen content. Marcona has been described in previous research as a variety with
very high residue productivity (13.91 kg dry matter/tree) [20], this variety could be of interest in order
to obtain not only a higher level of biomass in weight per tree but also a higher energetic potential

because of its superior gross calorific value.
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Figure 1. LSD intervals at 90% confidence level in the influence of the variety factor
in residual biomass characteristics. (n = 108).

5.4.2 The rootstock factor

It has been widely studied that the selection of an appropriate rootstock is a key factor in fruit
trees, as rootstocks can confer better adaptability to climatic and edaphic conditions and have
influence on the plant mineral uptakes, the yield properties and efficiency, and the vigor of the grafted
variety [56]. Figure 2 presents the statistical comparison of rootstocks by means of variance analysis.
The rootstock with the highest gross calorific value was GF 305 (18.850,70 J-g-1) and the lowest gross
calorific value was presented by rootstock GN Garnem (18.148,20 J-g-1). These differences between
rootstocks cannot be attributed in our study to differences in carbon content, as we can see in Figure

2. This result would not correspond to those published by Demirbas [57] where the heating power
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was linked to the oxidation phase of the fuels in which carbon commonly dominated and
overshadowed small changes of the hydrogen content. Although the contents of nitrogen in almond
trees are low compared to other species [50], we can see that the rootstock factor affects nitrogen
levels. In this study, the rootstock with the lowest nitrogen content is GN Garnem (0.84%) followed by
GF 677 (0.95%). Nox and N20 gases are generated when obtaining energy through biomass and are
highly polluting [58]. These emissions directly depend on the nitrogen content of the biomass and

must be as limited as possible.
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Figure 2. LSD intervals at 90% confidence level in the influence of the rootstock factor
in residual biomass characteristics. (n = 108).

5.4.3 The combination variety-rootstock factor

Regardless of the rootstock on which they were grafted, Marcona samples presented greater
values of gross calorific value than Vayro samples. The rootstock that induced the highest calorific
value in both cultivars was GF 305. As seen in Table 4 and Figure 3, the gross calorific value of Marcona
on GF 305 is superior to Marcona on GF 677 and Marcona on GN Garnem respectively. This same
pattern of behavior is repeated in Vayro variety. The highest carbon contents were found in the
combination variety-rootstock Marcona-GF 305 (50.45%) followed by Marcona-GF 677 (48.80%),
Marcona-GN Garnem (48.68%) and Vayro-GF 677 (48.73%). As shown in Table 3 of Pearson correlation
coefficients, the carbon content is much more influenced by the grafted variety than by the rootstock.

All variety-rootstock combinations presented similar values on the hydrogen content except for Vayro-
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GF 305, which was lower. This result coincides with the one obtained in the individualized study of the
rootstocks (Figure 2). The lowest nitrogen content was identified in the Vayro-GN Garnem

combination.

Table 4. Influence of the interaction variety-rootstock factor in residual biomass characteristics
(n = 108, mean value * standard deviation mean values with different minor letters (a-e) differ significantly).

Interaction variety-

rootstock GCV (J/g) Carbon (%0) Hydrogen (%) Nitrogen (%)
Marcona 305 19.270,66 + 266,47 e 50,45+ 1,77 ¢ 577+0,19b 1,10+£0,14d
Marcona 677 18.807,45 + 204,93 d 4880+ 1,07b 587+0,20b 0,83 + 0,30 ab
Marcona GN 18.497,88 + 375,76 ¢ 48,68 +0,83 b 583+0,24 b 0,94 + 0,15 bc
Vayro 305 18.349,76 + 90,33 bc 46,41 £ 350 a 541+0,39a 1,11+£0,16d
Vayro 677 18.255,92 + 238,11 b 4873+ 1,77b 590+0,14b 1,06 £ 0,34 dc
Vayro GN 17.839,02 + 565,84 a 47,40 £0,80 a 583+0,26 b 0,74+0,19a

In the same column mean values with different minor letters differ significantly (P <0.1).
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Figure 3. Dispersion diagram for gross calorific values (J-g™*) according
to the carbonand nitrogen content for each variety-rootstock combination.

5.4.4 The treatment factor

The direct uptake of organic compounds from the soil solution by the root system constitutes
an important base of nutrients for the plant [59]. The purpose of this essay is to obtain greater
knowledge on how the composition of fertilizers can modify the characteristics of residual biomass
obtained in almond trees. No significative differences have been found on carbon contents between
the tested biostimulants and the control test, however, biostimulant 1 showed more carbon content
than biostimulant 2. (Figure 4). The gross calorific value of samples was not affected by fertilization
either. These results agree with those obtained by Ercoli [60], in which the supply of N fertilizers in
Miscanthus was translated into a higher biomass yield but did not affect the calorific value of the crop.
Results obtained for bioestimulant 1 regarding hydrogen and nitrogen contents are higher than those
of biostimulant 2. These outcomes could be partially explained by the composition of the products,

since biostimulant 1 provides mainly saccharides and amino acids (tryptophan, glutamic and GABA),
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which are very fast absorbing molecules [59]. Similar conclusions were reached by Mantineo [61],
where extra doses of nitrogen fertilization led to a higher nitrogen concentration on studied biomass.
As high N produces a negative impact on the environment due to nitrogen dioxide emissions [19]
fertilizers that promote an increase of the percentage of N may be consider as environmentaly

disadvantageous for biomasic uses.
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Figure 4. LSD intervals at 90% level of confidence in the influence of the treatment factor
in residual biomass characteristics. (n = 108).

5.5 Conclusions

From a chemical point of view almond trees pruning has suitable characteristics to be used as
a possible source of biofuel as they present high average of gross calorific value with low moisture

contents and litlle concentration of nitrogen.

The proposed hypothesis at the beginning of the trial is confirmed. In our study, the gross
calorific value of the samples was more dependent on the varity and on the rootstock than on the C,
H, N composition. It will therefore be advisable in the future to find those practices that maximize the

yields of this crop both at the level of fruit production and at the level of biomass obtaining.

Among the estudied varieties Marcona presented higher energetical potential than Vayro.

Important differences have been found between the studied rootstocks. Although GF 305 presented
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the best results in terms of calorific power, it was also the rootstock with the highest nitrogen content.

In contrast, GN had the lowest energy potential but also the lowest nitrogen content.

No significative differences have been found in the gross calorific value of the samples
according to the fertilization. However, percentage of nitrogen highly depended on the fertilization
treatment applied, the saccharides and aminoacid fertilization accumulated a higher level of nitrogen

than the humic and fluvic fertilization.
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Capitulo 6

Justificacion del estudio

En los ultimos afios, la implantacidn de medidas de proteccién frente al medio ambiente y el
cambio de paradigma con respecto al uso de productos fertilizantes y fitosanitarios han propiciado la
busqueda de métodos alternativos de producciéon y sanidad vegetal para los diferentes cultivos. Un
sector creciente de la poblacién se preocupa cada vez mas no solo por los alimentos que ingiere sino

también por el impacto que estos generan en el medio ambiente.

Investigaciones recientes acerca de los beneficios del consumo de frutos secos en la salud
humana han generado una atencién considerable en cultivos tradicionales como el del almendro. En
la ultima década el consumo de este fruto seco a nivel mundial se ha duplicado y por tanto la demanda

de plantas como de productos que estimulen su crecimiento se ha vuelto cada vez mas necesaria.

En este ensayo se estudia la respuesta de los sistemas vegetativo y radical de almendros
injertados en diferentes patrones (GF 677, GN Garnem y Rootpac-R) utilizados cominmente en el
injerto de variedades de almendro y con diferentes aportes de estimulantes radicales. Los
bioestimulantes se estudiaron de forma aislada (es decir, su aporte no se combind como suele ser
habitual con otros fertilizantes quimicos) con el objetivo de valorar si su uso individual podria
remplazar al menos parcialmente la fertilizaciéon quimica. En concreto se compararon los resultados
obtenidos tras el aporte de 4 bioestimulantes de diferente origen y composicion (BS1-BS2-BS3-BS4) y
una solucion fertilizante quimica (BS5) preparada atendiendo a las extracciones obtenidas de

almendros jovenes.

Gracias a este enfoque, se demostrd que los sistemas radiculares de las plantas responden de
manera diferente en funcién del bioestimulante aplicado y del patrén probado. Los mejores resultados
se obtuvieron con el bioestimulante compuesto de materia organica procedente de la hidrélisis del

maiz y que contiene aminoacidos libres y extractos de algas, asi como zeaxantinas al 0,07% (BS2).
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6.1 Abstract

Aim of study: Recently, the development of almond crops on a global scale has increased their
area under cultivation. The demand for both plants and products that stimulate the growth of almond
trees has therefore become increasingly necessary. Accordingly, in this project we have studied the
response in the vegetative and root systems of almond trees with different rootstocks to varying

inputs of several root stimulants.

