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INTRODUCCION

Durante los dias 10 y 11 de mayo de 2023 ha tenido lugar la Reunién, que, con caracter
itinerante y periodicidad anual, realiza el Grupo de Trabajo de Experimentacion en Viticultura y
Enologia.

Estas reuniones, coordinadas por la Subdireccion General de Calidad Diferenciada y
Agricultura Ecoldgica del Ministerio de Agricultura, Alimentacion y Medio Ambiente, se vienen
desarrollando sin interrupcion desde 1988, salvo los afios 2020, 2021 y 2022 debido a las
restricciones por el COVID, siendo la celebrada en esta ocasidn su 352 edicion.

El Grupo esta integrado por especialistas en viticultura y enologia de las Comunidades
Auténomas y del Estado, incorporandose a lo largo del tiempo significativas personalidades de
la investigacion y la docencia con inquietudes convergentes con el Grupo.

Atendiendo la invitacién efectuada en la anterior Reunién del Grupo, celebrada en
Zaragoza y organizada por CTA del Gobierno de Aragon en abril de 2019, la 352 edicion se ha
realizado en la Estacion de Viticultura y Enologia de Navarra del Gobierno de Navarra,
encargandose de la organizacion el personal de la Seccion de Viticultura y Enologia-EVENA.
Resaltar la excelente organizacién de la Reunién, asi como la hospitalidad manifestada por
todos los organizadores hacia los componentes del Grupo.

Durante las sesiones de trabajo se presentaron y debatieron trabajos relacionados con
las materias previstas en la anterior reunion y otros en turno libre, siempre relacionados con la
actualidad y problematica de la vitivinicultura espafiola, asi mismo se realizé una excelente visita
técnica que han permitido conocer parte de la realidad de vitivinicultura navarra.
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PROGRAMA

Martes 9 de mayo de 2023

20:00 - 21:00. - Recepcion asistentes en Enozentrum.

Miércoles 10 de mayo de 2023

8:30 — 8:45 - Recogida de participantes en Olite y traslado a EVENA. Entrega de documentacién

8:45 — 9:00 - Inauguracion de las jornadas a cargo del Director General de Desarrollo Rural de
Gobierno de Navarra D. Fernando Santafé.

9:00 - 11:00 - Bloque I: Sesiones técnicas

El Registro de Variedades de Vid. Ramén Martinez Garcia, (IMIDA)

Reduccién de la relacion hojas-racimos antes del envero: efectos vegetativos, productivos
y cualitativos, en cv. Verdejo. Jesus Yuste Bombin (ITACYL)

Aptitud enoldgica y rendimiento de variedades de vid recuperadas y adaptadas a zonas
de alta montafia. Joaquin Montenegro Rodriguez (Estacion Experimental de Aula Dei)

La variedad Listan Prieto en la Comunidad de Madrid: entre el pasado y el futuro. Gregorio
Mufioz Organero (IMIDRA)

Oneca, una variedad antigua recuperada e inscrita en Navarra. Alfredo Rueda Diez
(EVENA)

Comportamiento agronoémico y enolégico de la variedad minoritaria Brufial en dos
portainjertos en la D.O. Arribes. José Antonio Rubio Cano (ITACYL)

Nuevas variedades de vid en la Region de Murcia, 2000 - 2023. Historia de una seleccion,
fases y criterios empleados. José Ignacio Fernandez Fernandez (IMIDA)

Parametros fisico-quimicos de vinos obtenidos de variedades resistentes a enfermedades
en La Rioja. Sara I. Blanco Gonzélez, (Universidad de La Rioja)

Secuenciacion metagenomica para evaluar el impacto de 20 afios de aplicacién
continuada de residuos organicos compostados en el funcionamiento del suelo. Lur
Epelde (NEIKER)

Efecto de distintas formas de manejo de la linea sobre el estado nutricional de la vid (Vitis
vinifera L. cv. Tempranillo). Ignacio Martin Rueda (ICVV)
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11:00 -

11:30 -

14:00 -

14:15 -

Implicaciones del uso de herbicidas, laboreo o cubiertas vegetales bajo las cepas sobre la
microbiota del suelo. Maider Velaz Barbarin (UPNA)

¢ Podemos utilizar gemelos digitales para aprender/ensefiar a podar? Monica Galar
Martinez (UPNA)

11:30. - Pausa café. Visita Banco Germoplasma de EVENA.
14:00. - Bloque II: Sesiones Técnicas

Evaluacion de estrategias combinadas de fungicidas quimicos y agua ozonizada en el
control de mildiu: efecto sobre el micro bioma de la hoja y la baya. David Gramaje (ICVV)

Polilla del racimo: 14 afios de seguimiento de la plaga. Carmen Go#fi Gérriz (INTIA)

Efecto del calentamiento global sobre la transpiracion y maduracion del racimo de uva
(Vitis vinifera L.). Andrea Cabodevilla Afra (Universidad de Navarra-BIOMA)

Acciones protectoras viticolas frente al incremento de temperatura asociado al cambio
climatico. Técnicas de sombreado de racimos. Sergio Ibafiez Pascual (ICVV)

Influencia de las cubiertas vegetales en produccion y calidad de la uva en diferentes
sistemas productivos del centro de la Peninsula Ibérica. Andrés Garcia Diaz (IMIDRA)

Influencia de una cubierta vegetal espontanea sobre la concentracion de nutrientes en
peciolo (var. Graciano). Roberto Pérez Parmo (NEIKER)

Efecto combinado del riego y la aplicaciéon de pizarra como acolchado inorganico en la
variedad Mencia. Mar Vilanova de la Torre (ICVV)

Evaluacion de suelos de vifiedo en la DOP Ribeiro bajo distintos tipos de manejo. Pilar
Blanco Camba (EVEGA)

Gestion del riego en parcelas demostrativas de vifia en la Vall del Corb (DO Costers del
Segre). Elisabet Perna Armengol (INCAVI)

Efecto del momento de aplicacion de deshojados en Garnacha en dos campafias
climaticamente diferentes. Nazareth Torres (UPNA)

Impacto de la aplicacion &cido monosilicico a la vid en la composicion quimica de vinos
tintos jévenes de Mencia. Manuel Losada (UPM)

14:15 - Coloquio.

15:45 - Comida.
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16:00 -

18:00 - Bloque Ill: Sesiones Técnicas

La aplicacion foliar de jasmonato de metilo mejora la composiciéon aromatica, fenolica y
nitrogenada de la variedad Tempranillo Blanco en la D.0O.Ca. Rioja. Teresa Garde Cerdan
(ICWV)

Caracterizacion de los vinos de Maceracion Carbonica. Ana Rosa Gutiérrez Viguera
(ICVV)

Influencia del tiempo de criomaceracion sobre la composicion y calidad sensorial de los
vinos de Tempranillo Blanco. Juana Martinez Garcia (ICVV)

Aplicacién de la levadura autoctona Saccharomyces cerevisiae XG3 para la elaboracién
de vino Treixadura en bodegas de la D.O. Ribeiro. Pilar Blanco Camba (EVEGA)

Fermentacion aerobica para reducir el grado alcoholico. Pilar Morales Calvo (ICVV)

Seleccion de levaduras no-Saccharomyces para la elaboracion de vinos tintos. Rocio
Escribano Viana (ICVV)

Lachancea thermotolerans: herramienta biotecnolégica para acidificar y su efecto en el
desarrollo de la fermentacion malolactica. Gemma Roca (INCAVI-IRTA)

Interaccion entre genotipos de vid y productos de control bioldgico basados en especies
de Trichoderma. Ester Abarquero Diezhandino (EVEGA)

18:00 - 20:30 - Traslado y visita a la finca Experimental Bareton y a la Bodega Pagos de Araiz

20:30 - 21:00 - Traslado de vuelta a Olite.

Jueves 11 de mayo de 2023

8:30 - Recogida de participantes en Olite y traslado a EVENA

9:00 - 11:00 - Blogue IV: Sesiones Técnicas

Modificacion del nivel de la relacion pampanos-racimos antes del envero: efectos
vegetativos, productivos y cualitativos, en cv. Verdejo. Jesus Yuste Bombin (ITACYL)

Estudio sobre los efectos del cambio climatico en la calidad y la composicién fendlica de
diferentes variedades de vid. Inmaculada Pascual Elizalde (Universidad de Navarra-
BIOMA)

Control de virus de vid para certificacion sanitaria. Carlos Padilla Martinez (IMIDA)
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Enfermedades viricas en la viticultura: prevalencia de virus de testaje obligatorio y otros
virus en vifiedos. Sara Crespo Martinez (UPNA)

Evaluacion de las caracteristicas de la madera del portainjerto 110 Richter. Ana Villa Llop
(VITIS NAVARRA)

Identificacion del origen molecular de variantes clonales mejoradas de Tempranillo
mediante un estudio de gendémica comparativa. Pablo Carbonell Bejerano (ICVV)

El analisis de la variacion gendmica intra-varietal de Tempranillo Tinto identifica sus
principales rutas de diseminacion en la Peninsula Ibérica. Javier Tello Moro (ICVV)

Garnacha en blanco. Clones navarros para certificar. José Félix Cibriain Sabalza (EVENA)

Situacion actual de la seleccion clonal del cv. Garnacha blanca en el Valle del Ebro:
situacion actual en La Rioja. Elisa Baroja Hernandez (ICVV)

Seleccidn clonal en vid de las variedades Tempranillo y Graciano en el marco del proyecto
europeo VITISAD. Luis Rivacoba (ICVV)

Anélisis de ADN antiguo de vid y su aplicacién en el estudio de restos arqueoldgicos y
herbarios. Carolina Royo Brun (ICVV)

Recursos genéticos para la adaptacion de la viticultura a la crisis climatica. José Miguel
Martinez Zapater (ICVV)

11:00 - 11:30 - Pausa café

11:30 - 13:15 - Sesion Magistral y Conclusiones

Situacion actual de la OIV. Nuevas resoluciones. Manuel Roldan, (MAPA)
Itinerario de la viticultura espafiola en los Ultimos 50 afios. Enrique Garcia Escudero.

Reflexiones sobre la evolucion de la enologia en Espafia en los Ultimos 50 afios. Una
mirada a través del GTEVE. Ernesto Franco Aladrén

13:15 - 14:15 - Cata vinos experimentales.

14:15 - 15:30 - Presentacion de vinos D.O. Navarra y degustacion de productos Reyno Gourrmet.
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RELACION DE ASISTENTES

ABAD ZAMORA, FRANCISCO JAVIER

INTIA

Av. Serapio Huici, 22, 31610 Villava, Navarra 948 01 30 40
jabad@intiasa.es

ABARQUERO DIEZHANDINO, ESTER

Estacion de Viticultura y Enologia de Galicia - EVEGA
Ponte San Clodio, s/n. 32428 Leiro (Orense) 988 48 80 33
ester.abarquero.diezhandino@xunta.gal

ARTEAGAGOITIA RUIZ, URTZI

Estacién de Fruticultura de Zalla.

Diputacién Foral Bizkaia

Avda. Lehendakari Aguirre, n°44. 48860 Zalla - Bizkaia. Telf. 94.639.03.27
urtzi.arteagoitia@bizkaia.eus

BAROJA HERNANDEZ, ELISA

Instituto de Ciencias de la Vid y del Vino (ICVV)

Finca La Grajera. Ctra. Burgos, Km: 6; 26071 Logrofio (La Rioja). 941 89 49 80.
ebaroja@larioja.org

BLANCO CAMBA, PILAR

Estacion de Viticultura e Enoloxia de Galicia (EVEGA-AGACAL)
Ponte San Clodio. 32428. Leiro (Orense) 988 48 80 33
pilar.blanco.camba@xunta.gal

BLANCO GONZALEZ, SARA .

Dpto. de Agricultura y Alimentacion. Universidad de la Rioja
C/Madre de Dios 51, 26006 Logrofio (La Rioja)
sablang@unirioja.es

CABODEVILLA AFRA, ANDREA

Universidad de Navarra-BIOMA. Grupo de Fisiologia del Estrés en Plantas (Unidad Asociada al
CSIC, EEAD, Zaragoza)

Calle lrunlarrea 1, 31080, Pamplona, Espafia. +34948425600 Ext:806227
acabodevill@alumni.unav.es
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CARBONELL BEJERANO, PABLO

Instituto de Ciencias de la Vid y del Vino (CSIC-Gobierno de La Rioja-UR)
Finca La Grajera, Carretera de Burgos km 6, 26007 Logrofio, Espafa

941 89 49 80

pablo.carbonell@icvv.es

CIBRIAIN SABALZA, JOSE FELIX

Seccion de Viticultura. DRyMA - Gobierno de Navarra
Valle de Orba, 34, Olite 31390. 848 43 36 01
jcibrias@navarra.es

CRESPO MARTINEZ SARA

Dpto. Agronomia, Biotecnologia y Alimentacidn, Universidad Publica de Navarra, Campus
Arrosadia, 31006 Pamplona, Navarra, Espafia. 948 16 912

sara.crespo@unavarra.es

DIZY SOTO, MARTA

Dpto. de Agricultura y Alimentacion. Universidad de la Rioja. ICVV
C/Madre de Dios 51, 26006 Logrofio (La Rioja). +34 941 299 748
marta.dizy@unirioja.es

EPELDE SIERRA, LUR

NEIKER-Basque Institute for Agricultural Research and Development. Basque Research and
Technology Alliance (BRTA).

Parque Tecnoldgico de Bizkaia, Parcela 812. Berreaga 1. 48160 Derio (Bizkaia) 627976041
lepelde@neiker.eus

ESCRIBANO VIANA, ROCIO

Instituto de Ciencias de la Vid y del Vino (ICVV) (Universidad de La Rioja, Gobierno de La Rioja,
CSIC)

Finca La Grajera. Ctra. Burgos, Km: 6; 26071 Logrofio (La Rioja). 941 89 49 80.
rocio.escribano@unirioja.es

FERNANDEZ FERNANDEZ, JOSE IGNACIO

Instituto Murciano de Investigacion y Desarrollo Agrario y Alimentario, (IMIDA). Estacion
enoldgica de Jumilla.

Avenida de la Asuncion n° 24, 30520 Jumilla (Murcia) 968757580
josei.fernandez@carm.es

-11 -
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FRAILE CAVA, LAURA

Estacién experimental de Aula dei — CSIC (Zaragoza)
Av. Montafana,1005. 50059 Zaragoza.
Ifraile@eead.csic.es

FRANCO ALADREN, ERNESTO

Centro de Transferencia Agroalimentaria

Av. Movera s/n Zaragoza, 50194 976 586500
efranco@aragon.es

GALAR MARTINEZ, MONICA

Dpto de Agronomia, Biotecnologia y Alimentacion, Universidad Publica de Navarra (UPNA),
Campus Arrosadia, 31006 Pamplona, Navarra

monica.galar@unavarra.es

GARCIA DIAZ, ANDRES

Instituto Madrilefio de Investigacion y Desarrollo Rural, Agrario y Alimentario — IMIDRA
Finca El Encin, Ctra. A-2, Km 38,200, 28800 Alcala de Henares (Spain). Tel. 918879483
andres.garcia.diaz@madrid.org

GARDE CERDAN, TERESA

Grupo VIENAP, Instituto de Ciencias de la Vid y del Vino (CSIC, Gobierno de La Rioja,
Universidad de La Rioja), Finca La Grajera. Ctra. Burgos, Km: 6; 26071 Logrofio (La Rioja).
941 89 49 80.

teresa.garde@icvv.es

GARIJO JIMENEZ, PATRICIA

Instituto de Ciencias de la Vid y del Vino (ICVV)

Finca La Grajera. Ctra. Burgos, Km: 6; 26071 Logrofio (La Rioja). 941 89 49 80.
pgarijo@larioja.org

GOGORCENA AOIZ, YOLANDA

Grupo de Genomica de Frutales y Vid, Estacion Experimental de Aula Dei (EEAD-CSIC), Avda
de Montafiana 1005, 50059 Zaragoza

aoiz@eead.csic.es

GONZALEZ GARCIA, RAMON

Instituto de Ciencias de la Vid y del Vino (ICVV)

Finca La Grajera. Ctra. Burgos, Km: 6; 26071 Logrofio (La Rioja). 941 89 49 80.
rgonzalez@icvv.es
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GONI CASTANARES, IBAI

DRyMA

Gonzalez Tablas n°9 31005 Pamplona
ibai.goni.castanares@navarra.es

GONI GORRIZ, CARMEN

INTIA

Avd. Serapio Huici n® 22 31610 Villava (Navarra). 650 67 58 81
cgoni@intiasa.es

GRAMAJE PEREZ, DAVID

Instituto de Ciencias de la Vid y del Vino (ICVV)

Finca La Grajera. Ctra. Burgos, Km: 6; 26071 Logrofio (La Rioja). 941 89 49 80.
david.gramaje@icvv.es

GUTIERREZ VIGUERA, ANA ROSA

Instituto de Ciencias de la Vid y del Vino (ICVV, Universidad de La Rioja, Gobierno de La Rioja,
CSIC). Finca La Grajera, Ctra. LO-20- salida 13, 26071, Logrofio, Espafia. +34 941 894 980
ana-rosa.gutierrez@unirioja.es

IBANEZ MARCOS, JAVIER

Instituto de Ciencias de la Vid y del Vino (ICVV)

Finca La Grajera. Ctra. Burgos, Km: 6; 26071 Logrofio (La Rioja). 941 89 49 80.
javier.ibanez@icvv.es

IBANEZ PASCUAL, SERGIO

Instituto de Ciencias de la Vid y del Vino (CSIC, Universidad de La Rioja, Gobierno de La Rioja).
Finca La Grajera. Carretera Burgos, km 6. 26071 Logrofio (La Rioja). Apartado Postal N° 1.042 -
26080 Logrofio.