Area of study: Valencia (Spain) Material and methods: Several different organic biostimulants
were studied in isolation, i.e. not combined with synthetic chemical fertilizers, in order to ascertain if

chemical fertilizers could be at least partially replaced.

Main results: Good results were obtained by applying a biostimulant composed of organic
matter rich in saccharides and carboxylates. Using an approach that enabled a distinguishing between
them, plant radicular systems were shown to respond differently according to the biostimulant
applied and the rootstock tested. The best results were obtained with a biostimulant composed of
organic matter from corn hydrolysis and containing free amino acids and extracts from algae, as well

as 0.07% zeaxanthins.

Research highlights: Although biostimulants are promoters of young almond tree growth, they
should be applied to only partially replace chemical fertilizers. The present paper shows the

importance of using an organic-origin biostimulant, as a complement to chemical nutrition.

Keywords: growth promoters; fulvic acids; humic acids; amino acids; tryptophan; algae

extracts.
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6.2 Introduction

According to the Organization of the United Nations for Food and Agriculture (FAO), in 2017
the world production of almonds in the shell reached 2,239,697 tons, over a cultivated area of
1,925,887 hectares, and with an average vyield of 1,163 kg per hectare (http://faostat3.
fao.org/home/E). According to the International Nut and Dried Fruit Council (INC), the production of
almonds in the shell has increased 25% in the past 10 years, with an annual increase of 5% (INC, 2019).
Thanks to recent and continuing research findings about the beneficial impact of almond consumption
on human health, almonds and other tree nuts have attracted considerable attention (Burns et al.,
2016). From 2004 to 2016, almond consumption doubled, reaching 160 g per person worldwide (INC,
2019).

In the past few years, the introduction of stricter environmental regulations and a change in
mentality regarding the use of plant-protection products and fertilizers have stimulated interest in
finding alternative methods of production and plant health (Wells et al., 2003). According to the
European Biostimulants Industry Council (2018), agricultural phytostrengtheners and biostimulants
are attracting a considerable attention recently and are reporting one of the fastest growths in
agriculture. Biostimulants may be an important and essential tool in the future due to climate change,
in order to promote plant growth, crop yield, resistance to stress, and to serve as a stimulant to plant
metabolism (Nardi et al., 2016). According to Scaglia et al. (2017), biostimulants are classified
according to five categories: microbial inoculants (Rouphael et al., 2017), humic substances (humic
and fulvic acids) (Olivares et al., 2017), amino acids (Ertani et al., 2009), and seaweed extracts (Khan
et al., 2009). Continuing this line of work, different root-system biostimulants have been developed in
recent years (Apone et al., 2010) in order to develop resistance to abiotic and biotic stressors factors
(Deliopoulos et al., 2010), and to improve crop quality. Phytostrengtheners extend the range of tools
available to the modern farmer who wishes to reduce the environmental impact of their practices,
which can in some cases improve the nutrient absorption capacity of plants, allowing them to prioritize

the use of organic fertilizers.

Accordingly, it is important to study the influence of biostimulants on the vegetative growth
of crops, and on their radicular systems. However, in the case of almond trees, it is important to verify
the combined effects of the type of biostimulant and the rootstock used. This combination may
provide important results for future agricultural practices in the almond sector, in addition to

improving crop sustainability.

The aim of this work, therefore, is to study the response in the development of the vegetative

and radicular systems of the rootstocks of almond trees following the input of various root
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biostimulants. This is of relevance to the tree nursery industry due to the importance of seedling
growth. It also highlights the use of stimulants of organic origin (biostimulants) in their application,
thereby encouraging a decrease in the use of traditional chemical fertilizers. Through a comparison of
the effect of these biostimulants on plant vegetative and radicular development, the use of synthetic
chemical treatments in almond trees may be reconsidered in the future, and perhaps partially

replaced.

6.3 Materials and Methods

6.3.1 Samples and experimental design

For the present study, a total of 90 rootstocks were used: 30 from rootstock GF 677 (677),
which results from the interbreeding of peach trees (Prunus persica L. Batcsh) with almonds trees
(Prunus dulcis Miller), and obtained in France by the INRA (Institut National de la Recherche
Agronomique) (Bernard & Grasselly, 1981); 30 from GxN rootstock Garnem® (GN), obtained by the
Agricultural Research Service of the Government of Aragdon (CITA-DGA), which were the result of
crossing P. dulcis (cv. Garrigues) with Prunus persica (cv. Nemared) (Felipe, 2009); and 30 from
rootstock ROOTPAC® R (RP-R), obtained in Spain from Agromillora Iberia, S.L., a natural hybrid
between Myrobalan plum trees (Prunus cerasifera Ehr.) and almond trees (P. dulcis Miller). The

rootstocks studied were two years old.

In quintuplicate (n = 5), we tested four commercial biostimulants and a nutrient solution
versus a control treatment for each of the three rootstocks described (the control treatment received
only the same amount of water supplied to the treatments tested). Although all these products are
biostimulants, in this study we conducted a comparison without the combined influence of other
fertilizer, as is commonly done in agricultural holdings. The composition of the four biostimulants and

the nutritive solution used are given in Table 1.

The plant material used in the current work was under one year old and the stage
corresponded to the moment where the first leaves begin to emerge and separate. The young plants
was certified free from pests and diseases; it was collected from an authorized plant nursery, at
phenological growth stage 10 on the BBCH (Biologische Bundesanstalt, Bundessortenamt und

Chemische Industrie) scale (Enz & Dachler, 1997).

The rootstocks were transplanted into 80 L pots, using a substrate prepared on request and
based on a mixture of 25% silica, 38% vaporized peat, and 37% washed river sand. Five repetitions for
each possible rootstock-treatment combination were carried out. Analyses were conducted at the

Polytechnic University of Valencia (39° 38' 2" N, 0° 22 ' 29" W; height 4 m above sea level).
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The trial lasted two years (July 2016 to July 2018). The irrigation dose was 40 L of water per
month given by 40-minute irrigation on alternate days with a pressure-compensating and non-leakage

dripper of 40 L/h flow rate and a uniformity coefficient of 85%.

6.3.2 Biostimulant treatments

Tests were planned by comparing the commercial biostimulants (the doses and applications
of which followed the manufacturer’s instructions) with a nutrient solution commonly used in the
cultivation of young almond trees, and a control plant to which no external compounds were added,
and which was irrigated with water only under the same conditions. The organic biostimulants applied

are described as follows:

- Biostimulant 1 (BS1): composed mainly of organic matter (OM), humic extracts and fulvic

acids, and applied by injection in the vicinity of the root;

- Biostimulant 2 (BS2): composed of OM from corn hydrolysis and containing free amino

acids and extracts from algae and 0.07% zeaxanthins;
- Biostimulant 3 (BS3): composed of OM rich in saccharides and carboxylates;
- Biostimulant 4 (BS4): composed mainly of P and Mg, along with OM.

All four biostimulants were applied at a dilution of 8 cm3 of product in 8 m3 water. In addition,
another biostimulant was tested; this was characterized as BS5, or as nutritive solution. For the
nutritive solution we drew up a preparation based on the extractions of almond trees obtained by
Salazar & Melgarejo (2002). The formulation consisted mainly of N in the form of nitrate, K, Mg, Ca,
and sulfate. This solution was applied to plants via a system of localized irrigation, with self-
compensating emitters and non-drainage drippers of 4 L/h. The composition of the four applied

biostimulants and the nutritive solution are given in Table 1.

The treatments were carried out on a weekly basis from the transplanting of the rootstock at
phenologic stage 10 of the BBCH scale (Enz & Dachler, 1997) for stone-fruit trees, until the start date

for measurements, which took place 20 weeks later.
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Table 1. Chemical compositions (%, w/w) of the biostimulantsapplied and the nutritive solution (B5).