Tfno. 941 05 30 89

sibanezp@larioja.org

JIMENO MENDOZA, KARMELE

Seccién Enologia, DRyMA - Gobierno de Navarra

C./ Valle de Orba, 34. 31390. Olite (Navarra) 848 43 36 01
mc.jimeno.mendoza@navarra.es

LOIDI ERVITI, MAITE

Universidad Publica de Navarra (UPNA)
Campus Arrosadia, 31006 Pamplona, Navarra
maite.loidi@unavarra.es
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LOSADA ARIAS, MANUEL MAXIMINO

Escuela Técnica Superior de Ingenieria Agronémica, Alimentaria y de Biosistemas, Universidad
Politécnica de Madrid, 28040 Madrid

manuelmaximino.losada@upm.es

LOUREIRO RODRIGUEZ, MARIA DOLORES

Estacién de Viticultura y Enologia de Galicia - EVEGA
Ponte San Clodio, s/n. 32428 Leiro (Orense) 988 48 80 33
maria.dolores.loureiro.rodriguez@xunta.gal

MARIN EDERRA, DIANA

Seccion de Produccion y Sanidad Vegetal. DRyMA. Gobierno de Navarra
C/Gonzalez Tablas n°9, 12 planta. 31005 Pamplona (Navarra). 848 426693
diana.marin.ederra@navarra.es

MARTIN RUEDA, IGNACIO

Instituto de Ciencias de la Vid y del Vino, ICVV (CSIC, Universidad de La Rioja, Gobierno de La
Rioja). Servicio de Investigacion Vitivinicola. Finca La Grajera, Ctra. Burgos km 6. 26071 Logrofio
(La Rioja; Espafia).+34 941 053 087

ignacio.martin@icvv.es

MARTINEZ, JOHANN

Universidad de Navarra

Irunlarrea 1,E 31008, Pamplona, Navarra
Universidad de Navarra
johannml@gmail.com

MARTINEZ APPIOLAZA, LILIANA

Universidad Nacional de Cuyo. Mendoza (Argentina)

Dpto. de Agricultura y Alimentacion. Universidad de la Rioja.
C/Madre de Dios 51, 26006 Logrofio (La Rioja).
Imartinez@fca.uncu.edu.ar

MARTINEZ GARCIA, JUANA

Instituto de Ciencias de la Vid y del Vino (Gobierno de La Rioja. CSIC. Universidad de La Rioja).
Servicio de Investigacién Agraria y Sanidad Vegetal. Finca La Grajera Ctra Burgos Km. 6. 26071
Logrofio (La Rioja).

jmartinezg@larioja.org
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MARTINEZ GARCIA, RAMON

Instituto Murciano de Investigacion y Desarrollo Agrario y Medioambiental (IMIDA)
C/ Mayor s/n, 30150 La Alberca (Murcia). Teléfono: 968 101149
ramon.martinez8@carm.es

MARTINEZ ZAPATER, JOSE MIGUEL

Instituto de Ciencias de la Vid y del Vino (ICVV)

Finca La Grajera. Ctra. Burgos, Km: 6; 26071 Logrofio (La Rioja). 941 89 49 80
zapater@icvv.es

MENENDEZ MENENDEZ, CRISTINA
Universidad de la Rioja

C/Madre de Dios 51, 26006 Logrofio (La Rioja)
cristina.menendez@unirioja.es

MONTENEGRO RODRIGUEZ, JOAQUIN
Estacion Experimental de Aula Dei (EEAD),
Avda de Montafiana 1005, 50059 Zaragoza
jmontenegro@eead.csic.es

MORALES CALVO, PILAR

Instituto de Ciencias de la Vid y del Vino (CSIC, Gobierno de la Rioja, Universidad de La Rioja),
Finca La Grajera, Carretera de Burgos km 6, 26007 Logrofio, La Rioja, Espafia. 941894984
pilar.morales@icvv.es

MORALES IRIBAS, FERMIN

Instituto de Agrobiotecnologia — CSIC

Av. de Pamplona, 123, 31192 Mutilva Baja, Navarra
fermin.morales@csic.es

MOTILVA CASADO, MARIA JOSE

Instituto de Ciencias de la Vid y del Vino (ICVV)

Finca La Grajera. Ctra. Burgos, Km: 6; 26071 Logrofio (La Rioja). 941 89 49 80
motilva@icvv.es

MUNOZ ORGANERO, GREGORIO

Instituto Madrilefio de Investigacion y Desarrollo Rural, Agrario y Alimentario (IMIDRA),
Finca El Encin, Ctra. A-2, Km 38,200, 28800 Alcala de Henares (Spain). Tel. 918879483
gregorio.munoz@madrid.org
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ORIA OSTIZ, IZASKUN

Seccidn de Viticultura y Enologia. DRyMA - Gobierno de Navarra
Calle Valle de Orba, n°34. 31390 Olite (Navarra)
izaskun.oria.ostiz@navarra.es

PADILLA MARTINEZ, CARLOS

Instituto Murciano de Investigacion y Desarrollo Agrario y Medioambiental (IMIDA).
C/Mayor s/n, 3150 La Alberca (Murcia). TIf: 968368583
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DESARROLLO DE LA REUNION

La Reunion se ha desarrollado en todos los aspectos de forma &gil y organizada. La
documentacién e informacion facilitada en el transcurso de la reunién se compartié mediante un
enlace a una carpeta compartida en Google Drive.

La inauguracion de las jornadas corri¢ a cargo de D. Fernando Santafé Aranda, Director
General de Desarrollo Rural de Gobierno de Navarra quien manifesto su gratitud por la eleccion
de Navarra como sede de la 352 reunién del GTEVE. En sus palabras de bienvenida valoré el
Grupo de Trabajo y la puesta en comun de la experimentacion e investigacion que se lleva a cabo
en los diferentes Centros.

A la reunién han asistido 80 técnicos e investigadores de 25 Centros tecnoldgicos y

empresas. Se han presentado un total de 48 comunicaciones orales, 33 de viticultura, 12 de
enologia, 3 transversales, y se dictaron 3 conferencias magistrales en el cierre de la Reunion.
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CONCLUSIONES

El Grupo agradece a EVENA la calida acogida, asi como su hospitalidad y atencién
recibida durante la 352 Reuni6n, en particular a los técnicos, personal y responsable que han
hecho posible que la reunion se desarrolle de forma magistral y con gran eficiencia.

Como en las ultimas reuniones, ha sido de gran interés la actualizacion de los trabajos
conjuntos entre los Centros de Aragon, Catalufia, Navarra y Rioja relativos a los diferentes
estadios en la que se encuentra la seleccion clonal de la variedad Garnacha Blanca, poniendo al
dia la situacion del proyecto en cada comunidad autonoma.

Como se puso de manifiesto en anteriores reuniones, el grupo sigue teniendo gran
interés por el material vegetal y la diversidad genética de variedades y clones. Se han presentado
ocho comunicaciones que abordan aspectos viticolas y enologicos relacionados con clones
varietales de Tempranillo, variedades minoritarias como Oneca, Brufial y Listan negro y los
cruces de Monastrel con C. Sauvignon, Syrah, Tempranillo, Barbera y Verdejo.

En diez comunicaciones se han estudiado técnicas de manejo del vifiedo como el riego,
operaciones en verde en el vifiedo, y la influencia de las cubiertas vegetales.

En cuatro comunicaciones se han abordado aspectos relativos a la crisis climatica y la
vitivinicultura. Como esta impacta sobre la composicion fendlica de la produccion, y acciones de
control de la canopia en situacion de aumento de temperatura del racimo, fueron temas
abordados.

En cinco comunicaciones se han trataron aspectos relativos a las enfermedades del
vifiedo, incluida las relativas a la madera. En este aspecto, hacer referencia a la Guia de
enfermedades de madera de vid, que se ha incorporado en la tltima publicacién, y que recopila
los trabajos que se desarrollan por parte de los miembros del GTEVE y que coordind David
Gramaje.

Cuatro comunicaciones microbiologicas abordan aspectos relacionados con levaduras
saccharomyces y no saccharomyces, asi como la reduccion de alcohol mediante fermentacion
aerdbica y acidificacion bioldgica.

En cinco comunicaciones se han abordado aspectos de calidad enolégica y sensorial de
diferentes manejos de la vinificacion o de la aplicacion de elicitores.

Tres comunicaciones muy concretas versaron sobre aspectos importantes como, el
analisis de ADN antiguo de vid, la caracterizacion de madera de portainjertos, y la metodologia
para el registro de variedades de vid.

De especial interés ha sido la visita, en la mafiana de la primera jornada, al conservatorio
de variedades de vid que Evena tiene en sus instalaciones, en la que los anfitriones explicaron
la organizacién del conservatorio de cepas, y los trabajos para su conservacion, manejo y
ampliacion. En la actualidad cuenta con 284 entradas de plantas, que corresponden con 66
variedades de las cuales 10 son desconocidas.
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En la tarde de la primera jornada, se visit6 el vifiedo experimental de Baretdn gestionado
por la Seccién de Viticultura y Enologia de EVENA, donde pudimos conocer los distintos ensayos
de material vegetal, cubiertas, abonado orgéanico, etc. Se esbozaron aspectos de los proyectos
que tienen en marcha desde la Seccion, y se aport6 informacion sobre la gestion de la parcela
como modelo de transformacién de secano a regadio del canal de Navarra, y modelo de gestion
integrada de plagas. Posteriormente se realiz6 la visita a la bodega Pagos de Araiz de la familia
Masaveu. Una finca de 150 hectareas de vifiedos de distintas variedades de uvas (tempranillo,
graciano, garnacha, merlot, cabernet sauvignon y syrah), en donde amablemente fuimos
invitados a probar los vinos correspondientes al Pago.

En la jornada del jueves, a primera hora continuaron las comunicaciones programadas
que precedieron a las conferencias magistrales. En este punto, se incorporaron al grupo los
Eméritos del vino, antiguos participantes del GTEVE, que coordina nuestra compafiera Monserrat
Ifiiguez, y que en esta ocasion han querido acompafarnos en la jornada final.

Tres fueron las intervenciones magistrales que tuvieron lugar. La primera a cargo de
Manuel Roldan, del MAPA, sobre la situacion actual de la OIV y nuevas resoluciones que se
aprobaran en el proximo Congreso en Jerez. Remarco la importancia que para la vitinicultura
tienen dichas resoluciones, dado que posteriormente se trasponen a la normativa de UE. Otro
aspecto importante fue la invitacion que realiz6 a los técnicos e investigadores que participan en
el GTEVE, para que se incorporen a la Comisién Espafiola de OIV, destacando la importancia de
esta comision en las resoluciones que se aprueban.

La segunda intervencion corrié a cargo de nuestro compafiero Enrique Garcia-Escudero,
quien abordd una exposicion sobre lo que entiende como “ltinerario de la Viticultura espafiola en
los Ultimos cincuenta afios”. A lo largo de su charla, nos comentaba que la transformacion del
cultivo de la vid para vinificacion en este periodo, podria considerarse en cierto modo como una
concatenacion en el tiempo de palabras claves, tales como: produccion, calidad, medio ambiente,
cambio climatico y sostenibilidad, que representan una sucesion de escenarios que en gran
medida han determinado los cambios operados a lo largo de este periodo en lo que al cultivo de
la vid se refiere, y que han supuesto una auténtica revolucion basada en la tecnologia, en la
creciente preocupacion medioambiental y en las demandas de un mercado cada dia mas
comprometido, exigente y conocedor del vino que consume. Un camino recorrido, en el que se
ha compatibilizado el desarrollo tecnolégico, frente a una falta de profesionalizacion del sector en
los primeros momentos, y la necesidad de mantener y mejorar los criterios de calidad de la uva
en un sentido mas amplio, es decir, no solo teniendo en cuenta los atributos habitualmente
considerados de su nivel de maduracidn y de su estado sanitario, sino también todo aquello que
actualmente se identifica con el respeto al medio ambiente, la seguridad, la salud o con la
tipicidad de los vinos, entre otros. Asimismo, resulta importante considerar como la evolucion del
cultivo de la vid ha venido marcada por una normativa muy restrictiva, que en ocasiones se ha
convertido en un factor limitante para su desarrollo y que persiste en la actualidad, muy ligada a
las exigencias medioambientales y de calidad.

En este itinerario, identifico tres etapas que han venido marcadas por cambios
sustanciales en lo que a la concepcién de la viticultura se refiere. De esta manera, se refirio a
una primera etapa de viticultura tradicional, como la que existia en la Espafia de los afios setenta,
y que constituy6 el punto de partida de esta trasformacién; posteriormente, hablé de una
viticultura con un matiz intensivo, cuyo objetivo primordial pasaba por la mejora de la produccion
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y de la disminucién de los costes de cultivo; para finalmente, centrar su atencion en el modelo de
viticultura de calidad y de sostenibilidad que vivimos actualmente, y que en muchas regiones
viticolas sigue conviviendo con el modelo de viticultura intensiva.

La tercera conferencia “Reflexiones sobre la evolucién de la enologia en Espafia en los
ultimos 50 afios. Una mirada a través del GTEVE” la dicté Ernesto Franco Aladrén. Describio
como la enologia en 1979, en particular por la baja tecnificacion de las bodegas, afectaba
negativamente a localidad del vino. En 1983, el INDO propone un Plan de Mejora de la Calidad
de los vinos espafioles, e incentiva la creacién de Centros Enolégicos. Enmarcado en esta
estrategia, en enero de 1987 en una reunion del INDO, se crea el GTEVE con el objetivo de
compartir las experiencias entre los centros de viticultura y enologia. Asi, en 1988 tuvo lugar la
primera reunién en Madrid que han continuado hasta hoy. En 2023 ha tenido lugar la 352 reunion.
En 1993 comienza la publicacion ordinaria de las actas de las reuniones, y extraordinariamente
se han venido publicando separatas tematicas como la de cubiertas vegetales, levaduras no
scharomyces, y enfermedades de madera de vid. Especial incidencia en el grupo tuvo la
formacion en analisis sensorial por parte del INDO, y las degustaciones que de modo sistematico
se han realizado en las reuniones del GTEVE. En un futuro, posiblemente la metabolomica y su
aplicacion a las préacticas enoldgicas, jugara un papel importante en el avance del conocimiento
del vino.

El Grupo después del debate de las comunicaciones, presenta las siguientes
recomendaciones:

e Seguir recomendando a los diferentes centros el estudio de las levaduras no
Sacharomyces, en particular con las variedades autdctonas y nuevas aplicaciones de las
mismas.

e Remitir al MAPA las experiencias de enologia que afecten a préacticas en fase de
autorizacién o aquellas que modifican las condiciones de aplicacion de cuando fueron
autorizadas.

e Animar el trabajo que cuatro centros estan realizando conjuntamente en la seleccion
clonal de la variedad Garnacha Blanca. Coordinando los trabajos D. José Félix Cibriain,
del Departamento de Desarrollo Rural y Medio Ambiente del Gobierno de Navarra y
cuando la seleccién concluya editar la Guia de la seleccién con los clones mas
destacados.

e Recomendar a los diferentes centros la continuacion de la recopilacién de informacion
sobre variedades minoritarias de vid para robustecer la “Guia de Variedades
Minoritarias”, en aspectos viticolas y enoldgicos, al objeto de ir perfilando una revision
que incorpore caracteres novedosos de las variedades, tal que: menor grado alcohdlico,
tolerancia a esteres tanto abidticos como bidticos, etc.

= Durante el debate se hizo referencia a la crisis climatica, y se insistié en robustecer la
recopilacion de los trabajos que en diferentes ambitos de la viticultura como: practicas
de cultivo, variedades, portainjertos, clones, tratamientos de vifiedo, y desde el ambito
de la enologia como: levaduras y bacterias, tratamientos fisicos de mostos y vinos, etc.,
que afecten a los parametros de los vinos, en especial a los que se modifican
sustancialmente por los efectos del cambio climéatico, como es la concentracidn de azucar
y polifenoles.

e Se insistio nuevamente sobre la sugerencia al MAPA de la aceleracion de los tramites
para la certificacion por Oficina Espafiola de Variedades Vegetales (OEVV) de las
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variedades minoritarias y se sugirié la necesidad de generar una nueva Guia de
variedades recuperadas y que ya se hayan introducido en la lista de variedades
comerciales.

e En el debate se vio la necesidad de coordinar, al menos entre los centros, la asignacion
de nombres a variedades recuperadas y que se encuentran en las colecciones de los
Centros, dado que este aspecto es muy importante para el futuro comercial de las
variedades. El primer contacto se realizara en fechas préximas, de coordinar y proponer
fecha para reunion se encargara D. Gregorio Mufioz.

No hubo una propuesta para la sede de la préxima reunion, quedando pendiente la futura
sede, que debera gestionar el Coordinador.

Por razén de la jubilacion del actual coordinador Ernesto Franco, el grupo aprobd que
sea Félix Cibriain Sabalza quien asuma la coordinacion del GTEVE.

Agradecer la asistencia a la Reunion de todos los participantes y especialmente a los
eméritos y a los que han dictado las conferencias, asi como a EVENA por la acogida en sus
instalaciones y en particular al personal de la misma por su dedicacion y profesionalidad en la
organizacion de la reunién. A Bodegas Pagos de Araiz por el tiempo y entusiasmo dedicado en
la visita y la degustacién de los distintos vinos que se presentaron, reflejo de aquellos que se
producen en la D.O.Navarra. A Reyno Gourmet y a la D.O. Navarra por la degustacion de los
productos gastronémicos navarros y sus vinos.

Como colofén a la reunion de especial interés ha sido la visita, a la bodega experimental
de EVENA y la cata de distintos vinos de varios Centros de variedades recuperadas y
conservadas en los diferentes Bancos de Germoplasma autondmicos. La jornada concluyo con
una degustacion gastrondmica navarra.

El Grupo felicito a Félix Cibriain como nuevo coordinador del Grupo y ha agradecido, con
reconocimiento y afecto, a Ernesto Franco la coordinacién del Grupo en los ultimos 15 afios.

Ambos han dado las gracias por las muestras de aprecio y manifiestan su total disponibilidad
hacia todos los miembros del GTEVE.

En Olite y Zaragoza a once de octubre de dos mil veintitrés

Los Coordinadores del Grupo

Ernesto Franco Aladrén Félix Cibrigin Sabalza
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Acciones protectoras viticolas frente al incremento de temperatura asociado
al cambio climatico. Técnicas de sombreado de racimos

Sergio Ibafiez y Luis Rivacoba

Instituto de Ciencias de la Vid y del Vino (CSIC, Universidad de La Rioja, Gobierno de La Rioja). Finca La Grajera.
Carretera Burgos, km 6. 26071 Logrofio (La Rioja). (Apartado Postal N° 1.042 - 26080 Logrofio). Tfno. 941 05 30 89;
e-mail: sibanezp@larioja.org

Resumen

El efecto del incremento de la temperatura y de la radiacion asociado al cambio
climatico puede ocasionar dafios en bayas y racimos expuestos a estos factores extremos,
contribuyendo en gran medida a la reduccion del potencial enolégico de la vendimia en
términos de madurez, color o caracteristicas organolépticas. Con el objeto de mitigar estos
impactos, se ha planteado la técnica del sombreado de los racimos de la vid mediante
mallas de proteccion. La experiencia planteada en este trabajo se ha centrado, durante los
afnos 2021 y 2022, en la variedad Graciano que, en ciertas condiciones de cultivo, resulta
sensible a sufrir golpe de sol o asurado.

Los resultados obtenidos han mostrado que la instalacion de mallas de sombreado
ha reducido notablemente la temperatura del racimo, evitando igualmente los dafios por
golpe de sol. En cuanto a los resultados en los parametros productivos y de calidad del
mosto y del vino, se han visto condicionados, en gran medida, por las caracteristicas
meteoroldgicas de las campanas estudiadas, siendo especialmente relevante la
disminucién del rendimiento unitario del tratamiento testigo en 2022.

1. Introduccién

El cambio climatico es una realidad que, hoy en dia, pocos ponen en duda y que se refiere
a la alteracion del clima debido, directa o indirectamente, a la actividad humana que modifica la
composicion de la atmdésfera, afectando entre otros aspectos a la distribucion y desarrollo de la
vegetacion y los ecosistemas. Es cierto que el clima es ciclico y que histéricamente en nuestro
planeta se han sucedido periodos de tiempo con escenarios ambientales cambiantes. El problema
reside en que estos ciclos se estan acelerando con gran intensidad y, para la mayoria de seres
Vivos, resulta complicada la adaptacion a este ritmo tan rapido.

La vid no es una excepcion, y la modificacion del clima de una regidn puede condicionar
tanto las caracteristicas del mosto y del vino obtenidos como su calidad y tipicidad, ya que
variaciones en parametros como la radiacion, la temperatura o el régimen de precipitaciones que
traen consigo el cambio climatico, afectan directamente al desarrollo y a la fisiologia de la planta
(van Leeuwen et al., 2019).

Posiblemente, una de las consecuencias del cambio climatico con mas impacto en la

viticultura sea el incremento de la temperatura (Ghiglieno et al., 2020). En general, este aumento
térmico tiende a producir un adelanto en el proceso de acumulacion de azucar en la baya, haciendo
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que la maduracion se produzca en un periodo del ciclo mas calido y causando, de este modo,
desequilibrios en el fruto que pueden perjudicar a ciertas propiedades cualitativas como el color,
la acidez o las caracteristicas organolépticas del mosto y del vino (Ramos y Martinez de Toda,
2020). Ademés, hay que considerar que los racimos son bastante sensibles a las temperaturas
elevadas y que, en situaciones de estrés severo, podrian alcanzar una temperatura hasta 15°C
superior a la del aire por falta de transpiracion. Asimismo, existe un indicador, como es el nimero
de dias con temperaturas maximas por encima de 35°C, que se esta viendo intensificado con el
cambio climatico, correlacionandose en gran medida con efectos fisioldgicos negativos en la vid
(Ollat et al. 2021).

Todos estos efectos, ligados al incremento térmico estival, son mas notorios en algunas
variedades especialmente sensibles como Graciano que, en ciertas condiciones de cultivo, son
susceptibles de sufrir golpe de sol 0 asurado, un dafio que provoca una decoloracion en las bayas
de tono amarillo, dorado o pardo, llegando en ocasiones a estar acompafiado de una
deshidratacion de la misma que puede ocasionar, incluso, agrietado o pasificacion (Ibafiez et al.,
2022).

Ante esta situacion, tenemos la necesidad de encontrar mecanismos y herramientas en
viticultura que den respuesta a este nuevo escenario, planteando soluciones apropiadas para
estas nuevas condiciones. Una de las alternativas de manejo del cultivo, que permite evitar que
los racimos reciban una exposicion excesiva, es el empleo de redes de sombreado, con capacidad
protectora ante la radiacion ultravioleta, instaladas para evitar tanto los efectos de las altas
temperaturas como los impactos directos que éstas pueden ocasionar a los racimos (Oliveira et
al., 2014 y Dufourcq et al., 2022).

En el presente trabajo, se ha buscado analizar el efecto de estas redes de sombreado
para mitigar el impacto de las altas temperaturas sobre la vid y, concretamente, en la variedad
Graciano, caracterizando asimismo la incidencia en el rendimiento, en la composicion de la uva y
del vino y en las caracteristicas organolépticas de éste.

2. Material y Métodos

El trabajo se ha desarrollado en un vifiedo localizado en Cenicero (La Rioja), propiedad
de Bodegas La Rioja Alta, plantado en 2016 con la variedad Graciano sobre el portainjerto SO4 y
conducido en doble cordén Royat con un marco de plantacién de 2,60 x 1,20 m. Las lineas de
espaldera se disponen en una orientacion norte-sur, con desviacion de -35°.

El ensayo se ha llevado a cabo durante las campaas 2021y 2022. En la primera de ellas,
se establecieron tres tratamientos: T- testigo; M50- malla de sombreado del 50% y M70- malla de
sombreado del 70%. En 2022, se decidio ampliar la experiencia con dos tratamientos mas, MP50
y MP70, en los que la colocacion de la malla fue parcial en el tiempo, retirandose dos semanas
antes de la fecha de vendimia, con el objeto de observar si, de este modo, se podia mejorar la
maduracion fendlica de la uva, manteniendo la proteccién durante la época de maduracién. En
todos los tratamientos con malla, ésta fue fabricada en polietileno de alta densidad, con proteccion
contra la radiacion ultravioleta, y con un metro de altura, colocandose en la cara oeste de la
espaldera, tras el cuajado de la vid, protegiendo principalmente la zona de racimos expuesta al sol
de la tarde. Los tratamientos se plantearon con tres repeticiones y treinta cepas por repeticion.
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La influencia de la red de sombreado sobre la temperatura del racimo se ha evaluado a

través de mediciones con una camara termogréfica (Testo 885). Esta cdmara ofrece una imagen
térmica de los objetos que visualiza en funcion de las emisiones de radiacion infrarroja de estos,
donde cada pixel proporciona un dato de temperatura, obteniéndose la temperatura de toda la
superficie del racimo fotografiada y no solo de un punto concreto. Se consideraron tres momentos
para analizar la temperatura de los racimos de los distintos tratamientos, todos ellos entre los
estados fenoldgicos de envero y maduracion: los dias 5y 25 de agosto y 27 de septiembre en
2021 y los dias 20 de julio y 10 y 30 de agosto en 2022. En el primer afio, la medida del 5 de
agosto se realizd centrada a las 12:30h, sin que el sol incidiera aun en la cara oeste de la
espaldera, mientras que los dos restantes se plantearon a las 17:30h, para analizar el efecto
térmico en dicha cara al recibir la luz solar. En 2022, y con la experiencia previa de la campafa
anterior, se decidié tomar medidas en las dos franjas horarias para cada una de las jornadas
analizadas. Los datos medios de temperatura del racimo se obtuvieron a partir de cinco imagenes
por tratamiento, repeticion y hora y dia de medicion.

En el momento de vendimia, para cada tratamiento y repeticion, se evaluaron los
siguientes componentes de la produccién: el rendimiento unitario (kg/cepa), el nimero de racimos
por cepa, el peso medio del racimo (g) y el peso de 100 bayas (g). Asimismo, se recogieron
muestras de bayas con objeto de analizar los parametros que intervienen en la acidez del mosto:
pH, &cido malico (g/l), acido tartarico (g/l) y potasio (mg/l). También en la cosecha, se efectud una
estimacion de los dafios producidos en racimos por el efecto del golpe de sol. Para ello, se realiz6
una valoracion visual e individual de todos los racimos recolectados (cerca de 300 por tratamiento
y repeticién) en funcion del porcentaje aproximado de bayas afectadas en el total de cada racimo,
obteniendo informacion de la cantidad de racimos afectados y de la intensidad de ese dafio en el
conjunto del racimo.

Todos los tratamientos se vendimiaron de forma separada, realizando después la
microvinificacion de los mismos en depésitos de 100 litros, aplicando una elaboracién tradicional
para vinos tintos en la que la uva fue despalillada, estrujada y sulfitada, inoculando tras ello
levaduras secas activas para lograr una fermentacion alcohdlica homogénea y eficaz.
Posteriormente, se realizd una siembra de bacterias seleccionadas para inducir la fermentacion
malolactica. Una vez finalizada esta fermentacion, y tras estabilizar en frio y sulfitar el vino, se
procedio a analizar los vinos resultantes, determinando grado alcoholico (%vol), contenido en
antocianos (mg/l) e indice de polifenoles totales (IPT 280 nm). Los vinos fueron sometidos a un
analisis organoléptico por parte de un panel de seis catadores expertos.

El analisis estadistico de los datos resultantes se ha efectuado con el programa IBM
SPSS, version 29. Se han aplicado técnicas de andlisis de la varianza (ANOVA) con el fin de
conocer si existen diferencias en los distintos parametros estudiados en funcion del tratamiento
planteado. En los graficos adjuntos, los asteriscos se refieren al nivel o grado de significacion (g.s.).
Asi, *: p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001 y n.s.: no significativo. Por su parte, las letras distintas que
siguen a los valores de cada variable, sirven para reflejar las diferencias entre tratamientos,
estimadas mediante el test de separacion de medias de Tukey.
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3. Resultados

Analizando las temperaturas de los racimos de los distintos tratamientos y campafias
estudiadas, se puede observar que han disminuido de forma significativa, en todas las fechas y franjas
horarias estudiadas, por el efecto protector de las redes de sombreado (Tabla 1). Incluso en momentos
en que los racimos no reciben directamente la radiacion, como las medidas tomadas a las 12:30 h, la
red ha conseguido reducir una media de 1,62 °C con respecto al testigo, reflejando de este modo la
accion continuada de la radiacidn solar sobre los racimos que ofrecen una mayor exposicion, como es
el caso de los racimos del tratamiento testigo. Por su parte, en las medidas centradas en las 17:30, las
diferencias han sido mucho méas acusadas, llegandose a reducir la temperatura, con respecto a los
racimos testigo, en mas de 6 °C con la malla de 50% en 2021 y con una media de 3 °C en el conjunto
de las dos campafias analizadas. Las diferencias entre los dos tipos de mallas no han sido
significativas, si bien en la mayor parte de casos se ha logrado un mayor efecto refrigerante con M50
que con M70, a pesar de que este ultimo tratamiento el que tedricamente cuenta con un porcentaje
mas elevado de sombreado. Posiblemente, esto haya sido debido a una combinacién mas eficaz de
proteccion y aireacién con la malla de 50% que con la de 70%.

Tabla 1. Temperatura media del racimo (°C)

afio 2021 2022

dia 5-ago 25-ago | 27-sep 20-jul 10-ago 30-ago

hora 12:30 17:30 17:30 12:30 17:30 12:30 17:30 12:30 17:30
T 2597 a 38,73 a 28,31a 28,71a 30,56 a 31,89a 33,71a 32,75a 36,35a

M50 2480b 3242¢ 26,36 b 26,69 b 28,76 b 30,21b 32,03b 30,39b 3243b
M70 2535ab | 3385b 26,03b 27,14 b 29,01b 30,38 b 32,20 b 30,80 b 32,66 b

g S * F*kk *kk Hkk *kk *kk Fkk Fkk F*kk

g s *kk kkk

La estimacion de los dafios en racimos por golpe de sol ha ofrecido resultados muy
relevantes (Tabla 2). Asi, se detectd que en 2021 algo méas del 10% de los racimos del tratamiento
testigo sufrieron dafios por golpe de sol, en mayor o0 menor medida, alcanzando mas del 50% en
2022, un afio especialmente intenso en cuanto a temperatura estival. Mientras, en los tratamientos
en los que se instalé malla, apenas se experimentd deterioro alguno en 2021 y se situ6 en torno
al 15% en 2022. Por su parte, el dafio total del racimo o de bayas del racimo afectadas, no lleg6 a
superar el 1% en 2021 para el tratamiento testigo, alcanzando casi el 13% en 2022. Por el
contrario, los tratamientos establecidos con malla tuvieron una incidencia, mayoritariamente, por
debajo del 1%.

Tabla 2. Daio en racimo por golpe de sol

Racimos dafiados por golpe de sol (%) Dafio total del racimo (%)
2021 2022 2021 2022
T 10,64 a 53,26 a 141a 1293 a
M50 0,11b 18,94 b 0,01b 1,07b
M70 047b 1495b 0,03b 0,89b
MP50 - 15,02 b - 0,84 b
MP70 - 16,00 b - 091b
gs *kk *% *kk *%
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Considerando los valores obtenidos en los parametros productivos del ensayo (Tabla 3),
cabe sefialar las escasas diferencias observadas en 2021 para el conjunto de los componentes
determinados. Por el contrario, en 2022 el rendimiento unitario (kg/cepa) afecto significativamente
al testigo, que sufrié una disminuciéon media préxima al 30% con respecto al resto de tratamientos
cubiertos con malla. En este sentido, los dafios por golpe de sol en el tratamiento testigo fueron
especialmente severos en esta campania, repercutiendo principalmente en el peso del racimo,
debido a mermas relevantes sufridas por marchitamiento, quemaduras o desecacion. Esta
depreciacion cuantitativa del racimo debe considerarse, en buena medida, de cara a interpretar
posteriormente su posible incidencia en los valores cualitativos obtenidos en el mosto y en el vino.

Tabla 3. Componentes de la produccion

N° racimos/cepa Kg/cepa Peso racimo (g) Peso 100 bayas (g)
2021 2022 2021 2022 2021 2022 2021 2022
T 11,06 12,23 3,08 348b 278,56 288,01b 161,87 143,15
M50 11,22 12,89 3,21 4,50 a 286,20 349,37 a 158,70 148,18
M70 11,05 11,83 3,15 421ab 284,20 357,07 a 161,57 141,67
MP50 - 13,24 - 4,88a - 368,93 a - 149,80
MP70 - 11,96 - 4,40 ab - 367,56 a - 150,78
g.s. n.s. n.s. n.s. * n.s. * n.s. n.s.