BS1
Total humic extract 25%
Fulvic acids 25%
Nitrogen (N) 4%
Phosphorus (P205) 0.5%
Potassium (K20) 0.5%
Organic matter 45%

BS2
"L" free aminoacids 4.7%
Nitrogen (N) 5.5%
Potassium (K20) 1%
Organic matter 22%
Fe-HEDTA 0.5%
Weed extract 4%
Zeaxanthins 0.07%
BS3

GABA 1%
Glutamic acid 1%
Tryptophan 1%
Carboxylates 4%
Macro and micro elements 2.8%
Saccharide mix 38%

BS4
Nitrogen (N) 1%
Magnesium (MgO) 4%
Phosphorus (P205) 8%

BS5
NOs. 32,7%
H,PO, - 4,1%
SO 24,7%
HCOs;- 1,2%
CI 3,4%
NH4* 0,4%
K* 11,7%
Ca* 15,2%
Mgz* 5,0%
Na* 1,6%
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6.3.3 Analisis of vegetative and root systems

The influence of the tested biostimulants on the vegetative system focused mainly on
assessing total tree height, length and weight of the trunk, weight of leaves and young shoots, and the

diameter of the graft zone between the aerial part and the root part.

After eliminating the soil from the plants, the studied variables were the number of primary
roots and the measurements for each of them, i.e. the diameter and the distance from the start of the
root until the first junction with a secondary root. The number of secondary roots was also counted,
and we measured each one’s diameter and the distance from the start of the lateral root, up to the

first junction with a tertiary root (Mondragén-Valero et al., 2017).

All measurements were always taken within 24 hours after plucking in order to avoid any
drying of the aerial part or the root system. In the case of weight, roots were introduced in a Memmert
model muffle at 38°C until they stabilized to a constant weight, and weight was evaluated once they

had dried.

6.3.4 Statistical analysis

An analysis of variance (ANOVA) with type Ill sums of squares was performed using the GLM

(General Linear Model procedure) of the SPSS software package, vers.

21.0 (IBM Corporation, NY). The fulfiiment of the ANO- VA requirements, i.e. the normal
distribution of the residuals and the homogeneity of variance, were evaluated by means of the
Kolmogorov-Smirnov test with Lilliefors correction (if n>50), or the Shapiro-Wilk test (if n<50), and
Levene’s test, respectively. All dependent variables were analyzed using a one-way ANOVA with or
without a Welch correction, depending on whether the requirement of the homogeneity of variances
had been fulfilled. The main factor studied was the effect of rootstocks (GN, 677, and RP-R) and of the
different biostimulants on the vegetative and radicular system variables of the almond trees studied.
If a statistically significant effect was found, means were compared using Tukey’s honestly significant
difference multiple comparison test, or the Dunnett T3 test, depending on whether equal variances
could be assumed. A two-way ANOVA was also performed to verify the combined effect of rootstock
and biostimulants on the vegetative and radicular variables of young almond trees. All statistical tests

were performed at a 5% significance level.
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6.4 Results and Discussion
Comparative study of the rootstocks

According to the results of our work regarding vegeta- tive development, as presented in Table
2, the GN roots- tock stands out as the most vigorous. Regarding vegetati- ve growth in the control
plants (without the application of biostimulants), the GN rootstock reported higher values for the

majority of variables measured (except for trunk longitude and leaf weight; see Table 2 and Fig. 1).

Regardless of the biostimulant applied, the GN roots- tock always produced a significant
impact (p<0.001) on tree height (from 61.0 to 196.3 cm, control and BS5, respectively), compared to
RP-R (from 57.6 to 170.5 cm, control and BS5, respectively) and 677 (from 46.8 to 174.9 cm, control
and BS5, respectively) rootstocks under the same conditions (Table 2). The same obser- vation was
verified for trunk weight (from 12.3 to 108.1 g, control and BS5, respectively) and diameter of the

grafted area (from 8.8 to 22.2 mm, control and BS5, respectively).

Regarding plant radicular development, we obser- ved various types of roots in both annual
and perennial plants, and were able to link these differences to wide variations in absorption and
transfer capacity. In our study, rootstocks GN and RP-R (182.8 and 165.2 g with BS5, respectively)
presented a higher root weight than rootstock 677 (120.1 g with BS5). The rootstock RP-showed
greater maximum length of the root system (92 cm in control; Fig. 2), and as such, allowed for better
in-depth exploration of the soil. In addition, this roots- tock presented greater uniformity in the spatial

distribu- tion of its roots.

Based on the overall results obtained, rootstock GN proved to be more adequate for the
development of both the vegetative (Table 2) and radicular systems (Table 3) of almond trees,
although primarily the vegetative system. Therefore, it can be considered an appropriate choice for

the cultivation of new almond orchards.
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Table 2. Vegetative system variables of different rootstocks treated
with various biostimulants (n = 5; mean + SD).

RP-R GN 677
Tree height (cm)
Control 576+1.1aB 61.0+0.7aC 46.8 £ 0.8 aA
BS1 97.8+0.5cA 121.0+ 1.6 bC 111.9+0.7cB
BS2 108.7 £ 15.2 cA 149.7 + 3.4 cC 128.2+7.9dB
BS3 80.0+3.2bA 121.5+0.8bC 98.3+0.6 bB
BS4 60.2+0.8aB 69.2+5.4aC 48.0+1.6aA
BS5 1705+ 0.4 dA 196.3+8.4dB 1749+ 79¢eA
Trunk longitude (cm)
Control 31.4+8.0bB 243+0.3aAB 22.7+05aA
BS1 30.5+0.4bB 33.9+0.8b,cC 27.8+2.4abA
BS2 29.1+4.3bA 31.6+0.5bh,cA 31.5+3.4bA
BS3 41.7+3.7cB 35.0£0.2cA 32.6 £ 0.4 bA
BS4 27.0+0.3a,bB 26.2+0.1aA 30.4+0.4bC
BS5 206+0.4aA 30.5+5.0bB 27.6+55abAB
Diameter of grafted area (mm)
Control 7.7+0.7aA 8.8+0.1aB 8.0+ 0.2bA
BS1 13.0+0.1¢cB 14.1+0.3dC 10.8+0.1¢c,dA
BS2 13.4+0.6 cB 13.7+0.4dB 11.4+0.7 dA
BS3 9.4+0.1bA 11.3+0.3cC 9.8+0.1¢cB
BS4 8.8+0.1hB 10.0+£0.1bC 6.7+0.2aA
BS5 21.3+0.3dB 222+14eB 176+1.2eA

In the same line, for each variable and treatment studied, mean values with different capital letters differed
significantly (p<0.05). In the same column, for each variable and rootstock studied, mean values with different
lowercase letters differed significantly (p<0.05).

Characteristics of the vegetative system according to different biostimulants applied

The variables studied in the vegetative system of the plants are reported in Table 2. The results
show that all treatments, except for those based on phosphite (BS4), produced trees of a height
greater than the control sample, as well as higher values for average leaf weight, young shoots and

trunks (Table 2 and Fig. 1).

The tested nutrient solution (BS5), rich in N, produced almond trees with an average height of
180 cm (in five months), three times that of the data collected from measurements of the control
trees. Similar results were repeated when we compared the diameters in the graft area, depending
on the applied treatment. The diameter of the trunk is an essential feature of nursery stock, since
trunk thickness determines the appropriate time to pro- ceed with the graft. BS3 managed to increase
the average diameter in the possible area of graft, but to a lesser extent than BS1 and BS2 (which

presented similar results), and with results much lower than those provided by the tes- ted nutrient
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solution. Therefore, according to the results obtained, and by evaluating all the variables studied,

appears to be a good option for improving the growth of young almond trees.
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Figure 1. Trunk, leaf and young shoots weight of almond trees with different rootstocks treated with different
biostimulants (n = 5; mean * SD). In the same treatment, mean values with different capital letters differed
significantly (p<0.05); In the same rootstock, mean values with different lowercase letters differed significantly
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Figure 2. Roots longitude of almond trees with different roots- tocks treated with various biostimulants
(n =5; mean # SD). In the same treatment, mean values with different capital letters differed significantly
(p<0.05); In the same rootstock, mean values with different lowercase letters differed significantly (p<0.05).

Characteristics of the radicular system according to different biostimulants applied

The applied biostimulants influenced the radicular system and the variables assessed in

almond trees, in a way visible to the naked eye (see Fig. 3).

The results are presented in Table 3 and Figs. 4 to 6. In our study, only the treatments using
BS1, BS2, and the tested nutrient solution, produced statistically significant increases in the total fresh
weight of the root system (120.1, 165.2, and 182.8 g for the nutritive solution under 677, RP-R and GN

rootstocks, respectively.

The distribution of roots can be affected by the input of fertilizers. In our study, we observed
that the implementation of BS1 and BS3, and the tested nutrient solution, resulted in the development
of a greater number of primary roots (Fig. 5) than in the control sample; in addition, all the products,
except BS3, produced a significant increase in the number of secondary roots (Fig. 6). In contrast, the
control treatment presented higher in-depth exploration of the soil (75.8, 76.2, and 92.0 cm for 677,
GN, and RP- R, respectively) than BS11, BS2, BS4, and the tested nutrient solution (Fig. 2).