Uno de los parametros que mas podria verse afectado por la accion del sombreado es la
acidez (Tabla 4) y, en concreto, el acido malico acumulado en la baya. Este &cido organico ve limitada
su sintesis con temperaturas superiores a 38°C y, ademas, disminuye su contenido a partir de envero
bien por su transformacién en azlcares o bien por combustion respiratoria, la cual se ve acelerada por
temperaturas particularmente altas o por exposiciones prolongadas. Aunque, a priori, podia
interpretarse que la accidon de la malla de sombreado tendria cierta influencia en un aumento del
contenido de &cido malico con respecto al testigo, los resultados en el mosto muestran una variacién
significativa sustancial del mismo Unicamente en 2022, si bien es cierto que la tendencia observada en
2021 indic también un ligero aumento de &cido malico relacionado con la proteccion con red. Por otro
lado, el &cido tartérico, el otro acido organico de mayor importancia en la uva junto con el acido malico,
ha ofrecido valores mas préximos entre tratamientos, siendo ligeramente mayor el del testigo en 2021
y el de los tratamientos con red en 2022. En cualquier caso, la acidez real del mosto, en términos de
pH, no se ha visto alterada significativamente por efecto de la malla de sombreado. Solo cabe destacar
el valor del contenido en el catidn potasio en 2022, que se ha visto incrementado en los casos en lo
que se ha aplicado sombreado con malla, aunque de una forma variable entre repeticiones, lo que ha
originado que las diferencias no fueran significativas. Segun Smart et al. (1985), el microclima
sombreado provoca la acumulacion de potasio en los brotes antes del envero, repercutiendo
posteriormente en niveles altos de este elemento en la baya. Sin embargo, esta situacion se refiere a
un sombreado mas completo, que incluye a racimos y al resto de la vegetacion. No es el caso de esta
experiencia, en donde la vegetacion por encima de la zona de racimos ha permanecido sin proteger
por la red. Por tanto, pueden plantearse otras hipétesis alternativas de tipo fisiologico, ligadas a un
verano de estrés térmico severo, como las que implican la regulacién, mediante la fitohormona del
acido abscisico, de la carga de cationes de potasio por el xilema (Gaymard et al., 1998).
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Tabla 4. Parametros de acidez del mosto

pH Acido Tartarico (g/l) Acido Malico (g/l) Potasio (mg/l)

2021 2022 2021 2022 2021 2022 2021 2022
T 3,34 3,57 7,30 7,01 1,25 081b 1308,64 1596,67
M50 3,39 3,63 6,80 7,32 1,37 1,11a 1391,28 1845,37
M70 3,40 3,66 6,87 7,19 1,35 112a 1380,80 1815,97
MP50 - 3,68 - 7,29 - 1,19a - 1923,15
MP70 - 3,65 - 7,16 - 113a - 1811,25

g:s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. * n.s. n.s.

En lo relativo a los parametros de calidad del vino analizados, que se han considerado
que podrian tener cierta relevancia en los tratamientos de este ensayo (Tabla 5), el grado
alcoholico no mostré diferencias significativas en ninguno de los dos afios estudiados. Tampoco
fue asi en 2022, una campafia en el que el testigo sufrid una considerable pérdida de produccién
unitaria que, aunque con frecuencia suele vincularse con un aumento en la acumulacién de
azucares, en este caso no se produjo tal circunstancia, pudiera ser porque el alto estrés térmico
sufrido limitara dicha acumulacién. Por su parte, la carga polifendlica del vino tampoco ha
manifestado variaciones significativas, si bien en 2021 el contenido en antocianos se vio
incrementado por accidn del sombreado, detectandose en 2022 un efecto inverso. Igualmente, el
IPT tampoco ha permitido discriminar con claridad los tratamientos. En consecuencia, y aunque la
malla haya podido ejercer un impacto protector sobre la uva ante la degradacion de antocianos
por altas temperaturas, como las observadas en 2021, los valores obtenidos en la siguiente afiada
no permiten garantizar esta consideracion.

Tabla 5. Parametros de calidad del vino

Grado alcohélico (%vol) IPT 280nm Antocianos (mg/l)

2021 2022 2021 2022 2021 2022

T 12,72 13,07 49,86 59,33 763,7 738,60
M50 13,02 12,77 50,02 53,78 835,5 640,87
M70 12,87 12,90 49,94 51,51 799,6 608,67
MP50 - 12,83 - 54,91 - 661,57
MP70 - 13,18 - 55,92 - 643,17

g.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.

A pesar de que los datos analiticos del mosto y del vino no han mostrado resultados
concluyentes entre los tratamientos analizados, la valoracidn organoléptica del vino, llevada
a cabo por un panel de catadores expertos, si que ha revelado una preferencia destacada
hacia los vinos procedentes de los tratamientos con malla. En este sentido, el analisis
sensorial ha sido mas determinante que el analisis quimico, al menos para el global de los
dos afos considerados. En conjunto, los tratamientos que proporcionan sombreado, ya sea
de forma total o parcial en el tiempo, han manifestado una valoracién global positiva por
encima del testigo, destacando principalmente los aspectos relacionados con la calidad
gustativa y la armonia del vino (Grafico 1).
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Fig. 1. Anélisis organoléptico del vino

4. Conclusiones

La experiencia de sombreado de racimos ha permitido comprobar, sobre todo, el papel
protector de las mallas empleadas y su capacidad para disminuir notablemente la temperatura del
racimo en la etapa estival. Asimismo, en campafias extremadamente calurosas como la acaecida
en 2022, que resultan cada vez mas frecuentes debido al cambio climatico, los dafios por golpe
de sol sobre la variedad Graciano se han visto minimizados, de forma altamente significativa,
gracias a estas mallas. En este tipo de afiadas, con estrés térmico intenso, las redes de sombreado
también han logrado mitigar las pérdidas de rendimiento observadas en el testigo.

A pesar de que los resultados de los pardmetros de calidad del mosto y del vino no han
sido demasiado categoéricos, y seria preciso ampliar los datos obtenidos con algun afio adicional
de experiencias, el analisis organoléptico ha permitido diferenciar, claramente, el tratamiento
testigo de los tratamientos protegidos con red, siendo mejor valorados los vinos procedentes de
estos ultimos. Por esta razén, seria interesante abordar, en proximos trabajos, estudios de
composicion fendlica detallados, que pudieran aportar informacién mas precisa de como actua la
malla'y a qué compuestos exactamente afecta y en qué medida.
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Resumen

El ADN conservado en especimenes vegetales antiguos permite investigar los procesos
evolutivos acontecidos en los genomas de las plantas a lo largo del tiempo. Sin embargo,
recuperar la informacion gendmica contenida en dichos especimenes es un gran desafio, ya que
el ADN suele encontrarse degradado, fragmentado, contaminado con otros ADNs y con presencia
de sustancias secundarias que limitan su recuperacion y uso. La extraccion de ADN se ha de
realizar siguiendo protocolos optimizados y en laboratorios especificos para evitar la
contaminacion con ADN actual. Cuando la extraccion es de calidad, pueden obtenerse
secuencias y perfiles marcadores de ADN nuclear y cloroplastico y compararlos con los
disponibles para variedades actuales en bases de datos internacionales (ICVV, VIVC). Esta
comparacion permite identificar las relaciones entre variedades antiguas y variedades actuales.
Por ejemplo, el analisis del genoma cloroplastico de semillas de vid encontradas en yacimientos
ibéricos sugiere su origen oriental en el caso de variedades cultivadas por los fenicios, mientras
que los romanos utilizarian variedades locales. Por otro lado, el analisis de un herbario de vid
serbio de 200 afios ha permitido identificar algunos de los especimenes como variedades que se
cultivan actualmente en los Balcanes. Estos trabajos proporcionan informacion sobre el cultivo y
usos de la vid a lo largo de la historia.

1. Introduccién

La paleogenomica, o estudio del ADN antiguo, permite reconstruir el uso de diversas
especies de plantas en el pasado (la agricultura, la dieta o la vegetacién), representando las
economias pasadas, ecologia, migraciones o comercio. La paleogenémica es una potente
herramienta cientifica que proporciona informacion directa en el espacio y en el tiempo del proceso
evolutivo. El estudio del ADN antiguo presente en muestras arqueoldgicas es una ventana abierta
al pasado que permite datar esa historia. A partir del ADN se puede obtener identificacion genética
de variedades antiguas, relaciones genéticas con las variedades actuales, determinacion de su
origen geografico, informacion sobre las caracteristicas de las variedades antiguas y sobre algunas
practicas viticolas.

La domesticacion de la vid ha modificado el cultivo, seleccionando variedades con flores
hermafroditas, racimos, frutos y semillas mas grandes, y mayor contenido en azlcar en bayas
(This et al., 2006). Los datos arqueoldgicos localizan la domesticacion primigenia de la vid en el
Caucaso hace 8000 afios, donde se han encontrado los restos mas antiguos de una vasija cuyo
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contenido podia ser vino (McGovern et al., 2017). La diseminacion de la cultura del vino y esquejes
de plantas domesticadas en Europa tuvo lugar de este a oeste (Mercati et al., 2021). Sin embargo,
la comparacion de las secuencias gendmicas de mas de 3000 variedades de vid sugieren una
domesticacion de uva de vinificacion en el Caucaso y una domesticacion de uva de mesa en la
region del oriente proximo que ocupan actualmente paises como Libano, Israel y Siria (Dong et
al., 2023). Variedades surgidas de este suceso de domesticacion parecen ser las mas proximas a
las variedades de vinificacion la mayor parte de las zonas viticolas circunmediterraneas. Estas
variedades se habrian generado mediante multiples sucesos de introgresion de germoplasma de
vides silvestres locales (Vitis vinifera ssp. sylvestris) (Mercati et al., 2021) y una reseleccion de
caracteristicas adecuadas para la vinificacion.

A pesar de contar con escritos de viticultura de la época de los romanos, hay un milenio
de incertidumbre sin referencias hasta finales de la Edad Media. Un milenio en el que la
reproduccion de la vid por semillas gener6 toda una generacion de nuevas variedades. De hecho,
al final de la Edad media existian denominaciones varietales conocidas en la actualidad (Alonso
de Herrera, 1513) y distintos textos, entre ellos un libro portugués del siglo XVIII, hablan de la
propagacion por semillas y el manejo del vifiedo (Alarte, 1712). Como consecuencia de estas
practicas el 75% de las variedades conocidas estén emparentadas en primer grado.

ADN contaminante
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Fig. 1. Muestras arqueoldgicas de estudio, visualizacion del dafio en los extremos y
estimacion de la cantidad de ADN antiguo (=170 bases) y el ADN contaminante (> 300
bases) extraido al mismo tiempo.
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Los genomas contienen toda la informacién genética de un individuo por la combinacién
de cuatro bases. En las células vegetales hay tres genomas: mitocondrial, cloroplastico y nuclear.
En la vid podemos caracterizar el genoma cloroplastico y el nuclear para responder a algunas
preguntas sobre su historia y evolucion. La secuencia del genoma de las variedades actuales de
una especie es un compendio de su historia, y en ella se pueden reconocer huellas de los procesos
de diversificacion, domesticacion, migraciones, origen y evolucion, incluso dentro de una misma
variedad.

El genoma cloropléstico se presenta en mdltiples copias y es de herencia materna. En
este genoma pueden identificar en base a su secuencia cuatro grupos principales también
denominados clorogrupos. El clorogrupo A es el mas abundante en el oeste de Europa (Peninsula
Ibérica, Francia) y norte de Africa propio de variedades de uva de vino occidental. El clorogrupo B
abunda en las variedades de origen caucasico. Las uvas de mesa presentan el clorogrupo C, y el
D predomina en variedades de uva de vino balcanico (Arroyo-Garcia et al., 2006; Tabidze et al.,
2014).

En cambio, el genoma nuclear se compone de dos copias por célula procedente de los
dos progenitores de cada variedad. El perfil de marcadores del genoma nuclear permite identificar
variedades, determinar relaciones de parentesco entre las mismas y desvela caracteristicas
agrondmicas de interés como el color de las bayas o el aroma moscatel. En el ICVV se dispone
de una base de datos con el perfil de mas de 2700 variedades diferentes de Vitis vinifera ssp.
sativa y de 650 plantas de Vitis vinifera ssp. sylvestris para comparar los resultados entre las
muestras antiguas y las actuales. Ademas, disponemos de acceso a varias bases de datos,
incluida la base de datos internacional VIVC (Vitis International Variety Catalogue,
https://www.vivc.de/).

El ADN antiguo procedente de restos arqueoldgicos o herbarios de otros siglos se
caracteriza por presentarse en muy poca cantidad y ser de muy baja calidad. Este ADN esta
degradado en pequefios fragmentos, con los extremos dafiados, con cambios de nucledtidos en
los extremos, y ademas estd contaminado por ADN de otros organismos como humanos,
animales, hongos, bacterias o virus (Fig. 1). Por ello se requiere trabajar en condiciones especiales
para evitar aumentar la contaminacion con ADN moderno, especialmente de la especie de estudio
(Fulton and Shapiro, 2019) (Fig. 2). Los laboratorios donde se realizan las extracciones de ADN
antiguo, también llamados salas blancas) y preparacion de este para secuenciar (preparacion de
librerias) deben tener presion positiva para que no entren contaminantes del exterior. Los
manipuladores de estas muestras evitan contaminarlas utilizando trajes y mascaras. Los
laboratorios se esterilizan antes y después de su uso con lejia, alcohol y luz UV para eliminar
cualquier microorganismo o fragmentos de otros ADNs actuales. Ademas, se asignan cabinas de
trabajo diferentes para cada tipo de tarea y de este modo se evita la contaminacién cruzada.
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Fig. 2. Laboratorio para manipular ADN antiguo, y el equipo personal (EPI).

Los estudios de ADN procedentes de semillas arqueoldgicas han revelado que todas ellas
derivan de uva de vino cercanas genéticamente a las variedades de Europa central y oriental.
Ademas, se identificaron relaciones de parentesco entre semillas halladas en yacimientos romanos
y medievales de norte a sur de Francia. También se determinaron relaciones de parentesco con
variedades actuales. Esto sugiere que el transporte y propagacion por esquejes fue una practica
vitivinicola en la época romana temprana y este sistema se ha mantenido en nuestros dias. Prueba
de ello es la identificacion genética de una semilla de mas de 1000 afios como perteneciente a la
variedad Traminer (Ramos-Madrigal et al., 2019).

El estudio de ADN antiguo en la Peninsula Ibérica tiene como objetivo revelar qué
variedades se cultivaban en distintas épocas histéricas, intentar trazar su origen y dilucidar si
distintas culturas o comunidades religiosas cultivaban distintas variedades. El objetivo del estudio
del herbario serbio es descubrir las practicas vitivinicolas y la diversidad de la vid cultivada
localmente antes de que se introdujera la filoxera en estas areas tradicionalmente vitivinicolas.

2. Material y Métodos

Por un lado, se analizaron semillas (pepitas) de vid procedentes de 9 yacimientos de la
Peninsula Ibérica conservadas en estado carbonizado, desecado o embebidas en agua; y 10
trozos de sarmientos encontrados en un pecio a orillas de Villajoyosa (Alicante) hundido en el siglo
| BC. Las semillas cubrian un rango arqueoldgico desde la época de los fenicios (siglos IX-VIII BC)
a la Edad Media tardia (siglo XVI CE). Por otro lado, se analizaron 103 muestras de un herbario
recolectado entre los afios 1812-1824 encontrado en Sremski Karlovci (Serbia). Por las
descripciones de los pliegos, las muestras herborizadas incluian variedades de uva tinta y blanca
por igual, y algunas variedades podrian estar repetidas. El flujo de trabajo se muestra en la Fig. 3.

Las extracciones de ADN antiguo se realizaron incluyendo controles negativos en cada
uno de los pasos del protocolo. Para la extraccién de ADN antiguo de semillas y sarmientos de vid
se utilizo el protocolo de Oliveira et al. (2012), con una incubacién de una hora en una solucién
con CTAB y purificacion del ADN con el kit ‘MinElute PCR purification’ (Qiagen). La extraccién de
ADN de muestras de herbario se realizd siguiendo el protocolo de Latorre et al. (2020). Este
protocolo parte de una pequefia cantidad de material (100 mg) y una incubacion minima de 12
horas con una solucion de lisis con PTB.
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Fig. 3. Esquema de trabajo seguido para el anélisis de ADN antiguo.

ElI ADN de semillas arqueoldgicas se proceso para su secuenciacion masiva con lecturas
cortas de lllumina siguiendo el protocolo de preparacion de librerias de Meyer and Kircher (2010).
La secuenciacion masiva se llevé a cabo en diferentes servicios (CRG, Barcelona; MPI de Biologia,
Alemania; Novogene, GB). Las secuencias se analizaron siguiendo el protocolo de Latorre et al.
(2020). A partir de las secuencias alineadas al genoma de referencia PN40024 12Xv2, se
analizaron marcadores moleculares -48 SNPs (Cabezas et al., 2011) y 10.000 SNPs (Laucou et
al., 2018)- para compararlos con la base de datos de 2700 variedades del ICVV y con un panel de
783 variedades (Laucou et al., 2018), respectivamente.