We must emphasize that the combination of rootstock and biostimulants influenced
significantly all the variables studied comparatively to the control almond trees. We verified a p<0.001

for all the variables studied, except for the number of tap roots (p=0.003), but still significant.
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Table 3. Radicular system variables of different rootstocks (in cm) treated with various biostimulants
(n =5; mean value + SD).

RPR GN 677

RPR GN

677

Min. distance of tap root to first bifurcation

Distance of lateral roots to first bifurcation

Control 576+1.1aB 61.0+0.7aC 1.32+0.02 aA 3.87+2.39aA,B 2.27£0.03 aA 5.33+0.07 a,bB
BS1 97.8+0.5cA 121.0+1.6bC 4.95+0.31 bB 10.8+0.96 cB 5.28+1.43 aA 13.242.52 ¢,dB
BS2 108.7 £ 15.2 cA 149.7+3.4cC 5.20+0.74 bB 8.15+1.58 b,cA 18.6+3.59 bB 8.51+0.08 b,cA
BS3 80.0 £3.2bA 121.5+0.8bC 8.9240.04 cC 9.414£3.93 cA 7.67£0.22 aA 22.04£0.09 eB
BS4 60.2+0.8aB 69.2+54aC 0.9110.13 aA 5.11+0.06 a,bB 7.25+0.70 aC 1.25+0.06 aA
BS5 1705+ 0.4 dA 196.3+8.4dB 5.11+0.66 bB 8.16+0.09 b,cA 22.66.17 bB 16.8+8.29 d,eA,B
Min. distance of tap root to first bifurcation Distance of lateral roots to first bifurcation
Control  0.30£0.17 b,cA,B 0.39+0.01 bB 0.20+0.01 aA 4.35+0.96 bA  5.84+0.04 a,hB 4.48+0.02 aA
BS1 0.22+0.03 a-cA 0.25+0.09 a,bA 1.62+0.45 bB 3.44+0.23 a,bA 3.63+0.27 aA 6.07+1.98 aB
BS2 0.32+0.08 cA,B 0.41+0.08 bB 0.22+0.02 aA 3.37+0.75a,bA 6.14+0.01 bB 4.28+0.57 aA
BS3 0.12+0.02 aA 0.11+0.02 aA 0.32+0.04 aB 2.55+0.25 aA 3.92+0.05 a,hB 5.860.07 aC
BS4 0.15+0.05 a,bA 1.12+0.07 cC 0.30+0.03 aB 3.46+0.06 a,bA  5.24+1.88a,bA,B 5.63+0.06 aB
BS5 0.12+0.02 aA 0.33+0.18 bA 0.44+0.35 aA 3.64+0.21 bA  3.99+2.32 a,bA 4.46+1.86 aA
Max. distance of lateral roots to first bifurcation Min. distance of lateral roots to first bifurcation

Control 11.6+1.56 aB 13.0£0.11 a,bB 10.1+0.05 aA 0.27+0.22bA  0.18+0.02 a,bA 0.83+0.08 bB
BS1 15.9+0.42 aA 16.045.42 a,bA 17.5¢1.11 bA 0.024£0.02 aA 0.57+0.48 b,cA 0.60+0.52 a,bA
BS2 25.9+10.8 bB 18.840.86 bA,B 14.7+£3.03 bA 0.024£0.01 aA 0.70£0.13 cC 0.18+0.03 aB
BS3 13.9+1.89 aA 16.1+0.08 a,hB 16.1+0.09 bB 0.10+0.02 a,bB 0.04£0.03 aA 0.20£0.01aC
BS4 10.0+£0.09 aA 11.3+0.71aB 14.0£0.27 bC 0.024£0.01 aA 0.2840.36 a-cA 0.29£0.03 aA
BS5 16.2+0.07 aA 14.3+6.45 a,bA 15.0£3.06 bA 0.04£0.02 aA 0.1840.02 aA 0.02+0.01 aB

In the same line, for each variable and treatment studied, mean values with different capital letters differed
significantly (p<0.05). In the same column, for each variable and rootstock studied, mean values with different
lowercase letters differed significantly (p<0.05).
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A

Figure 3. Visual aspect of rootstock GF-677 treated with different biostimulants: A, control;
B, BS1; C, BS2; D, BS3; E,BS4; F, BS5 or nutritive solution tested.

Comparative study of rootstocks

The results that were observed for the rootstocks point to the GN rootstock as being the most

vigorous.

These results are consistent with those observed by Felipe (2009), who described this
rootstock, prior to being grafted, as strong with upright growth. Sotomayor et al. (2008) concluded
that, compared to 677, the GN rootstocks produced greater pruning weight and a larger number of

young buds.

The different degrees of adaptability by rootstocks to the environment can be attributed
partly to the depth that the root system can reach, its density, and its spatial distribution. This is why
the best spatial distribution, e.g. for the roots of rootstock RP-R, resulted in greater soil exploration
ability, at least under our study conditions; as such, this rootstock can be recommended for potted

plants and for poor soil situations. It was also the most tolerant in terms of humidity levels.

The vigor conferred by the rootstock GF 677 is high (Espada et al., 2013), providing to the
young trees a faster fruiting and contributes for high yields (Bussi et al., 1995) both under rain-fed and
irrigated conditions. GF 677 rootstock has a good adaptation to limestone soils (Forcada et al., 2012)
and tolerates iron chlorosis (Moreno et al., 2008). Nevertheless, this rootstock is one of the most
sensitive to Meloidogyne nematodes (Vargas et al., 1985). GN rootstock vigor, production levels and
entry into fruiting are very similar to GF 677 (Felipe, 2009). GN tolerates adequately drought
conditions, although it is prepared to be implanted in irrigated conditions, with well-drained soils since

it is a rootstock that is not very tolerant to radical asphyxiation (Gomez-Aparisi et al., 2001). One of
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the main differences between GF 677 and GN is that GN presents resistance to main Meloidogyne

nematodes.

RP-R is also a vigorous rootstock, its zero propensity to emit tiller offers significant savings in
cultivation. RP-R has been shown to be highly productive in the US in different almond cultivars,
especially with the ‘Non Pareil’ cultivar (Pinochet et al., 2011). Its main advantage over the other two
studied rootstocks lies in its adaptability to clayey soils where peach x almond hybrids present
development problems. RP-R shows high tolerance to radical asphyxiation, iron chlorosis and active

limestone and a moderate tolerant response to salinity (Pinochet, 2010).
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Figure 4. Weight variables of radicular system with different rootstocks treated with different biostimulants
(n =5; mean + SD). In the same treatment, mean values with different capital letters differed significantly
(p<0.05). In the same rootstock, mean values with different lowercase letters differed significantly (p<0.05).
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Figure 5. Number of tap roots (A) and their diameter (B) in al-mond trees with different rootstocks treated with
different bios-timulants (n = 5; mean * SD). In the same treatment, mean va- lues with different capital letters
differed significantly (p<0.05).In the same rootstock, mean values with different lowercase letters
differed significantly (p<0.05).
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Figure 6. Number of lateral roots (A) and their diameter (B) inn almond trees with different rootstocks treated
with diffe- rent biostimulants (n = 5; mean * SD). In the same treatment, mean values with different capital

letters differed significant-ly (p<0.05). In the same rootstock, mean values with different lowercase letters
differed significantly (p<0.05).
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Characteristics of the vegetative system treated with biostimulants

Regarding the vegetative system, our results show that fertilization based on OM and humic
extracts, which are important components of BS1 and BS2 (Table 1), favored tree development. The
promoting aspect of amino acids in growth is noted (BS2) and is recommended for their invigorating
properties during critical periods of cultivation such as, in our case, budding and growth in the
establishment of new plantations. In addition, recent studies of apple (Basak, 2008) and olive trees
(Chouliaras et al., 2009) point to a further development of the aerial part as a beneficial effect of the
introduction of algae extracts. According to Pizzeghello et al. (2013), humic extracts are known to
promote plant growth, by improving the bioavailability of important micronutrients in the soil, but
also by acting in the metabolic pathways involved in specific physiological mechanisms. Furthermore,
these authors also revealed that cytokinins are responsible for the bio- logical effects of humic acids
(Pizzeghello et al., 2013). The same research group observed that biostimulants rich in amino acids
improve enzyme activity, inducing the conversion of nitrate into organic N, thereby improving plant
growth (Ertani et al., 2009). Other important features of the results obtained with BS2 are the
presence of algae extracts and zeaxanthins (Table 1). Algae extracts and seaweeds are recognized
biostimulants in horticulture (Battacharyya et al., 2015). Seaweed extracts possess a phytohormone-
like activity, inducing plant growth at low concentrations (Battacharyya et al., 2015). Furthermore,
they also intervene in plant metabolism and physiology. Therefore, BS1 and BS2, with humic acid and

amino acids in their compositions, achieved good vegetative growth rates for the variables evaluated.