El anélisis de 13 marcadores microsatélites en las muestras de herbario se llevé a cabo
en las instalaciones del ICVV. El perfil de estos marcadores se comparo con el de las variedades
de las bases de datos del ICVV y la del VIVC.

3. Resultados

La extraccion de ADN de semillas tuvo éxito en el 20% de las semillas que se conservaban
embebidas en agua o desecadas, cubriendo todo el rango cronolégico. Con las semillas
carbonizadas no se obtuvo ADN. Cuanto mayor fue la antigliedad de las muestras menor cantidad
de ADN de vid se recupero. El éxito en las extracciones de ADN de muestras del herbario de unos
doscientos afios de antigliedad (66%) fue muy superior al de las muestras arqueoldgicas. Esta
diferencia se puede deber al buen estado de conservacion de las muestras -condiciones estables
de baja humedad y temperatura en un sétano, sin conservantes quimicos que pudieran inhibir las
reacciones de andlisis de marcadores- y a la menor antigliedad de las muestras.

Las secuencias de las semillas antiguas revelaron los dafios propios de ADN antiguo. Con
més de un 30% de dafio en los extremos en las muestras de més de dos milenios. El clorogrupo
identificado en las semillas arqueoldgicas mostré que las semillas més antiguas podrian tener un
origen oriental, al ser portadoras de clorogrupos C (uva de mesa, Oriente Proximo) y D (Balcanes).
Sin embargo, la mayoria de muestras de los Ultimos 2000 afios presentaron clorogrupo A
predominante en el Mediterraneo occidental. Estos datos sugieren que los fenicios podrian viajar
con sus sarmientos, y plantarlos en la Peninsula Ibérica, mientras que a partir de la civilizacién
romana y posteriormente habrian utilizado variedades descendientes de la introgresion de vides
locales.
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Fig. 4. Resultados del perfil de marcadores microsatélites obtenidos en las muestras de

herbario. A) Distribucion de las muestras por nimero de microsatélites amplificados. B)

Porcentaje de muestras en las que se ha amplificado cada microsatélite, en funcion de la
longitud del mismo.

El analisis de marcadores moleculares de semillas arqueolégicas reveldé que una
semilla datada del siglo XVI coincide en un 86.9% (167 alelos de 192) con la variedad
Monastrell. Adicionalmente, se identificaron 21 posiciones en homocigosis en el ADN
antiguo que coincidian con un alelo presente en heterocigosis en la variedad Monastrell
actual. Esta pérdida de un alelo es frecuente en este tipo de materiales por la degradacién
del ADN. La identificacién de la variedad es coherente con el contexto del yacimiento
ubicado en el interior de la provincia de Valencia, zona donde se cultiva habitualmente.
Aunque hay escritos romanos que hablan de una variedad con este nombre, no hay
evidencia de que sea la misma variedad. Sin embargo, a partir del siglo XIV hay escritos
que describen esta variedad tal y como la conocemos actualmente (Eiximenis, 1327).

El ADN extraido de las muestras herborizadas fue analizado para siete microsatélites en
68 de las 103 muestras, con diferente grado de éxito desde muestras que no se amplificaron hasta
muestras que funcionaron tan bien como muestras modernas (Fig. 4A). Los microsatélites mas
cortos funcionaron mejor, y a partir de 225 bases la tasa de éxito decae (Fig. 4B). Este resultado
sugiere que el tamafio medio de los fragmentos de ADN antiguo es de ca. 200 nucleétidos. Los
perfiles genéticos obtenidos de las muestras herborizadas se compararon con los almacenados
en bases de datos internacionales (ICVV y VIVC). En las 32 muestras en las que se obtuvieron
mejores resultados se analizaron seis microsatélites adicionales para obtener un perfil de 13
marcadores genéticos y confirmar las identidades obtenidas con el perfil de siete marcadores. Esta
tarea permiti6 identificar con éxito 27 de las muestras herborizadas como variedades conocidas
de los Balcanes Occidentales y regiones vecinas. Nueve muestras se identificaron con seis
variedades actuales de uva tinta, como Kadarka Kek. Mientras que 18 especimenes
correspondieron a 13 variedades de uva blanca. Estos resultados apuntan al cultivo ininterrumpido
durante mas de 200 afos de estas 19 variedades en esa zona.
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4. Conclusiones

El estudio de muestras arqueoldgicas de vid a través de la paleogenémica proporciona

informacidn novedosa sobre las practicas de viticultura en tiempos donde no hay escritos que la
describan. La extraccion y analisis de ADN antiguo permite analizar marcadores cloroplasticos y
dilucidar el origen geografico de las muestras a través del linaje materno. Adicionalmente, el
andlisis de marcadores moleculares del genoma nuclear permite identificar qué variedades
existian en el pasado, de semillas arqueoldgicas o de muestras de herbario. Esta identificacion
revela que algunas variedades se cultivan continuamente desde el siglo XIV o siglo XVI. El anélisis
conjunto de muestras antiguas y modernas permite establecer posibles relaciones entre ellas,
dilucidando la evolucion historica del cultivo en cada region.
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Resumen

Se ha localizado una amplia poblacion de cepas de la variedad tinta Brufal (sinonimias:
Albarin Tinto y Baboso Tinto) en vifiedos viejos de la D.O. Arribes (Zamora y Salamanca). Los
vinos elaborados con esta variedad se caracterizan por su buena estructura y color, armonia y
buenas cualidades para envejecimiento en barrica, con aromas complejos de frutos rojos y
negros, balsamicos y minerales de marcada personalidad.

El objetivo de este trabajo es conocer la aptitud agronémica y enolégica de la variedad
minoritaria Bruial en dos portainjertos, 110-R y 3309-C en la DO Arribes. El estudio se llevé a cabo
en periodo 2014-2019 en un ensayo ubicado en la localidad de Villarino de los Aires (Sa). Las
cepas han sido conducidas en espaldera, orientacion NNE-SSO y formacion en cordén Royat
bilateral. El suelo del ensayo, caracteristico de la D.O. Arribes, es ligeramente acido, poco
profundo, con textura franco-arenosa y bajo en materia organica.

Se determinaron parametros de desarrollo vegetativo (madera de poda, nimero de
sarmientos y peso del sarmiento), de produccion de uva (rendimiento, niimero de racimos y peso
de baya) y de calidad de la uva (concentracion de azucares, acidez titulable, pH y potasio).

Lo resultados muestran que el portainjerto 3309 C es ligeramente mas productivo que el
110-R, mostrando mayor numero de racimos por cepa y mayor rendimiento. En cambio, el
desarrollo vegetativo de 110-R indica que es mas vigoroso que el 3309-C, con mayor peso de
madera de poda y del sarmiento. Los parametros de calidad de la uva indicaron que el portainjerto
3309-C alcanza un grado alcohélico probable y una acidez total superior al 110-R. Segun los
resultados, el portainjerto 3309-C ha mostrado mejor comportamiento en suelo ligeramente acido
al mostrar mejor equilibrio vegetativo y productivo con una buena calidad de la uva.

1. Introduccion

El Instituto Tecnoldgico Agrario de Castilla Ledn (ITACyL) llevé a cabo desde el afio 2002
trabajos de prospeccion y recuperacion de posibles variedades minoritarias y locales que
abarcaron gran parte de las zonas vitivinicolas de Castilla y Ledn. Como fruto de estos trabajos de
prospeccidn, identificacion y caracterizacion, se logré identificar un conjunto de variedades
minoritarias con interés agronémico y enoldgico en Las Arribes del Duero (Rubio et al., 2005).

Entre ellas se encontraba la variedad Brufial, con racimo pequefio y apretado, baya

pequena, con el hollejo grueso, y a priori con unas caracteristicas de la uva muy interesantes, con
buen contenido de azUcares, notable acidez, intenso color y alto contenido en antocianos y
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monovarietales, manteniendo buena estructura e intenso color, gran equilibrio, potencia, y con

claras posibilidades para envejecimiento en barrica. Ademas, presentan aromas distintos y
propios, con una personalidad bien marcada. (Pérez-Magarifio et al., 2022).

A partir de la caracterizacion llevada a cabo desde el ITACyL, se constatd que era una
variedad claramente reconocida por viticultores de la comarca vitivinicola de Las Arribes del Duero,
y que también era conocida en otras zonas con distintas sinonimias. Tras la evaluacion de la
OEVV, la variedad Brufal fue registrada (BOE, 2011) y recogida en el Registro de Variedades
Comerciales de Espafia con el nombre de Brufal, con dos sinonimias oficiales: Albarin Tinto y
Baboso Tinto. También esta presente en Portugal, como Alfrocheiro, en las Denominaciones de

Origen Controladas “Alentejo”, “Bairrada” y “Dao” (www.ivv-min-agricultura.pt).

Con la dispersion que presenta y sus diferentes sinonimias, el origen de la variedad Brufial
es dificil de precisar con exactitud. Garcia de los Salmones (1914) indicd su presencia como Brufal
en Salamanca, y cita Albarin en Lugo y Asturias, y Alvarin en Pontevedra. Santana (2011) indica
la relacion filogenética de Brufial como parental de Gajo Arroba, y la relacion como hermanos
completos entre Brufial y Prieto Picudo. Ademas, (Santana et al., 2010) encontraron una relacién
genéticamente muy proxima entre Brufial y Estaladifia.

Cunha et al. (2015) confirman que entre la progenie de los parentales Alfrocheiro y
Cayetana Blanca se encuentran Gajo Arroba y Juan Garcia, y que Alfrocheiro y Patorra son los
parentales de Mencia. Santana (2011) sugiri6 la participacién de Brufal en la génesis de algunas
variedades del noroeste de la Peninsula Ibérica, aspecto que corroboraron Cunha et al. (2015).
Los datos aportados por los investigadores citados confirman algunas citas historicas (Lobo, 1790,
citado por Cunha et al., 2015) indicando un origen ibérico (Santana, 2011; Cunha et al., 2015). La
variedad ya ha sido autorizada en la DO Arribes (noroeste de Salamanca y suroeste de Zamora),
y ademas esta presente con pequefia superficie de cultivo en varias DDOO de las Islas Canarias
como Baboso Negro (Cabello et al., 2011) y como Albarin Negro en Asturias (www.docangas.es).

Cabello et al. (2011) confirman que se esta potenciando su cultivo en Asturias, Galicia,
Castilla y Ledn y Canarias, y ensayando en Madrid y Castilla La Mancha, por lo que, con su
interesante potencial enoldgico, estos autores indican que podria en un futuro llegar a sustituir a
Cabernet Sauvignon en algunas mezclas con Tempranillo para aportar acidez.

La expansion en menor 6 mayor medida de esta variedad minoritaria en los préximos afios
requiere en lo posible por un lado contar con material vegetal de garantia sanitaria y cualitativa, y,
por otro lado, conocer su comportamiento y adaptacion a distintos portainjertos, aspectos que en
el caso de variedades locales ¢ minoritarias apenas se conocen. En el caso del material vegetal,
se dispone de diversos clones certificados de Brufial, con origen en vifiedos viejos de la comarca
de Las Arribes del Duero y que pueden ser distribuidos al sector viveristico (CL-27; CL-54; CL-89;
CL-92; CL-93; CL-95; CL-96; CL122; CL-291; CL-819).

Por otro lado, puesto que la variedad Brufial se localizé en la comarca vitivinicola de Las
Arribes del Duero y algunas de sus zonas de expansidn presentan también suelos acidos, se
planted el interés de estudiar la adaptacion de esta variedad sobre dos portainjertos: un portainjerto
con buena adaptacion a suelos acidos, 3309 Couderc, y uno de los portainjertos mas utilizados en
la viticultura espafiola, 110 Richter.
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El portainjerto 110 Ritchter (Vitis berlandieri Resseguier n° 2) x (Vitis rupestris Martin) es

un portainjerto que tiene buena resistencia filoxérica, una adaptacién satisfactoria a terrenos
calizos, pedregosos 6 no, y es un portainjerto rustico y bastante vigoroso (Marcilla, 1954; citado
por Cabello et al., 2011). Es el méas utilizado en la viticultura espafiola, llega a resistir el 17% de
caliza activa, es muy resistente a sequia, sensible al exceso de humedad, y retrasa la maduracion
(Cabello et al., 2011). 3309 Couderc (Vitis riparia Tomentosa x Vitis rupestris Martin), resiste 11%
de caliza activa, es poco resistente a sequia y al exceso de humedad en el suelo, poco resistente
a nematodos y adelanta la maduracion (Cabello et al., 2011). Se adapta bien a terrenos sueltos,
no le convienen terrenos muy secos, su resistencia filoxérica es muy satisfactoria, y su afinidad es
muy satisfactoria con muchas viniferas, pudiendo dar con ellas fructificacion bastante abundante
y regular (Marcilla, 1954; citado por Cabello et al., 2011).

El objetivo del presente trabajo es conocer la interaccion y adaptacion de una variedad
minoritaria reconocida legalmente hace unos afios, Brufial, mediante el estudio de su aptitud
agrondmica y enolégica sobre dos portainjertos, 110 Richter y 3309 Couderc, en la DO Arribes.

2. Material y Métodos

El estudio se realizé durante 6 afios, desde 2014 hasta 2019. Los trabajos se realizaron
en un vifiedo experimental (Finca “Las Bozas”) perteneciente al Ayuntamiento de Villarino de los
Aires (Salamanca), a una altitud de 622 metros. (41°16°22"'N - 6°23°58"°0), en la DO Arribes. El
suelo del ensayo es un Cambisol edtrico, siendo representativo de los suelos de la comarca. Tiene
un pH de 6,45, poca materia organica (0,75 %) y textura franco-arenosa. En cuanto a la orientacion
de la parcela de vifiedo, éste esta situado en una ladera pronunciada con exposicion totalmente
sur, con orientacion de las filas de cepas NNE-SSO.

El material vegetal utilizado fueron cepas de la variedad de vid Brufal, (Vitis vinifera L.),
en concreto de 5 clones certificables, injertadas sobre 110 Richter y 3309 Couderc, plantadas en
2005. Se trata de cepas con un sistema de conduccion apoyado vertical, en espaldera, y con el
sistema de poda corta cordén Royat bilateral, con 16 yemas/cepa (8 pulgares de 2 yemas por
brazo). El marco de plantacion fue 2,5 x 1,5 m, que supone una densidad de 2.666 plantas/ha. El
disefio experimental contd con 5 parcelas elementales de 10 plantas en cada portainjerto
distribuidas al azar, con 6 repeticiones en total por cada tratamiento que corresponden con los 6
afos de estudio. Elanalisis estadistico de los resultados se realiz6 mediante andlisis de varianza
(ANOVA) con el programa Statgraphics Centurion 17.2.

Los pardmetros que hacen referencia a la produccion y al rendimiento fueron el nimero
de racimos por cepa, la produccion, el peso del racimo, el peso de la baya, la fertilidad y el indice
de Ravaz. En el caso del control del desarrollo vegetativo, se tomaron los datos de numero de
sarmientos por cepa, el peso de madera de poda y el vigor del sarmiento. La calidad de la uva se
determind a partir de la concentracién de azlcares (°Brix), el pH, la acidez total, el acido malico,
el 4cido tartarico, el potasio y el indice de polifenoles en mosto (IPT, medida de la absorbancia del
mosto a 280 nm) de las plantas de cada portainjerto en el momento de la vendimia.

Se vendimiaron las cepas de ambos portainjertos al mismo tiempo. La vendimia se realiz6

cada afio cuando los dos portainjertos llegaron al minimo del entorno de 22 °Brix,
independientemente de que el otro lo hubiera sobrepasado.
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3. Resultados

Los datos de temperatura media y precipitacion en el entorno del vifiedo experimental se
muestran en la Tabla 1. Destaca el afio 2017 con temperaturas medias méas altas entre febrero y
junio, que en conjunto hicieron de ese afio el de temperatura media marcadamente mas alta de
los afios de estudio. Las precipitaciones anuales fueron acordes a la zona excepto en 2015y 2017,
afios con precipitaciones en torno a la mitad de lo habitual. La zona donde se ubica el ensayo esta
marcada por el relieve, con inviernos frios y veranos muy calurosos y largos, ya que en las laderas
y valles de las Arribes del Duero se alcanzan temperaturas elevadas que superan en unos 5 °C a
las de la penillanura, en que el régimen térmico es semejante al del resto de la cuenca, con
inviernos frios y largos y veranos cortos y calurosos (www.doarribes.es).

Tabla 1. Temperatura media, TM (°C) y precipitacién, P (mm) de los afios 2014 a 2019, con
datos de la estacion meteorolégica automatica de Villarino de los Aires (Sa).