The lack of results yielded by BS4 (the phosphorus-ba- sed product) contradicts the trials of
Goss et al. (1993), which concluded that increases in P in the soil at a time prior to planting results in
significant increases in the growth of the aerial part of the plant. One possible ex- planation for the
lack of consistency in our results with those of the noted study may be the difference in the method
and time of application of the product; in one case, ‘pre planting’, and in the other, ‘post planting’, in

an already-established young plant.

BS5, richin N (32.7% w/w; Table 1), caused a significant increase in tree height. Other variables
were also considerably influenced by the application of this biostimulant. Based on the composition
of Table 1 we can consider that the results obtained were related to the high concentrations of some
elements. This fact was also verified in other studies, mainly considering N. Muhammad et al. (2009)
studied the influence of increasing applications of N in almond trees and concluded that additional
contributions of this element favored vegetative growth and productivity. Lopus et al. (2010) noted

thatN fertilization is key in the development of this tree. As in our work, Bi et al. (2003) proved in their

126



study of nur-sery-stock almond trees that applications via fertigation and foliar N application favored

greater vegetative de- velopment, evidenced by a greater number of buds and greater leaf mass.

Characteristics of the radicular system treated with different biostimulants

Our results regarding the radicular system are consistent with those obtained by Zhang & Ervin
(2004), who also observed increases in the weight of the root of peach trees when a fertilizing solution
was applied. Similarly, they detected increases in the mass of the root system when humic acids or
algae extracts, or a combination of both treatments, were applied. There is vast biblio- graphic data
that confirms the effect of humic and fulvic acids on root development and the proliferation of lateral
roots. Recent studies show that treatments with seaweed extract improve the potential of root
development in Arabidopsis (Rayorath et al., 2008), and on the branching of the root system. Vernieri
et al. (2005) prefer biostimulants as the elements that favor development, because they in- crease

both the formation of lateral roots and the total size of the root system.

In the current research study, the control treatment presented higher in-depth exploration of
the soil than the treatments with BS1, BS2, and BS4, and when compared to the tested nutrient
solution. The data are consistent with Williams & Smith (1991), who explain that the number of roots
is greatest in the layer of the most fertile soil. The implementation of all the treatments with the
exception of BS4, induced a change in the distribution of roots, causing bifurcation of the primary to
secondary roots to take place at a greater depth. This change in the distribution of the roots can
possibly influence greater resistance to mild drought, since the absorption systems will be more
effective at greater depth. Zhang & Ervin (2004) confirmed the effect of applying a combination of
humic acids and extracts from algae on the increase of drought tolerance in beet plants. In fact, algae
extracts affect the architecture of roots facilitating the uptake of nutrients by plants. Minor
components of algae extracts, such as alginic acid, have the capacity to form a larger number of
molecular cross-polymers, which improve the water retention capacity of the soil, and therefore
stimulate radicular system growth and soil microbial activity (Chen et al., 2003). There is enough
evidence to indicate that specific amino acids and their derivatives and precursors can induce a
defensive response in plants toward abiotic stressors factors such as drought and high temperatures

(Apone et al., 2010).

The organic stimulants applied were demonstrated to partially promote the growth of both
the vegetative and radicular systems of almond trees, primarily in the combi- nation of GN rootstock
and BS2, composed of OM from corn hydrolysis and containing free amino acids and ex- tracts from

algae, as well as 0.07% zeaxanthins.
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The organic stimulants applied on an individual basis at the tested dose are capable of
substituting traditionally used chemical fertilizers or at least in reducing their use in fertigation
programs for almond trees, principally in the primary developmental stages of a plantation.
Furthermore, the biostimulants tested are compatible with organic agricultural practices. The
application of organic stimulants can maintain good levels of productivity, without the need for
significant applications of synthetic stimulants, thus representing good eco-friendly practice. Given
the observed increase in the radicular system, and therefore in the absorptive capacity of young trees,
the use of organic stimulants of quality is justified as a means for replacing chemical treatments.
Nevertheless, and in line with the results obtained, the mixture of biostimulants with nutritive
solutions and chemical fertilizers could give important results for the growth of almond trees. At the
current stage, biostimulants cannot totally replace chemical fertilizers, but their contribution is

important for the reduction of chemical inputs.
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Capitulo 7

7.1 Discusion general

7.1.1 Caracterizacion fisico quimica del cultivo de almendro

Aunque en los ultimos afos, en Espaiia, se han producido importantes avances en el cultivo
del almendro, muchos de ellos se han basado en la mejora del material varietal, principalmente gracias
a llegada de nuevos cultivares y patrones que han contribuido a mejorar los caracteres agronémicos,
como el rendimiento, la precocidad y la eficiencia (Battle et al., 2017) asi como en la intensificacién y

riego controlado de nuevas plantaciones.

El rendimiento de un almendro depende en gran medida de la interaccion entre el cultivar y
el patrdn, es por tanto clave a la hora de establecer nuevas plantaciones hacer una correcta eleccidn
de ambos materiales, prestando atencién a las condiciones agroclimaticas especificas del lugar de

implantacién y al modelo de produccion concreto a seguir (Lordan et al., 2019).

El uso de patrones es una herramienta ampliamente utilizada en agricultura por su capacidad
de modificar el tamafio y la forma de las variedades injertadas alterando la distancia entre nudos y el

angulo de las ramas y modificando las tasas de crecimiento activo (Ingelese et al., 2002).

En todos nuestros ensayos, el patron GN (GN Garnem) destaco por su mayor vigor vegetativo,
tanto en las muestras de plantas un afio como en las de dos, frente a los patrones GF 677 y RP-R. Estos
resultados concuerdan con los obtenidos Felipe (2009) y Yahmed et al. (2016) que describian a GN
como un patrén muy vigoroso capaz de provocar un mayor volumen de biomasa produciendo mayor
numero de brotes jévenes tal y se ha constatado en nuestro estudio. Lordan et al. (2019) encontraron
gue, en términos de volumen, los patrones GN y GF 677 producen un aumento significativo del tamafio
de la copa de los arboles del cultivar “Marinada” con respecto a otros patrones en estudio como el

RP-R (Rootpac-R).

El drea de la seccidn transversal del tronco fue otro de los pardmetros que se vieron afectados
por el genotipo del patrén. Nuestros ensayos coinciden con los de Bielsa et al. (2016) y Lordan et al.
(2019) en que RP-R y GF 677 producen arboles con menor seccidn de tronco que los injertados sobre
GN. Una mayor seccioén de tronco puede inducir o modificar la altura del arbol, el volumen de la copa,

la estructura de las ramas y la productividad y tamafio de los frutos (Srivastava et al., 2017). Varios
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autores describen una relacién negativa entre el vigor del patrén y la productividad del cultivar en
especies del género Prunus (Zarrouk et al., 2005; Alonso y Espada, 2008; Marra et al., 2013; Font i
Forcada et al., 2012) pero no obstante positiva con el rendimiento acumulado (Reig et al., 2016). Sin
embargo, Lordan et al. (2019) encontraron que los arboles de Marinada injertados sobre GN y sobre
GF 677 presentaban mayores rendimientos desde los estados mas iniciales de la plantacidn hasta los
posteriores y por tanto también mayores rendimientos acumulados y mayores valores econémicos de

la produccion obtenida (entre 42.000 y 49.350 €/ha para GF 677 y GN y 12.000 €/ha para RP-R).

Otro de los efectos en los que el patrén de almendro puede afectar es en la fecha de floracion.
En regiones donde las heladas son comunes, retrasando la floracion gracias a la influencia del patrén
sobre la variedad podemos evitar pérdidas significativas en el cultivo (Tabakov et al., 2018). En los
estudios de Lordan et al. (2019), el injerto sobre RP-R consiguid retrasar la floracion de Marinada y de

Vayro entre uno y dos dias con respecto al patrén GF 677 y GN.

Como ocurre en otros cultivos, el nimero de raices y su distribucion varia en funcién del
genotipo del individuo en estudio siendo el nimero de raices y la arquitectura del sistema radical
factores muy importantes en la estabilidad del arbol (Dupuy et al., 2007). Si nos centramos en el
sistema radical, en nuestra caracterizacidon el patrén que contd con mayor nimero de raices
principales fue GF 677. Ranjbar et al. (2019) encontraron en un reciente ensayo sobre patrones en
diferentes cultivares de almendro que todos los cultivares en estudio injertados en GF-677
presentaban mayor tolerancia a la sequia que aquellos cultivados sobre GN. Otro aspecto importante
gue considerar es la capacidad de absorcién de nutrientes. Se ha observado que en condiciones de
cultivo de stress hidrico y escaso aporte de fertilizantes el patrén GF 677 presenté contenidos foliares
normales para la mayoria de los elementos nutritivos (a excepcidn de nitréogeno, potasio y boro)

(Isaakidis et al., 2004).

En nuestras condiciones de cultivo fue sin embargo el patron RP-R el que destacé por su mayor
numero de raices secundarias. La ramificacion del sistema radical a través de la formacién de raices
secundarias o laterales representa un elemento esencial en la adaptacion del sistema a su entorno
(Bellini et al., 2014) y viene regulada por sefiales hormonales y nutritivas que acttan a nivel local para
inducir o inhibir la proliferacidon de raices (Giehl y Von Wirén, 2014). Gracias a estas respuestas
adaptativas la planta es capaz de aumentar la superficie de contacto con el suelo al aumentar el
numero de raices absorbentes para una mayor captura de recursos (Atkinson et al., 2014). El patrén
RP-R ha demostrado ser tolerante a la clorosis férrica en varios ensayos de campo con relativamente
altos contenidos de cal activa (entre un 8% y 15%) sin expresar ningun sintoma visual de deficiencia

de hierro. Ademas, presenta buen comportamiento en suelos pesados con pH de 8,4 alcanzando las
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hojas de la variedad injertada valores de SPAD (Soil Plant Analysis Development) mas altos que GF 677

o GN (Yahmed et al., 2016; Reig et al., 2020.

En cuanto al poder antioxidante de los patrones de almendro, cabe destacar que la mayoria
de los antioxidantes naturales se producen como mezclas complejas de compuestos que reaccionan
de forma diferente frente a distintos radicales (Zhao et al., 2008; Olszowy y Dawidowicz, 2018), de ahi

gue los andlisis de capacidad antioxidante puedan variar en funcion del tipo de ensayo llevado a cabo.

En nuestro caso coincidiendo con los resultados obtenidos por Floegel et al. (2011), los
ensayos de ABTS (2,2'- azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato)) obtuvieron mayores niveles de
capacidad antioxidante para todas las concentraciones y patrones que los ensayos de DPPH (2,2-
difenil-1-picrilhidracilo). La ventaja del radical ABTS es su alta reactividad y, por lo tanto, su capacidad
de reaccidn frente a una gama mas amplia de antioxidantes (Marecek et al., 2017). Los resultados
sugieren que el ensayo de ABTS refleja mejor el contenido en antioxidantes de los patrones de
almendro que el ensayo DPPH aunque como reportaron Dudonné et al. (2009) y Abramovic et al.
(2018) en sus estudios, en nuestro caso también existe una fuerte correlacidn positiva entre ambos

ensayos.

Las hojas de todos los patrones en estudio presentaron altos porcentajes de inhibicion para
ambos ensayos, siendo la capacidad antioxidante de la hoja de almendro muy superior a la de la
semilla o la de la cascara verde de esta especie (Siriwardhana y Shahidi, 2002). Hemos podido
comprobar en nuestros ensayos que el poder antioxidante de las hojas de almendro es superior al de
las semillas de otros frutos secos como las nueces o las avellanas (Delgado et al., 2010; Chaalal et al.,

2019).

Nuestros resultados en hoja coinciden con los publicados por Oliveira et al. (2008) en cascaras
verdes de nuez donde para concentraciones de 1mg/mL de extracto se obtenian porcentajes de
inhibicién superiores al 80%, con la diferencia de que las hojas de almendro presentan para todos los
casos un EC50 (concentracion efectiva cincuenta) menor y por tanto mayor efecto anti radicales libres

a una menor concentracién de extracto.

A los compuestos fendlicos se les atribuyen multiples propiedades biolédgicas como por
ejemplo la actividad antioxidante dado que pueden actuar tanto secuestrando radicales libres como
evitando su formacién (Leopoldini et al., 2011; Boulanouar et al., 2013). Numerosos estudios destacan
el potencial antioxidante de los fenoles en otras especies vegetales (Kornsteiner et al., 2006; Pereira
et al., 2007; Ferreira et al., 2007; Derakhshan et al., 2018; Idris 2019, Kumari et al., 2019). En el caso

de las hojas de almendro se comprueba esta relacion, en general, observamos que los extractos con
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mayor contenido en fenoles presentan las EC50 mdas bajas, destacando de nuevo los cultivares
injertados sobre el patron GN por encima del resto. Como ya se ha comentado, el contenido en fenoles
de las hojas de almendro es muy superior al de su semilla (Milbury et al., 2006; Delgado et al., 2010)
y su cascara (Prgomet et al., 2019) y al de las semillas o cascaras de otros frutos secos que se han
estudiado en abundancia por su potencial antioxidante en la alimentacién humana como las nueces
de macadamia o los anacardos (Borges et al., 2014), la avellana (Kornsteiner et al., 2006; Delgado et
al., 2010), la nuez de Pecan ( Do Prado et al., 2013), el pistacho (Arcan y Yemenicioglu, 2009; Tomaino
et al., 2010; Ersan et al., 2018) e incluso la nuez (Oliveira et al., 2008; Bolling et al.,2011), que destaca
en todos los estudios por su capacidad antioxidante, del mismo modo las hojas de esta especie
(Miliauskas et al., 2004; Cosmulescu y lon, 2011). Las hojas de almendro de todos los patrones en
ensayo presentaron contenidos en fenoles mucho mas importantes que por ejemplo una conocida

fuente de antioxidantes como es el té verde (Arcan y Yemenicioglu, 2009).

El alto contenido en fenoles de las hojas de almendro no solo tiene un destacado potencial a
nivel alimenticio o nutraceutico (Prgomet et al., 2019; Fernandez-Agulld, 2020), sino que también
puede influir en los mecanismos de defensa de la planta. La contribucidn de los fenoles en la
resistencia a las enfermedades de las plantas se basa en gran medida en su citotoxicidad (Igbal et al.,
2015; Wink, 2017). Puupponen-Pimia et al. (2001) localizaron diferentes compuestos fendlicos
extraidos de la frambuesa y la morera que presentaron actividad antimicrobiana contra dos cepas de

Escherichia coliy una cepa de Salmonella entérica.

En un estudio sobre el secado de la hoja (almond leaf scorch) producido por Xylella fastidiosa
en diferentes cultivares de almendro, Wilhelm (2010) concluyd que la mayor concentracién fendlica
en el fluido del xilema de los cultivares considerados hoy como en mayor o menor medida resistentes
a esta patologia podria disminuir la supervivencia del patégeno durante el invierno. En otro ensayo
con hibridos de almendro Mirisli et al. (2001) encontraron que las muestras de hoja que presentaban
un mayor contenido en quercetina eran mas resistentes frente a la inoculacion de Pseudomonas

amygdali.

Oriyomi et al. (2019) encontraron que existe una estrecha relacién entre la resistencia a las
plantas de maiz frente a Fusarium verticillioides y su contenido en fenoles. Concluyendo que las
plantas responden a la invasidon de patdgenos a través de la activacidn de estrategias de defensa

complejas, como la acumulacién de flavonoides, fitoalexinas y compuestos fendlicos.

En nuestro ensayo el patron GN destaca frente a los patrones RP-R o GF 677 por su mayor
contenido en flavonoides medido en mg de quercetina por gramo de extracto. Tattini et al. (2006)

aluden a una estrecha relacién entre la tolerancia a stress oxidativo y la acumulacidn de flavonoides.
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Las hojas del patron GN llaman la atencién por su apariencia rojiza que proviene de su alta
concentracién en antocianos (Zrig et al., 2011). Entre los flavonoides, los antocianos son pigmentos
altamente solubles en agua derivados de los precursores de los flavonoides a través de la ruta del
acido shikimico (Chalker-Scott, 1999). Estos compuestos protegen a los cloroplastos de las hojas
senescentes y adaptadas a la sombra del stress fotooxidativo producido por la exposicidn prolongada
a altas radiaciones solares (Gould et al., 2002; Alcazar et al., 2010). Dado que los antocianos son
osméticamente activos, su concentracidn en altos niveles puede aumentar la resistencia de las plantas
frente a ciertos estreses gracias a un mayor control osmoético (Chalker-Scott, 2002; lbrahim et al.,
2019; Arispuro et al., 2019). Ademas, se ha demostrado que las hojas con altos indices de antocianos
tienen mayor capacidad antioxidante que las hojas verdes y que los antocianos contribuyen a esta
capacidad en mayor medida que otros compuestos de menor peso molecular (Gould et al., 2002;

Manetas et al., 2016; Duan et al., 2019).