May | Jun | Jul

VPGS 73 | 63 | 841 | 134 | 151 | 188 | 220 | 21,8 | 196 | 144 | 99 | 53 | 13,5
WPIGER 47 | 48 | 85 | 118 | 168 | 218 | 246 | 222 | 18 | 142 | 103 | 7,9 | 13,3
WP g1 | 71 | 77 | 102 | 141 [ 199 | 248 | 243 | 207 | 155 | 87 | 61 | 13,9
WP 53 | 86 | 104 | 14,2 | 17,7 | 233 | 234 | 235 | 195 | 179 | 95 | 62 | 15
WPER 65 | 54 | 72 | 118 | 152 [ 194 | 22 | 247 | 229 | 145 | 91 | 76 | 13,9
WPER 54 | 87 | 106 | 112 | 162 | 186 | 234 | 23 | 196 | 151 | 92 | 76 | 14,1
P 2014 NA | NA | NA | NA | 32 [ 238 | NA | N/A | N/A | N/A | N/A | 348 | NIA
P 2015 29|57 |91 |56 |63 |57 02| 12 |874/|346| 13 | 214 | 266
P 2016 154 | 648 | 462 | 149 | 716 | 4 0 | 48 | 0 |[764 | 714|282 | 516
P 2017 204 | 80 | 184 | 118|592 | 126 | 84 | 44 | 0 | 124|296 | 724 | 330
P 2018 30 | 526 | 169 | 70 | 47 | 696 | 102 | 0 | 52 |262 | 126 | 344 | 610
P 2019 206 | 16 | 314 | 114 | 24 | 43 | 412 | 196 | 23,2 | 81,8 | 98,8 | 49,2 | 541

El suelo de la parcela, ligeramente &cido, poco profundo, suelto y poco fértil, junto al
régimen de temperaturas y de precipitaciones irregulares en junio y escasas en julio, agosto y
septiembre han sometido a las plantas a condiciones duras de aridez y de severo estrés hidrico,
que limita el crecimiento vegetativo. Estas condiciones marcan las respuestas de ambos
portainjertos, con una presion muy fuerte del entorno durante el ciclo vegetativo de las cepas.

Es importante indicar que a priori y a la vista del estado de las plantas en el ensayo durante
un periodo dilatado de estudio, y con condiciones ambientales de cultivo exigentes, la afinidad
entre la variedad Brufial y ambos portainjertos, 110-R y 3309-C, es adecuada, no se ha apreciado
ningun problema vegetativo a lo largo de los afios de toma de datos.

Con estas premisas, los parametros productivos (Tabla 2) expresan tendencias claras
entre los dos portainjertos. Las plantas de Brufial sobre el portainjerto 110-R mantienen valores de
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los paréametros vegetativos algo superiores a los de 3309-C, mientras que éste portainjerto
mantiene valores mas altos en los parametros productivos, destacando el mayor numero de
racimos por cepa, con diferencias significativas. Estas diferencias significativas también se
producen en el rendimiento, relacionadas directamente con el nimero de racimos, ya que no hay
diferencias apreciables en el peso del racimo ni en el peso de la baya. Estas tendencias coinciden
con los datos que indicaron Barajas et al. (2019), en el caso de los mismos portainjertos con la
variedad blanca Puesta en Cruz (Rabigato) en la misma ubicacién.

En el caso de Brufial sobre el portainjerto 110-R, los datos de desarrollo vegetativo
obtenidos en este ensayo son algo menores que los obtenidos por Yuste et al. (2016) en un ensayo
en Valladolid, con un suelo mas profundo y una textura mas equilibrada entre sus componentes,
ademas de la aplicacién de riego deficitario.

El nimero de racimos por cepa que alcanza Brufal sobre 3309-C es alto, lo que repercute
en una fertilidad muy alta, aspecto que refleja la interaccién de una variedad de por si fértil, como
es Brufal, con un portainjerto que también tiene tendencia a dar conseguir una fructificacion
abundante y regular (Marcilla, 1954, citado por Cabello et al., 2011). La fertilidad y el rendimiento
que alcanza en el portainjerto 110-R en el ensayo de Villarino (Tabla 2) son ligeramente mas bajas
que las obtenidas por Yuste et al. (2016) en Valladolid, aunque depende en este ultimo ensayo del
clon de Brufial estudiado.

Tabla 2. Valores medios de 2015-2018 de los parametros: niimero de racimos por cepa; peso
del racimo; peso de baya; rendimiento en uva, numero de sarmientos por cepa; peso del
sarmiento; indice de Ravaz y Fertilidad, de Brufial sobre 110 Richter y sobre 3309 Couderc.
Nivel de significacion estadistica (Sign): ns = no significativo, *=p<0,05, **p<0,01.

Portainjerto | N Rac | P Rac (g) | P Bay (g) (E;;:) NSar | Psar(g) | IRavaz ('::3::::‘:)
110 Richter 214 | 872 0,96 5.170 143 30,7 4,51 1,51
3300 Couderc | 24,6 | 94,1 111 6.275 137 27,9 6,19 1,82
Sign * ns ns * ns ns ns ns

El fuerte estrés en las plantas que induce la situacion de la parcela y el escaso suelo
produce un desarrollo vegetativo limitado, pero no en tanto en produccion de fruto, por lo que el
indice de Ravaz alcanza niveles aceptables y con valores apreciables teniendo en cuenta la
presion de clima y suelo. Aunque el indice de Ravaz es mayor en las plantas del portainjero 3039-
C, en el caso de las plantas sobre 110-R también es apreciable, aspecto que puede indicar su la
adaptacion de Brufial a la zona y a condiciones futuras (Rubio et al., 2018). Ademas, esa
adaptacion de Brufial parace ser satisfactoria en ambos portainjertos. Parece que ambos
portainjertos han suplido sus desventajas: el 110-R esta mejor adaptado a suelos calcareos, pero
parece que se ha adaptado a un suelo ligeramente acido obteniendo resultados aceptables,
aprovechando al maximo su capacidad de adaptacion a suelos secos; el 3309-C se adaptaria
mejor a suelo acido, y ha aprovechado al maximo esa cualidad, pero ha extremado su adaptacion
a un suelo seco y pobre.
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En cuanto a calidad de la uva (Tabla 3), el portainjerto 3309-C cumple con su caracteristica

de adelantar la maduracién (Cabello et al., 2011), ya que en la misma fecha de vendimia obtiene
diferencias significativas en la acumulacion de azucares respecto a 110-R, teniendo en cuenta su
mayor rendimiento en uva, y ademas con tendencia a mantener a la vez una acidez total mayor,
aunque sin marcar diferencias significativas, coincidiendo con los resultados de Barajas et al.
(2019) con la variedad Puesta en Cruz.

Tabla 3. Valores medios de 2014-2019 de los parametros: solidos solubles totales; pH;
acidez total, acido malico, acido tartarico, concentracion de potasio e indice de polifenoles
totales, de Brunal sobre 110 Richter y sobre 3309 Couderc. Nivel de significacion estadistica
(Sign): ns = no significativo, *=p<0,05, **p<0,01.

voes | ST | g | heTom [k ko A Tt e
110 Richter 22,1 3,83 3,86 1,71 5,75 1.935 | 19,1
3309 Couderc | 24,0 3,68 4,13 1,60 5,80 1.813 | 18,2
Sign * ns ns ns ns ns ns

Los resultados en cuanto a la concentracién de azucares de Brufial sobre 110-R en la DO
Arribes son claramente mas altos que con el mismo portainjerto 110-R en Valladolid (Arranz et al.,
2014; Yuste et al., 2016), por lo que se ha de atender con precaucion el comportamiento de la
variedad Brufial sobre portainjertos vigorosos en zonas mas frescas que el entorno de la DO
Arribes.

Finalmente, los resultados muestran que la variedad minoritaria Brufial puede adaptarse
bien tanto en su combinacién con 110 Richter como sobre 3309 Couderc, sin ningin problema de
afinidad pues en condiciones exigentes y sin mantener las condiciones més favorables para cada
portainjerto y en combinacion con la variedad en el ensayo de la DO Aribes, ambos han resistido
y se han adaptado a las exigentes condiciones edafoclimaticas, con rendimientos similares a otras
zonas mas frescas y con mejor suelo. En este aspecto, de debe razonar bien y afinar mucho el
lugar y la parcela donde se plante la variedad Brufial con portainjertos vigorosos en zonas
vitivinicolas mas frescas y con suelos mas profundos que los caracteristicos de la D.O. Arribes,
especialmente en el aspecto de la maduracién de la uva, que es mas lenta y con el riesgo de no
llegar a completarla satisfactoriamente. En esas situaciones, con terrenos mas fértiles y humedos,
la adaptacidn de Brufial con 3309 Couderc seguramente sea mas satisfactoria.

4. Conclusiones
El portainjerto 3309-C mantiene valores mas altos en los componentes del rendimiento y
resultando mas productivo que el 110-R, con mayor nimero de racimos por cepa y mayor

rendimiento en uva, con diferencias significativas. Es superior en el resto de componentes del
rendimiento, aunque sin diferencias significativas.
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vegetativo, resultado ser ligeramente mas vigoroso que el 3309-C mostrando mayor peso de la
madera de poda y el peso del sarmiento aunque sin diferencias estadisticamente significativas.

En el aspecto de calidad de la uva, el portainjerto 3309-C ha adelantado la acumulacién
de azucares respecto al patron 110 Richter de manera significativa, y con mayor contenido de
acidez total, combinando esta maduracion con mayor rendimiento, siendo el resto de pardmetros
de calidad de la uva bastante cercanos en ambos portainjertos.

Finalmente, los dos portainjertos, 110 Richter y 3309 Couderc en combinacién con Bruiial
han mostrado un buen comportamiento en suelo ligeramente &cido, suelto y poco profundo,
caracteristico de las laderas en la DO Arribes. Ademas, ambos patrones muestran una afinidad
adecuada con la variedad. El equilibrio vegetativo y productivo con una buena calidad de la uva
ha sido ligeramente mejor con 3309 Couderc.
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Resumen

El manejo de la cubierta vegetal en el viiedo requiere técnicas sostenibles que
faciliten su control. Los restos de pizarra tienen propiedades fisicas que mejoran el
aislamiento térmico e impermeabilidad, pudiendo ser util para el control de malas hierbas y
evitar la evaporacion del agua en el suelo. El estudio se desarrollé en un viiiedo comercial
de la variedad Mencia conducido en espaldera (Quiroga, Lugo). En las cosechas 2021-2022
se realizé un tratamiento de riego por goteo diario (T1), a partir de tamafo guisante (30 %
de la ETo) asi como un tratamiento secano (T0), ambos en presencia de pizarra en la linea
(T1SM-TOSM), frente a suelo desnudo. Cuando a T1 se le aplico pizarra (T1SM), se observo
un descenso en los parametros de maduracion en ambas campaiias. En el caso de T0
sucede lo contrario, ya que cuando se aplica pizarra en la linea (TOSM), se produce una
mayor maduracion respecto a T0. A nivel de metabolitos secundarios se observé un
incremento de la concentracion de la fraccion libre al aplicar pizarra en ambos tratamientos
de riego (TOSM y T1SM), aunque sélo en la campafa 2022, mas seca y calurosa. Por ultimo,
en la fraccion glicosilada el incremento se observé en TOSM vs T0 para ambas campanas
de estudio.

1. Introduccion

El “mulching” o acolchado es una técnica agricola que consiste en la cobertura de los
suelos a través de un material organico o inorganico con alguno de los siguientes objetivos: reducir
la evaporacion del agua en el suelo, la compactacion a través de elementos naturales de los
suelos, inhibir el crecimiento de hierbas no deseadas, o favorecer el contenido de materia organica
y la microbiologia del suelo.

El acolchado inorganico a base de grava se ha estudiado en Suiza, EE. UU. y China, en
viledos y frutales. Esta técnica se enfoco a la conservacion del agua de lluvia (Gale et al., 1993;
Li, 2003), evitar la erosién y aumentar la temperatura y contenido de agua del suelo (Nachtergaele
et al., 1998), con el objetivo final de mejorar la calidad de la uva.

En Galicia se extrae, elabora y transforma una roca imprescindible para la construccion:
la pizarra. El sector pizarrero espafiol es el mayor suministrador de este mineral a nivel mundial,
por delante de China y Brasil convirtiéndose en una industria fundamental para la economia
gallega. Sin embargo, los residuos de esta industria suponen un grave problema aun sin resolver.
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Dadas sus caracteristicas de durabilidad, aislamiento térmico e impermeabilidad de este
material, se ha planteado aplicar restos de pizarra en la linea del vifiedo con el objetivo de controlar
la vegetacion y la evaporacion de agua del suelo, determinando su impacto sobre calidad de la
variedad Mencia.

2. Material y Métodos

El estudio se realizé en un vifiedo comercial de la variedad Mencia, situado en Quiroga
(Lugo), conducido en espaldera. Durante los afios 2021-2022 se realiz6 un tratamiento de riego
por goteo diario (T1), a partir de tamafio guisante, cubriendo el 30 % de la ETo, asi como un
tratamiento secano (T0), ambos en presencia de pizarra en la linea (T1SM-TOSM) frente a suelo
desnudo. El sistema de riego cont6 con goteros de 2 L h-', situados a ambos lados de la planta.
Cada tratamiento consta de cuatro repeticiones al azar con 7 plantas control. Para realizar el
seguimiento del contenido de agua en el suelo, se emplearon sondas TDR, a la profundidad de 60
cm, evaluando asi la aplicacion de riego realizada.

Tras la vendimia se tomaron muestras de uva con el objetivo de realizar un estudio del
efecto combinado de ambos factores (riego y pizarra) sobre la calidad de la uva. Los mostos se
analizaron para los parametros fisico-quimicos clasicos, siguiendo los métodos propuestos por la
OIV. También se realiz6 un estudio a nivel de metabolitos secundarios responsables del aroma en
sus fracciones libre y glicosilada mediante GC-MS (Oliveira y col. 2008; Vilanova et al., 2019). Los
datos obtenidos se sometieron a un anélisis de varianza y analisis de componentes principales
utilizando el paquete estadistico XLSTAT (Adinsoft, Paris).

Fig. 1. Vifiedo comercial de la variedad Mencia con aplicacion de Pizarra y Riego.
(Quiroga, Lugo)
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3. Resultados
3.1. Parametros fisico-quimicos de los mostos

Los resultados sobre la influencia de restos de pizarra en la linea de cepas y bajo
diferentes estrategias de riego en la calidad de la uva, para los dos afios de estudio (2021-2022),
muestran tendencias en la maduracién, asi como en su composicién quimica. (Tabla 1).

Como se puede observar en la Tabla 1, en el afio 2022 los mostos mostraron un mayor °Brix en
todos los tratamientos frente al afio 2021 con fechas de vendimia de 21 y 23 de septiembre
respectivamente. El clima de Quiroga es un clima célido con noches frescas y moderadamente seco. Las
condiciones climaticas en los afios de estudio fueron muy diferentes ya que el afio 2021 fue més lluvioso
con una pluviometria anual de 842 mm frente a 445 mm en el afio 2022. Por otra parte, la integral térmica
eficaz fue de 1617 °C y 2017 °C en los afios 2021 y 2022, respectivamente.

Cuando analizamos el efecto del tratamiento, observamos que en el tratamiento T1 con
pizarra (T1SM) existe una tendencia al descenso en los pardmetros de maduracion en ambas
cosechas (descenso de concentracion de azucares e incremento de la acidez total y el pH). En los
tratamientos de secano se producen los mismos cambios, pero Unicamente en el afio 2021, sin
embargo, sucede lo contrario en el afio 2022, ya que cuando se aplica pizarra en la linea (TOSM)
se produce una mayor maduracion respecto a T0. Las condiciones climaticas del afio 2022, méas
seco y caluroso, han propiciado estos cambios en la maduracién de la uva, en especial en los
tratamientos no regados.

A nivel de indice de polifenoles totales (IPT) se observé una tendencia al incremento en
TOSM respecto a TO en el afio 2021, sin embargo, esta tendencia cambia en el afio 2022, en el
que el indice IPT aumentd en TO vs TOSM. Esta Ultima tendencia también se produce en T1 vs
T1SM, en las dos campafias de estudio.

Tabla 1. Composicion quimica de la uva Mencia en funcién de los tratamientos aplicados
(riego y pizarra) en las campanas 2021-2022

Parametros Ano 2021 Ano 2022

T0 TOSM T TISM TO TOSM T TISM
Brix 2217 22,00 21,83 21,25 24,00 2463 2427 23,83
pH 34 344 34 3,50 352 351 355 3,60
Acidez total (g/l) 4,10 3,73 3,87 3,90 4,08 4,25 3,80 4,48
Acido tartarico (g/l) 326 267 3,16 320 2,31 2,37 243 217
Acido citrico (g/l) 0,16 0,15 0,15 0,16 0,32 0,32 0,24 0,43
Acido mélico (g/l) 0,84 0,74 1,00 1,05 0,53 0,59 0,64 1,00
IPT 12,00 12,93 13,70 12,60 11,97 10,43 12,00 10,53
YAN (mg/l) 126,33 91,75 11133 12650 128,67 13400 130,67 141,50
FAN (mg/l) 72,33 5475 69,33 80,50 7700 7900 81,33 8950
N amoniacal (mg/l) 53,67 37,00 42,00 4575 51,67 5525 4933 5200
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3.2. Composicion volatil de los mostos

A nivel de concentracién total de metabolitos secundarios responsables del aroma, suma
de fracciones libre y glicosilada, los resultados muestran una mayor concentracion total en el afio
2021 frente al 2022 en todos los tratamientos (Fig.2).