Zrig et al. (2011) concluyeron que el contenido en antocianos juega un importante papel
fisiolégico en la proteccién de los patrones de almendro frente a la salinidad. En su estudio el patrén
GN era capaz de superar la toxicidad salina gracias al uso de los antocianos que abundan en sus hojas
mientras que GF 677 mostraba una buena respuesta frente al stress salino por el alto contenido en

carotenoides de sus hojas.

Como en otros estudios previos relacionados con material vegetal de almendro (Barreira et
al., 2008; Sfahlan et al., 2009) en este ensayo encontramos diferencias significativas en cuanto al
poder reductor de las muestras que derivan de los diferentes genotipos estudiados. En general, los
tres patrones presentaron una alta capacidad de poder reductor con EC50 que no superan en ningun
caso 1,31 mg/ml. Tanto las hojas de GN, RP-R como de GF 677 mostraron a grandes rasgos mayor
poder reductor que la mayoria de los frutos de diversos cultivares de almendro (Barreira et al. 2008).
Ademas, como ocurre en otros estudios todos los extractos mostraron una actividad dependiente de
la concentraciéon aumentando los valores de absorbancia a 700mn segln aumentaba la concentracion
de extracto. El poder reductor de las hojas de todos los patrones superd a los observados por Delgado
et al. (2010) en frutos de almendro, pino pifionero, cacahuete y avellano, aunque solo el patrén GN
presentd mejor poder reductor que los frutos de nogal. Las hojas de estos patrones también
destacaron por su poder reductor frente a los extractos de aceituna de mesa estudiados por Malheiro

et al. (2011) y a los frutos de madrofio analizados por Oliveira et al. (2011).

7.1.2 Incidencia del aporte de bioestimulantes en el cultivo

El desarrollo de las plantas se ve influenciado por multitud de factores tanto endégenos como

exogenos. El aporte de preparaciones nutritivas capaces de estimular el crecimiento mediante su
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actuacién en el metabolismo de la planta, y de mejorar la eficiencia del uso de fertilizantes se ha vuelto

cada vez mas frecuente (Baroccio et al., 2017).

El aporte de nutrientes en los primeros estadios de la planta es un factor clave, especialmente
para las plantulas producidas en contenedores en los que el volumen limitado de sustrato dificulta

seriamente el crecimiento (Landis, 1989).

La fertilizacién afecta tanto al crecimiento vegetativo como radical de las plantas, es capaz de
mejorar el enraizamiento y la capacidad de crecimiento tras el trasplante, y aumenta la resistencia al
estrés hidrico, las bajas temperaturas y a ciertas enfermedades (Grossnickle, 2000; Floistad y

Kohmann, 2004; Lacroix et al., 2017; Kastell et al., 2018).

Ademas, la movilizacidn de reservas internas dota a las plantulas de cierta independencia

frente a la disponibilidad externa de nutrientes (Cherbuy et al., 2001; Zhang et al., 2019; Li et al., 2020).

Estas propiedades resultan indispensables para el establecimiento temprano en campo sobre
todo frente a condiciones desfavorables (Oliet et al., 2005; Salifu et al., 2005; Shi et al., 2017; Andrew
et al., 2018).

En nuestro ensayo, el uso de ambos bioestimulantes promovié especialmente durante el
primer ano el desarrollo de la parte drea de los patrones. Resultados similares fueron obtenidos por
Saa et al. (2015) al aplicar via foliar bioestimulantes de diferentes origenes en una plantacién de
almendro de un afio. En nuestro caso el bioestimulante 2 a base de sustancias humicas y fulvicas
promovidé de manera mas activa el desarrollo vegetativo de todos los patrones en estudio. El aporte
de sustancias humicas propicio el desarrollo vegetativo en los ensayos realizados por Fathy et al.
(2010) en albaricoquero, por Razavi et al. (2019) en pistacho, por Laila et al. (2013) y El-Shazly y Ghieth
(2019) en olivo y por Bahia et al. (2019) en chirimoyo.

Las investigaciones de Zandonadi et al. (2010) concluyen que las sustancias humicas inducen
el crecimiento de las plantas a través de la activaciéon de la membrana plasmatica. De igual forma, la
proliferacién de brotes por sustancias himicas puede deberse al efecto de estos acidos aplicados de
forma exdgena (Mora et al., 2014) obteniendo incluso aumentos del 22% del peso seco de la biomasa
en diferentes especies (Rose et al., 2014). En nuestro ensayo, durante el primer afio y para todos los
patrones, los aumentos de biomasa producidos por el bioestimulante 2 frente al control son muy
superiores al 22% lo que se explicaria por la alta variabilidad del efecto de los acidos himicos en
funcién del origen del material, la especie tratada, el modo y dosis de aplicacidn y las condiciones
ambientales a las que se somete el cultivo (Trevisan et al., 2010) pero también por la posible accién

sinérgica del resto de compuestos del formulado 2 (Yakhin et al., 2017; Gemin et al., 2019).
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Aunqgue en menor medida, el bioestimulante 1 también produjo un aumento en el desarrollo
vegetativo de los drboles de un afio. Halpern et al. (2015) y Baroccio et al. (2017) demostraron que los
aportes de proteinas hidrolizadas son capaces de promover el crecimiento vegetativo y la absorcién
de macro y micronutrientes derivando en un incremento de la productividad de los cultivos. Este
aumento en la biomasa aérea puede atribuirse a un incremento en el contenido de nitrégeno foliar
qgue estimula un mejor proceso de fotosintesis y promueve la traslocacion de los sintetizadores a los

sumideros (Colla et al., 2017).

Los aminodcidos y los péptidos de pequefio tamafio son absorbidos tanto por las hojas como
por las raices para luego translocarse al resto de la planta (Matsumiya y Kubo, 2011; Souri, y Hatamian,
2019). Sin embargo, la disponibilidad de aminoacidos para su absorcion por el sistema radical puede
verse fuertemente disminuida por la accién de los microorganismos del suelo (Wilson et al., 2013; Ma
et al., 2017). Si bien la absorcién depende entre otros de las condiciones del suelo y del tipo de
aminodcido y su concentracion, se estima que Unicamente entre un 6 y un 25% de los aminoacidos
aportados externamente via radicular van a parar a las raices (Moe, 2013). Este hecho podria explicar

la menor incidencia del bioestimulante 1 en el desarrollo de los patrones en estudio.

El aporte de los bioestimulantes también condujo a un aumento de la biomasa radical tanto
en peso como en numero de raices en los individuos de un ano. El aporte de ambos bioestimulantes
logré incrementar el peso de los sistemas radicales de los patrones GF 677 y GN aunque solo el
bioestimulante 2 consiguid este efecto en el patron RP-R. Varios estudios experimentales tanto en
condiciones controladas como en campo abierto han demostrado la relacidon entre el aporte de
proteinas hidrolizadas y el desarrollo de la biomasa del sistema de raices (Schiavon et al., 2008; Ertani
et al., 2009; Halpern et al., 2015; Colla et al., 2017). Los resultados sugieren que el aporte de proteinas
hidrolizadas podria promover la asimilacién de nitrégeno en las plantas a través de una regulacion
coordinada de las rutas metabdlicas de C y N y abre el camino para futuras investigaciones sobre
hidrolizados de proteinas como una herramienta valida para mejorar la eficiencia del uso del nitrégeno
y, como consecuencia, para reducir el uso intensivo uso de fertilizantes inorganicos nitrogenados en

la agricultura.

Algunos estudios indican que los receptores del glutamato en plantas se pueden activar por
otros aminoacidos ademads del glutamato (Forde y Roberts, 2014) y que son capaces de mediar en una
serie de respuestas de la planta como los cambios en la arquitectura de la raiz (en nuestro caso
incremento la distancia entre la raiz principal y la secundaria), en el metabolismo del carbono y en la

fotosintesis.
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Del mismo modo varios estudios han contrastado el efecto de los acidos huimicos y fulvicos
como promotores del desarrollo de raices provocando mayor biomasa e induciendo e incrementando
la formacion de raices laterales. (Rose et al., 2014; Canellas et al., 2002; Canellas et al., 2009; Trevisan
et al., 2010). El hecho de que las raices estén en constante crecimiento y renovacion puede suponer
un mecanismo de defensa de las plantas para superar diferentes tipos de stress (Amador et al., 2012)
de ahi que los bioestimulantes tanto a base de aminoacidos (Kauffman et al., 2007; Maeda y Dudareva,
2012; Okazaki y Saito, 2014; Colla et al., 2014; Teixeira et al., 2017; Perchlik y Tegeder, 2018; Arias et
al, 2019) como de acidos humicos y fulvicos (Canellas et al., 2015; Nardi et al., 2016; Van Oosten et
al., 2017; Ekinci et al., 2019; Bijanzadeh et al., 2019; Acosta-Motos et al., 2019; Saidimoradi, et al.,

2019) sean considerados como mitigadores de la respuesta al stress.

7.1.3 Propiedades biomasicas del material vegetal de almendro

En cuanto al estudio de las propiedades biomasicas del almendro, el poder calorifico bruto
obtenido en nuestros andlisis va en linea con los resultados obtenidos en corteza y cascara de
almendra por Nhuchhen (2012) y Fernandez-Gonzalez (2010) y por Yin (2011) en biomasa aérea. Los
resultados obtenidos son comparables a los de otras especies del género Prunus como indican los
estudios sobre Prunus avium L. (Telmo et al., 2010) o Prunus armeniaca L. (Oz¢imen y Ersoy-

Mericboyu, 2010).

Uno de los mayores inconvenientes en el uso de la biomasa como carburante es su contenido
en humedad, que esta inversamente correlacionada con el poder calorifico de la misma (Zhang et al.,
2010; Irmak, 2019). La biomasa de almendro presentd un contenido en humedad de 8,40%, muy
inferior a la media de otras especies lefiosas (McKendry, 2002), por lo que hace que sea una especie

adecuada para su uso energético.

Son numerosos los estudios que observan una influencia muy alta entre los contenidos de
humedad y los porcentajes de carbono e hidrégeno con el poder calorifico de un material (Telmo et
al., 2010; Callején-Ferré et al. 2011; Huang et al., 2017; Maj et al., 2019). Sin embargo, en nuestro
ensayo encontramos que la variable mas determinante en el poder calorifico del material en estudio
no era su composicién en carbono, hidrégeno y nitrégeno del material sino la variedad, el patrén y

sobre todo la interaccidn patron-variedad.

En nuestro estudio, el cultivar Marcona presentd valores significativamente mas altos que
Vayro en cuanto a su poder calorifico y sus porcentajes en carbono e hidrégeno. Este cultivar ya habia
sido descrito previamente por Velazquez et al. (2017) por su alto contenido en materia seca por lo que

Marcona puede ser un cultivar interesante a la hora del aprovechamiento de la biomasa no solo por
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sus mayores niveles de biomasa en peso por drbol sino también por su alto poder calorifico. En cuanto
a los patrones, se observd una relacién entre el poder calorifico de la muestra y el patrén en ensayo,
el patréon que indujo mayor poder calorifico en ambos cultivares fue el patron GF 305. Si bien las
diferencias entre patrones son significativas, la fuerza de esta relacién (medida a través de los
coeficientes de Pearson) fue mucho mas importante entre las variables variedad y poder calorifico

qgue entre el poder calorifico y el patrén en ensayo.

A pesar de que los contenidos en nitrégeno del almendro son relativamente bajos en
comparacién con otras especies (McKendry, 2002), observamos que el uso de un patrén u otro
modifica esta caracteristica siendo en nuestro estudio el patron GN el que muestra porcentajes de
nitrogeno mas reducidos. El didxido de nitrégeno generado en el proceso de obtencion de energia es
un gas altamente téxico (Laitinen et al., 2016) y contaminante (Fibiger y Hastings; 2016; Ren et al.,
2017) y su emision depende directamente del contenido en nitrégeno de la biomasa por lo que este

debe estar cuanto mas limitado mejor.

Ademas de un correcto uso del material vegetal, tanto en vistas incrementar los rendimientos
de las plantaciones de almendro espafiolas a niveles similares a los de California como a aprovechar
sus residuos a nivel energético, son necesarias mejoras en la adopcién de técnicas de cultivo como la

fertilizacion.

En cuanto a la influencia de la fertilizacion mediante bioestimulantes en las propiedades
energéticas del cultivo, no se observaron diferencias significativas en el poder calorifico de las
muestras en funcion de los diferentes tratamientos aplicados. Estos resultados concuerdan con los
publicados por Ercoli (1999) en los que aportes de fertilizantes nitrogenados en Mischantus spp

produjeron mayor rendimiento de biomasa pero no afectaron al poder calorifico del cultivo.

En el caso del porcentaje de nitrogeno encontramos una fuerte relacién con el tratamiento
bioestimulante aplicado. Este resultado va de la mano con otros obtenidos por Obernberger et al.
(1997), Adamovics et al. (2018); Hamedani et al. (2019) que concluyen que tanto los fertilizantes como
los pesticidas influyen significativamente en los niveles de nitrédgeno de la planta y por tanto en su
biomasa. En nuestro caso encontramos que el tratamiento a base de bioestimulante 1 produjo
mayores contenidos tanto en hidrogeno como en nitrégeno. Estos resultados podrian explicarse
parcialmente por la composicién de los productos, ya que el bioestimulante 1 proporciona
principalmente sacaridos y aminodacidos (triptéfano, glutdmico y GABA), que son moléculas de

absorcion muy répida (Owen et al., 2001).
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Dado que los altos porcentajes de nitrégeno producen un impacto negativo en el medio
ambiente debido a las emisiones de diéxido de nitrégeno (Ren et al., 2017), fertilizantes que
promueven e inducen un aumento del porcentaje de nitrégeno pueden considerarse desventajosos

ambientalmente hablando para usos biomasicos.
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Capitulo 8

El patrén GN destaca por el mayor vigor que induce frente a GF 677 y RP-R tanto en el sistema
vegetativo como radical en los cultivares en estudio. Ademas, de los patrones en estudio, GN
destaca por su mayor poder antioxidante y su mayor contenido en fenoles. Estas propiedades
guimicas son de interés en tanto en cuanto pueden influir en los mecanismos de defensa de

la planta frente a determinados estreses, patdgenos o enfermedades.

El desarrollo vegetativo y la arquitectura del sistema radical del almendro se ven
condicionados por la eleccién del sustrato en la fase de vivero. El uso de fibra de coco en los
primeros estadios de crecimiento de la planta favorece el desarrollo del tronco, el aumento
del peso del sistema radical y la proliferacion de raices absorbentes. El uso de un sustrato a
base de silice, turba y arena favorece el incremento de diametro de las raices principales y
secundarias y promueve el crecimiento en longitud de las raices, haciendo que el arbol sea
capaz de explorar zonas mas profundas del suelo y por tanto podria ser adecuado para

preparar a los plantones frente a un posterior trasplante en secano.

La fertilizacion mediante bioestimulantes tuvo un fuerte impacto en el crecimiento y
desarrollo de los plantones de almendro y permitié acortar la fase de vivero. Si bien los
resultados obtenidos por el bioestimulante compuesto de acidos humicos y fulvicos fueron
superiores, ambos productos favorecieron el crecimiento aéreo del almendro y la

proliferacién de raices.

Desde el punto de vista de los analisis quimicos, los materiales obtenidos de la poda de
almendro tienen caracteristicas apropiadas para su uso como posible fuente de bioenergia
dado que presentan altos poderes calorificos con bajos contenidos de humedad y bajas
concentraciones de nitrégeno y por tanto menor poder contaminante en su empleo para

bioenergia que restos de otras especies de cultivo.

El poder calorifico de las muestras en ensayo se vio mas afectado por la variedad y por el
patrén en el que esta estaba injertada que por los contenidos en carbono, hidrégeno vy
nitrégeno de la muestra. La variedad Marcona y el patréon GF 305 presentaron mayores

poderes calorificos que el resto de cultivares y patrones en ensayo.



6. El uso de bioestimulantes modificé la concentracién en nitrégeno de las muestras, el
tratamiento a base de sacdridos y aminodacidos promovié la acumulacién de mayores niveles
de nitrégeno que el tratamiento a base de acidos himicos y fulvicos y por lo tanto, desde un

punto de vista medioambiental seria menos recomendable.
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