No se encontraron diferencias significativas entre tratamientos en ninguno de los
afos de estudio, pero si se observaron tendencias. En el afio 2021 se observd una
tendencia a mayores concentraciones en ambos tratamientos de riego cuando no se aplico
pizarra en la linea de plantas (TO y T1). Sin embargo, en el afio 2022 la aplicacién de
pizarra en la linea increment6 la concentracion total en ambos tratamientos de riego TOSM
y T1SM frente a los controles TO y T1.

Ademas, también se observd una tendencia a mayores concentraciones en los
tratamientos de riego frente al secano independientemente de la pizarra, sobre todo en el afio
2022 que fue el afio mas seco.

Concentracion Total
5000
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2000 7 ; y ;

1000 1 ] P P

T0 TOSM ™ T1SM
m2021 = 2022

Fig. 2. Concentracion volatil total (ug/L) en mostos de la variedad Mencia en funcion de los
tratamientos aplicados (riego y pizarra) en las campafias 2021-2022

A nivel de fracciones de metabolitos secundarios responsables del aroma, los resultados
no mostraron diferencias significativas entre tratamientos para ninguna de las fracciones
analizadas (libre y glicosilada) en ninguno de los afios de estudio, sin embargo, se observaron
tendencias (Fig. 3).

Para la fraccion libre se observo una tendencia al incremento de la concentracion total en
los tratamientos en los que se aplicé pizarra (TOSM y T1SM) frente a los controles (TO y T1) pero
esta tendencia unicamente se produjo en el afo 2022, el afio mas seco y calido, alcanzando el
mayor valor el tratamiento regado y con pizarra (T1SM). En el afio 2021 la fraccion libre se vio
afectada por el tratamiento de riego, mostrando una tendencia al incremento de la concentracion
en los tratamientos regados (T1 y T1SM) frente a sus tratamientos homdlogos en secano (T0 y
TOSM, respectivamente).
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Con respecto a la fraccion glicosilada, en el afio 2022 se observo la misma tendencia que

en la fraccién libre, incrementandose la concentracion en los tratamientos en los que se aplicd
pizarra (TOSM y T1SM) frente a los controles (TO y T1). Ademas, al igual que en la fraccion libre,
se alcanzd valor mayor en el tratamiento regado y con pizarra en la linea (T1SM). En el afio 2021,
mas lluvioso y frio, la mayor concentracion de la fraccion glicosilada se observo en el tratamiento
de secano con aplicacion de pizarra en la linea (TOSM).

Fracciones libre y glicosilada
3000
2500 i
2000 j
1500
1000
500 I
0
2021 2022 2021 2022
Fraccion Libre Fraccion glicosilada
T0 mTOSM =T1 mT1SM

Fig. 3. Concentracion de fracciones libre y glicosilada (ug/L) de los mostos de la variedad
Mencia en funcion de los tratamientos aplicados (riego y pizarra) en las campanas
2021-2022

Por ultimo, se realizd un analisis de componentes principales (ACP) con el fin de
representar graficamente los tratamientos y afios en funcién de su composicion volatil y
glicosilada, asi como de parametros fisico-quimicos relacionados con la maduracion (°Brix,
acidez total e IPT).

El ACP explica un total del 85,79 % de la varianza en sus dos componentes PC1
(67,63 %) y PC2 (18,16 %). En este analisis se puede observar que el efecto de la afiada
fue mayor que el efecto de los tratamientos aplicados al vifiedo (Fig. 4).

El afio 2021, mas lluvioso y con una integral térmica eficaz menor, se caracterizd por
mayores concentraciones de compuestos volatiles en sus dos fracciones, libre y glicosilada,
asi como un mayor valor de IPT. El aflo 2022, menos lluvioso y mas calido, estuvo
caracterizado por una mayor acidez total y °Brix, difiriendo estos parametros entre
tratamientos. Asi, el °Brix fue mayor en los mostos de la variedad Mencia procedentes de
los tratamientos TO y T1. Sin embargo, cuando a estos dos tratamientos se les aplico pizarra
en la linea (TOSM y T1SM), se observé una tendencia a una menor maduracién de la uva
alcanzando una mayor acidez total y un menor °Brix.
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Fig. 4. Analisis de componentes principales (PCA) en base a parametros de maduracion,
fracciones libre y glicosilada y afos de estudio para los tratamientos aplicados:
riego (TOy T1) y pizarra (TOSM y T1SM)

Respecto al efecto combinado de riego y pizarra no existen trabajos previos que permitan
la discusidn de los resultados. Sin embargo, los trabajos derivados del efecto del riego en la
composicion aromatica de la variedad Mencia, muestran que la mayor frecuencia de riego
incrementa la composicion responsable del aroma en su fraccion glicosilada (Vilanova et al. 2023,
en prensa). Este comportamiento difiere dependiendo de la variedad y el lugar de cultivo.

4. Conclusiones

Este trabajo intenta presentar una alternativa a productos quimicos sintéticos utilizados en
el manejo de la vegetacion en el vifiedo, intentando evitar la erosion y la evaporacion del agua del
suelo. Los resultados preliminares nos hacer intuir que puede ser una buena alternativa, ya que,
combinado con determinados regimenes hidricos puede tener ciertas ventajas a nivel de retraso
de maduracién y mejora de la composicion de la uva. Mas afios de estudio nos permitiran obtener
conclusiones sélidas, evaluando asi el uso de restos de pizarra como practica de manejo de las
malas hierbas en la linea de los vifiedos gallegos.
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Resumen

La transpiracion es un proceso crucial para la vid (Vitis vinifera L.). Este proceso esta
condicionado por diferentes factores como la temperatura o la humedad relativa (HR). El Panel
Intergubernamental para el Cambio Climatico (IPCC) prevé un aumento de la temperatura global
y un descenso de HR. El objetivo de este trabajo fue estudiar el impacto del calentamiento global
sobre la transpiracion y el desarrollo de la baya. Se cultivaron esquejes fructiferos de la variedad
Tempranillo Tinto en dos invernaderos con condiciones controladas: condiciones control (T;
24°CM4°C y 55%I70% HR (dia/noche)) versus simulacion del calentamiento global (T+4;
28°C/18°C y 43%/58% HR (dia/noche)). En este segundo invernadero, se aplicé un tratamiento de
antitranspirante (VaporGard®) (AT+4) a la mitad de los racimos llegado el envero. Las plantas del
tratamiento control mostraron tiempos de maduracién mas largos, bayas de mayor tamafo y
menor tasa de transpiracion en comparacion con T+4. T+4 acumulé mas soélidos solubles totales
(SST) y favorecid la degradacion de acidos. El tratamiento AT+4 iguald la concentracién de SST
de T atenuando, parcialmente, el efecto de T+4. En resumen, un aumento en la transpiracion (T+4)
provocé cambios en la fenologia y composicion de la baya.

1. Introduccion

La transpiracion es un proceso crucial para el crecimiento y desarrollo de la planta que
permite el intercambio gaseoso necesario para la fotosintesis mediante la pérdida de agua a través
de los estomas y la cuticula (Stalfelt, 1981). Este proceso representa el 90% del uso de agua de
la planta. La transpiracion esta condicionada por factores ambientales como la temperatura,
velocidad del viento, humedad relativa (HR) y la diferencia en el déficit de presién de vapor (VPD)
entre los tejidos de la planta y la atmosfera (Gates, 1968) y factores especificos del cultivo como
el area foliar y la conductancia cuticular (Zhang et al., 2017). Por lo tanto, la transpiracion varia
segun la especie, las condiciones climaticas y la estacién (Morandi et al., 2010). La transpiracién
del racimo de vid (Vitis vinifera L.) es un proceso importante para la maduracién de la uva, ya que
representa la mayor parte de la pérdida total de agua de las bayas independientemente de la etapa
del desarrollo (Diring et al., 1987). Algunos estudios han demostrado que este proceso afecta a
la acumulacion de solutos y a la maduracién de las bayas (Pascual et al., 2022).

La vid (Vitis vinifera L.) es una de las especies mas extensamente cultivadas, con una

superficie global total de 7,4 millones de hectareas de vifiedos. La mayor parte esté dedicada a la
produccion de vino, que en 2021 ascendio a 261 millones de hectolitros siendo Espaiia el tercer
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productor mundial de vino (13,6% de la produccion total) (OIV, s.f.). La actividad humana,
especialmente de los ultimos 50 afios, ha contribuido de forma clara al aumento de la
concentracion de gases de efecto invernadero en la atmdsfera, los cuales son responsables del
calentamiento global (Webb et al., 2013). La concentracion de COz en el aire ha aumentado de
280 umol mol-! (ppm) en el periodo pre-industrial a 420 umol mol-! (ppm) en 2023 (CO2levels,
2023). Para mediados y finales de siglo se espera que la concentracion sea de 550 y 700 ppm,
respectivamente (Houghton et al., 2001; Morales et al., 2014). Como consecuencia, los datos méas
recientes muestran una tendencia ascendente de la temperatura durante los ultimos 30 afios
(Spinoni et al., 2015). Segun el Panel Intergubernamental del Cambio Climatico (IPCC, 2021) la
temperatura media global puede aumentar 4°C en los proximos 100 afios, por lo que el futuro
escenario climatico para la cuenca mediterranea podria no ser favorable para la viticultura (Lionello
et al., 2014). Ademas, la humedad relativa (HR) del aire sobre el continente ha experimentado un
descenso en los Ultimos afios (Byrne and O'Gorman, 2018).

El aumento de temperatura esta acortando el ciclo fenolégico de la vid, provocando que la
maduracion se desarrolle en condiciones climaticas menos favorables. Este cambio en la
temperatura esta estrechamente relacionado con el desacoplamiento de la acumulacion de
azucares con la sintesis/descomposicion de metabolitos importantes relacionados con la calidad,
tales como las antocianinas o los acidos organicos, lo que lleva a cambios en los rasgos
sensoriales del mosto como el color y la acidez, respectivamente (Sadras y Moran, 2012).
Concretamente, el descenso en la acidez observado como consecuencia de un incremento de
temperatura se ha asociado a una aceleracion del catabolismo del &cido mélico a través de la
respiracion (Pandell, 1999).

El objetivo de este trabajo fue estudiar el impacto del aumento de temperatura y la
reduccion de la humedad relativa (HR) del ambiente previstos para finales de siglo sobre la
transpiracion, el desarrollo del racimo y la composicion final de la uva.

2. Material y Métodos

El experimento se llevd a cabo en los invernaderos de la Universidad de Navarra, bajo
condiciones controladas. Se emplearon esquejes fructiferos de vid de la variedad Tempranillo Tinto
que se enraizaron siguiendo el método de Mullins (1966). Tras el cuajado de los racimos se
implementaron 2 regimenes de temperatura y HR hasta la madurez: 24°C/14°C y 55%/70% dia/noche
(T)y 28°C/18°C y 42%/58% (T+4), este ultimo simulando los cambios proyectados para finales de siglo.
Ademas, a la mitad de las plantas del tratamiento T+4 se les redujo de forma artificial la transpiracion
del racimo a partir del inicio del envero mediante la aplicacion periddica de un anti-transpirante,
VaporGard al 10% (v/v) (AT+4). Durante el experimento, se determiné el desarrollo fenoldgico como el
numero de dias transcurrido desde cuajado hasta madurez. En las fases fenoldgicas de guisante,
garbanzo, inicio de envero, envero y madurez (aprox. 23 °Brix) se midié la transpiracién del racimo, con
un equipo basado en sensores de humedad relativa (Morales et al., 2022). Ademas, en madurez, se
determind la concentracion de solidos solutos totales (SST) mediante refractometro (digital Abbe315
RS, Zuzi), la concentracion de acido malico mediante método enzimatico (Enzytec L- Malic Acid,
Boehringer Manneheim/ RBiopharm®) y la concentracion de antocianinas totales (Ribereau-Gayon y
Stonestreet, 1965). El andlisis estadistico se realiz con SPSS, empleando un test T-student en las
variables que se determinaron en guisante, garbanzo e inicio de envero y un ANOVA de una via con
un test post-hoc DMS en las determinaciones realizadas en envero y madurez.
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3. Resultados

El calentamiento global estad modificando la fenologia de la vid, adelantando la
cosecha (Kuhn et al., 2014). En el presente estudio, las plantas del tratamiento control (T)
fueron las que mas tiempo tardaron en madurar en comparacion con el tratamiento T+4.
Por su parte, la aplicacion de anti-transpirante (AT+4) amortigué parcialmente la
aceleracion en el desarrollo fenolégico de los esquejes fructiferos provocado por la
temperatura elevada (T+4) (Fig. 1A). Por otro lado, conforme las bayas se fueron
desarrollando, la transpiracién disminuyé (Fig. 1B). Los racimos cultivados bajo
condiciones control (T) presentaron una tasa de transpiracion significativamente menor a
los del tratamiento T+4, debido a un menor déficit de presion de vapor (DPV) de la
atmésfera asociado a la menor temperatura y mayor HR en T. Esto concuerda con lo
observado por Zhang y Keller en 2015, donde en un experimento realizado en cultivares
Syrah y Concord observaron que existe una relacion lineal entre la tasa de transpiracion
de bayas y el DPV. Al aplicar antitranspirante a los racimos (AT+4), se observé una
reduccion en la tasa de transpiracion con respecto a T+4, obteniéndose valores similares
a los del tratamiento control (T).
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Fig. 1. Dias desde el cuajado hasta la madurez (A) y evolucién de la transpiracién del
racimo (B) en esquejes fructiferos de la variedad Tempranillo Tinto. La grafica representa
el promedio % el error estandar. Medidas con letras en comun dentro de cada fase de
desarrollo no son significativamente diferentes (p>0,05) (test DMS).

Un aumento de temperatura esta estrechamente relacionado con el desacoplamiento de
la acumulacién de azlcares con la sintesis/descomposicién de metabolitos importantes
relacionados con la calidad, tales como las antocianinas o los &cidos organicos (Sadras y Moran,
2012). El aumento de temperatura provocé un incremento significativo en la tasa de acumulacion
de azlcares. Aunque la aplicacion de antitranspirante (AT+4) redujo esta tasa en relacién a T+4,
la acumulacion de azlcares en AT+4 continud siendo significativamente més rapida que en el
tratamiento T (Fig. 2A).
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Fig. 2. Tasa de acumulacion de aztcares (A) y de degradacion de acido malico (B) en bayas
de esquejes fructiferos de la variedad Tempranillo Tinto. La grafica representa el promedio

* el error estandar. Medidas con letras en comun no son significativamente diferentes
(p>0,05) (test DMS).

Las bayas del tratamiento T+4 presentaron una mayor tasa de degradacién de acido malico en
comparacion con T. Esto pudo deberse a una aceleracion del catabolismo del &cido malico a través
de la respiracion como respuesta a un incremento de temperatura (Pandell, 1999).El tratamiento
con antitranspirante AT+4 amortigu6 parcialmente los efectos de la temperatura elevada en la
degradacion de este &cido (Fig. 2B).
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Fig. 3. Concentracion de antocianinas totales en bayas de esquejes fructiferos de la
variedad Tempranillo Tinto. La grafica representa el promedio % el error estandar. Medidas
con letras en comun no son significativamente diferentes (p>0,05) (test DMS).

Las antocianinas son pigmentos negros purpuras que se acumulan en las vacuolas del
hollejo de la baya de las variedades tintas. Ademas, estos pigmentos dan a la baya proteccion
frente a la exposicion solar y radiacion ultravioleta (He et al., 2010). El tratamiento T present6 una
mayor concentracion de antocianinas en relacion a los tratamientos de temperatura elevada,
independiente de si se aplicara o no anti-transpirante (T+4 y AT+4) (Fig. 3). La temperatura elevada
puede provocar un descenso en la acumulacién de antocianinas en la baya, bien por inhibicion de

-64 -



VITICULTURA Y ENOLOGIA

GRUPO DE TRABAJO m
EXPERIMENTACION EN
N
su sintesis 0 por un aumento en su degradacion (Arrizabalaga et al., 2018). En este caso, el
tratamiento con anti-transpirante parecio intensificar el impacto negativo de la temperatura elevada
en la concentracion de antocianinas, aunque las diferencias entre los tratamientos T+4 y AT+4 no
llegaron a ser estadisticamente significativas. La transpiracion es un proceso que permite la
refrigeracion de los tejidos vegetales, por lo que al reducirse artificialmente con el anti-transpirante
pudo provocar un sobrecalentamiento de las bayas en AT+4 favoreciendo todavia mas la
degradacion de antocianinas.

4. Conclusiones

La temperatura elevada acelero el ciclo fenoldgico de las plantas, aumentando la tasa de
transpiracion, acumulacion de azucares y degradacion de malico. La aplicacion de anti-
transpirante en condiciones de temperatura elevada (AT+4) consiguid reducir la tasa de
transpiracion hasta conseguir valores similares a los del tratamiento T y atenu6 parcialmente los
efectos de la temperatura, retrasando el desarrollo fenologico de las bayas y disminuyendo las
tasas de acumulacion de azlcares y de degradacion del malico. La concentracion de antocianinas
se vio negativamente afectada en los tratamientos con temperatura elevada, independientemente
de la aplicacion o no de anti-transpirante.
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Resumen

El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto del deshojado en distintos momentos de
la maduracion sobre el rendimiento y la composicion de las bayas en el contexto de incremento
de las temperaturas. El experimento se realizé durante dos campanas en un vifiedo comercial de
Garnacha en La Rioja e incluyé dos deshojados que diferian en el momento de realizacion:
deshojado temprano (DTE) y tardio (DTA) y un control sin deshojar. Los resultados mostraron
que ambos deshojados redujeron los azucares en cosecha, pero sélo el tratamiento DTE retraso
la maduracion en 2021, sin embargo, estos efectos se vieron condicionados por las variaciones
estacionales de temperatura y precipitacion, ya que se observaron aumentos en los aztcares y el
pH durante la campaia 2022. Ambos deshojados disminuyeron el contenido de flavanoles y
estilbenos y el DTE aumento las antocianinas y los acidos fendlicos en las bayas en el momento
de la cosecha. El estudio sugiere que las practicas de manejo de la canopy, como los deshojados
tempranos, podrian seguir siendo interesantes, a pesar de las tendencias actuales de
calentamiento en las regiones vitivinicolas, para mejorar algunos rasgos de calidad de las bayas
sin afectar al rendimiento.

1. Introduccion

El aumento de las temperaturas asociado al calentamiento de las regiones vitivinicolas
provoca un avance de la fenologia de la vid, disminucion del rendimiento y aumento del contenido
de azucar y pH del mosto con menor contenido de polifenoles, especialmente antocianos, lo que
conlleva la produccidn de vinos con menor color y mayor grado alcohdlico (Arrizabalaga-Arriazu et
al., 2020; Sadras y Moran, 2012).

Las practicas de manejo de la canopy se llevan a cabo para controlar el equilibrio entre la
fuente y el sumidero y mejorar el microclima del racimo, consiguiendo una mejor composicion de
las bayas. Una de las practicas mas extendidas es la del deshojado, que consiste en la eliminacion
de las hojas basales cercanas a los racimos, sin embargo, sus efectos dependen de cémo y
cuando se realice (Sternad-Lemut et al., 2013). Nuestra hipotesis de partida consiste en que la
eliminacién temprana de hojas (DTE) después del cuajado podria promover una maduracion
tardia; mientras que la eliminacién tardia de hojas a mitad de la maduracion (DTA) reduciria la
acumulacién de azucar. Por lo tanto, se realiz6 un estudio de dos afios para evaluar el momento
optimo de deshojado entre dos estados fenoldgicos (post-cuajado y envero tardio) como
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herramienta para retrasar la maduracion y reducir la acumulacién de azlcares sin afectar a la
composicion fendlica; asi como, determinar las implicaciones de la eliminacién de hojas en el

desacoplamiento entre la sintesis y acumulacion de azucares y antocianinas durante dos
campafas climaticamente diferentes en cuanto a exposicion solar y precipitacion.

2. Material y Métodos

Material vegetal - El experimento se realizd con Vitis vinifera L. cv. Garnacha durante las
campafias 2021 y 2022 en un vifiedo comercial en Alfaro, La Rioja. Las vides se condujeron en
vaso abierto con tres brazos y 5 pulgares de dos yemas. El disefio experimental consistid en
bloques completos con dos tratamientos de deshojado que diferian en el momento de la
realizacion: i) tratamiento de deshojado severo después del cuajado (DTE); y ii) deshojado severo
después del envero (DTA) en comparacion con un control sin deshojar (NT). Ambos tratamientos
de deshojado consistieron en la eliminacion de las hojas basales antes del segundo entrenudo.
Cada tratamiento tuvo cinco repeticiones de 10 cepas. La cosecha comenz6 cuando las bayas
alcanzaron la madurez comercial (aproximadamente, 26°Bx) y se estudiaron las caracteristicas de
las bayas y su composicién quimica.

Determinaciones de la calidad de las bayas y del perfil polifenélico - En la cosecha, se
recogieron dos muestras de 100 y 200 bayas, respectivamente para determinar el peso de la baya y
su composicion quimica. La primera muestra de 100 bayas se pesé para obtener el peso de la baya,
después se obtuvo mediante prensado manual el mosto, sobre el que se determinaron los sélidos
solubles totales (TSS), el pH y la acidez titulable (AT). Los SST se determinaron utilizando un
refractometro compensador de temperatura de alta precision (RF Mogul, EE. UU.). El pH y la AT del
mosto se determinaron con un autotitulador (Crison, Espafia). La AT se estimd por titulacién con
hidrdxido de sodio 0,1 N hasta un punto final de 8,3 pH'y se expreso en g/L de acido tartarico.

Otra muestra de 200 bayas se triturd en un procesador de alimentos y 50 ml de la papilla
resultante se usaron para determinar el perfil de polifenoles después de obtener las fracciones fendlicas
(FF) de acuerdo al protocolo descrito en Alegre et al. (2020). Las FF se filtraron con filtros CHROMAFIL
AO-20/15 MS de 2 um (Duren, Alemania) y se transfirieron a viales de inyeccién (Royo et al., 2021).
Luego, las muestras se analizaron con un sistema cromatogréafico de liquidos Acquity Ultra Performance
(Waters, MA, EE. UU.) acoplado a un sistema Xevo TQ MS (Waters, Reino Unido) que funciona con el
software MassLynx XS. La separacion cromatografica de los compuestos fenolicos se realizé en una
columna Waters Acquity HSS T3, 1,8 um, 2,1 x 150 mm (Waters). Se empled una columna de fase
inversa (RP) Acquity UPLC BEH C18, 1,7 um, 2,1 x 150 mm (Waters), protegida con una precolumna
Acquity UPLC BEH C18, 1,7 ym, 2,1 x 5 mm (Waters).

Analisis estadistico - los analisis estadisticos se realizaron con R studio versién 3.6.1
(RStudio Team, 2020). El peso de la baya, los parametros de composiciéon quimica y los
compuestos fendlicos se analizaron mediante el anélisis de varianza de dos vias (ANOVA) con el
afio y el tratamiento como factores principales tras evaluar la normalidad de los datos. Se
calcularon las medias + errores estandar (EE) y, cuando la relacion F fue significativa (P < 0.05),
se realiz6 una prueba Posthoc HSD de Tukey utilizando el paquete "agricolae" 1.2-8 R (de
Mendiburu, 2017).
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Por otro lado, se calcularon las regresiones lineales entre antocianinas totales y SST y se

estimo la significancia del anélisis con el mismo software para cada tratamiento dentro del afio y

para cada afio por separado. Para ambos andlisis, las pendientes se compararon en P < 0,05
mediante andlisis de covarianza (ANCOVA).

3. Resultados

3.1. Los efectos del momento de deshojado dependen de las condiciones climaticas
durante la campaiia.

Las dos campafias evaluadas en este estudio difirieron en su temperatura media y
precipitaciones. Asi, la campafia 2021-22 fue mas calida que la campafia 2020-21, con 1 °C mas
en la temperatura media diaria, 13 dias mas con temperatura superior a 35 °C y 37,2 mm menos
de precipitacion. El peso y la quimica de las bayas se vieron afectadas por los tratamientos de
eliminacién de hojas y el afio de aplicacion, pero no se observo interaccion entre ambos factores
(Tabla 1). El peso de baya disminuy6 durante la campafia de 2022, presumiblemente porque la
mayor exposicion de las bayas durante la segunda campafia pudo reducir la conduccién de
fotoasimilados a los racimos durante el desarrollo (Torres et al., 2020). La campafia mas calida
también represent6 un aumento de SST en las bayas, sin embargo, no se observé ningun efecto
de los tratamientos de deshojado (Tabla 1). Se ha propuesto que el DTA reduce las tasas de
acumulacion de azucar y retrasa la fecha de cosecha (Poni et al., 2018), pero estos efectos
dependen en gran medida del entorno y de la variedad de vid, especialmente en vides cultivadas
en secano (Buesa et al., 2019). Respecto a los parametros relacionados con la acidez, el
tratamiento DTE tendié a disminuir el pH y mientras que este parametro se vio incrementado
durante el 2022. La AT también se vio afectada por el factor afio, ya que aumentd durante la
campafia de 2022 sin ningun efecto de los tratamientos de deshojado. Del mismo modo, Torres et
al. (2020) no encontraron diferencias en la AT del mosto obtenido de las cepas sobre las que se
habia realizado un deshojado. El aumento de pH y AT en 2022 podria explicarse por el menor
tamario de la baya en ese afio, lo que podria concentrar los principales acidos presentes en las
bayas, a pesar de la posible degradacion del acido malico bajo temperaturas elevadas (Sweetman
etal., 2014).

Los contenidos totales de los diferentes compuestos fendlicos medidos en este trabajo se
muestran en la Tabla 2, donde no se observd interaccion entre tratamientos de deshojado y el afio
de realizacion. El contenido de antocianinas en la cosecha aument6 con DTE y disminuyd en 2022.
Estudios previos han demostrado que la acumulacién de antocianinas en los hollejos es
significativamente mayor a 20 °C que a 30 °C y que la etapa méas sensible a la temperatura es de
una a tres semanas después de que comience la coloracion (Yamane et al., 2006), lo que
explicaria la falta de efecto de DTA observada en nuestro estudio. Por otro lado, en estudios
realizados con diferentes variedades se observaron contenidos de antocianinas mayores tras la
aplicacion de DTE (Pastore et al., 2017; Sternad Lemut et al., 2013). Las otras familias de
compuestos polifenolicos mostraron la misma tendencia con contenidos reducidos de flavonoles,
acidos fenolicos y estilbenos durante la campafia de 2022 (Tabla 2), lo que sugiere que las
tendencias de calentamiento explicaron la disminucion de la sintesis y acumulacion de estos
compuestos (Sternad-Lemut et al., 2013; Bavaresco et al., 2008). Con respecto a los efectos del
deshojado, ambos tratamientos de eliminacién de hojas provocaron la disminucion de flavanoles
y estilbenos, mientras que el DTE aumento los acidos fenolicos.
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Tabla 1: Peso de la uva, sélidos solubles totales (SST), pH y acidez total del mosto
obtenido de las bayas de Garnacha sometidas al deshojado temprano (DTE) o tardio (DTA)
comparado con un control sin tratar (NT) recogidas en Alfaro, La Rioja durante las

campaiias de 2021 y 2022.

Efectos principales Peso de lauva SST (Brix) pH Acidez total
(9) (g/L)
Tratamiento NT 141+ 0.06 26.6+0.3 3.52+0.02a 4.9+0.1
ELR 1.39 £ 0.06 256+0.3 345+0.02b 5.0+0.1
LLR 1.42 £ 0.04 26.1+0.3 349+0.03a 48+0.2
Campaiia 2021 1.72+0.06a 255+02b 346 +£0.02 b 45+0.1b
2022 1.09+0.05b 268+03a 3.51+£0.02a 53+0.1a
ANOVA Tratamiento ns ns ns
Campaﬁa *kk * * *kk
TxC ns ns ns ns

Los valores representan medias + EE (n=10-15) separados por el test posthoc Tukey HSD (p < 0.05) en
funcién de los efectos principales (tratamientos y campaiia). Dentro de cada columna, las letras diferentes
indican diferencias significativas segun los efectos principales (manejo de la canopy (NT, DTE, DTA),
campaiia (2021, 2020) y sus interacciones (T x C). ns, ., * and *** indican no significancia o significancia a
los niveles de probabilidad de 10%, 5%, y 0.1%, respectivamente.

Tabla 2: Antocianinas, flavonoles, proantocianidinas, acidos fenélicos y estilbenos totales
de las fracciones fendlicas obtenidas de las bayas de Garnacha sometidas al deshojado
temprano (DTE) o tardio (DTA) comparado con un control sin tratar (NT) recogidas en
Alfaro, La Rioja durante las campanas de 2021 y 2022.

Efectos principales Antocianinas Flavonoles Proantocianidinas Acidos fendlicos Estilbenos
(mglg baya) (mglg baya) (mglg baya) (mglg baya) (mglg baya)
Tratamiento NT 4122+349b | 397.1+£50.0 618+9.1a 16.2+28b 30+08a
DTE 503.9+18.0a | 554.4+62.3 46.3+4.2b 296+89a 16+04b
DTA 3834+609b | 478.7+103.4 466+109b 156+4.8b 20+04ab
Campaiia 2021 6721+67.1a | 840.7+1353 55.4 £10.85 253+94a 31+07a
a
2022 1942+85b 1129+85b 47752 156+ 15b 1.3+£045b
ANOVA Tratamiento . ns . .
Campafia i b ns . *
TxC ns ns ns ns ns

Los valores representan medias + EE (n=10-15) separados por el test posthoc Tukey HSD (p < 0.05) en
funcién de los efectos principales (tratamientos y campafia). Dentro de cada columna, las letras diferentes
indican diferencias significativas segun los efectos principales (manejo de la canopy (NT, DTE, DTA),
campaiia (2021, 2020) y sus interacciones (T x C). ns, ., ** and *** indican no significancia o significancia a
los niveles de probabilidad de 10%, 1%, y 0.1%, respectivamente.
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3.2. El desacoplamiento de azucares y antocianinas se ve afectado por la exposicion
solar provocada por la defoliacion

Las relaciones entre los contenidos de antocianinas y azlcares de las bayas se muestran
en la Tabla 3. En 2021, DTE modul6 la relacion entre la acumulacién de azucar y antocianinas tal
y como subraya el ANCOVA realizado (p < 0.05; Tabla 3). Sin embargo, en 2022, las regresiones
de cada tratamiento no fueron diferentes. Por otro lado, el desacoplamiento térmico entre azucares
y antocianinas fue notable, con casi la mitad del contenido de antocianinas para los mismos
contenidos de azucar en 2022 en comparacion con 2021. De acuerdo con estos resultados,
investigaciones previas habian mostrado que los deshojados realizados en el envero disminuyen
los SST con una potencial disminucion de antocianinas mientras que el DTA no dirigié a cambios
significativos en azlcares de bayas y antocianinas (Pastore et al., 2017; Tessarin et al., 2014).

Tabla 3: Relacion entre el contenido en Antocianinas del mosto y los sélidos solubles
totales de las vides de Garnacha sometidas a deshojado temprano (DTE) o tardio (DTA) en
comparacion con un control sin tratar (NT) recogidas en Alfaro, La Rioja durante las

campanas de 2021 y 2022.
Campaiia Tratamiento y a R Valorp | ANCOVA
2021 NT -1976.7 132.1 a 0.77 e *
DTE -4016.8 2244 b 0.93 b
DTA -1605.5 115.8 b 0.51 *
2021 NT -1415.1 98.9 0.97 e ns
DTE 3911 26.3 0.51 ns
DTA -612.3 69.1 0.92 b

y” indica la intercepcion, “a” es la pendiente de la recta de regression, ‘r” el coeficiente de correlacion,
“valor p” es la significancia de acuerdo al test de correlacion de Pearson y “ANCOVA” es la significacion de
las regresiones segun el test de ANCOVA realizado cada afo. Las letras diferentes indican diferencias
significativas entre las regresiones (p < 0.05).

; s
- ERERtY
Fig. 1. Deshojados realizados en post-cuajado (a) y en envero (b).
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4. Conclusiones

El estudio actual revel6 que el aumento de la exposicion de los racimos a la temperatura

y la radiacion afecta de manera considerable a los metabolismos primarios y secundarios. DTE
podria reducir este desacoplamiento cuando las condiciones ambientales no son demasiado
extremas, pero no se observo ningun efecto durante la campafia mas célida y seca. Por lo tanto,
estos resultados sugirieron que las estrategias de eliminacion de hojas, incluso bajo las
condiciones actuales de calentamiento, podrian seguir siendo Utiles en algunas circunstancias
para obtener una mejora de algunos rasgos de calidad de la baya y su baja incidencia en el
rendimiento.
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Resumen

El uso de acolchados organicos presenta multiples ventajas para el cultivo y el suelo,
como mejorar el manejo de malezas y reducir el uso de herbicidas, y de insumos quimicos,
reducir erosion, aumentar la disponibilidad de agua y nutrientes, favorecer la biodiversidad.
Concretamente, la reutilizacion de subproductos agricolas permite aprovechar nuevos materiales
organicos, como la paja, los sustratos postcultivo de champifion (SPCH) o restos de poda (GPD).

El objetivo de este trabajo es evaluar los efectos de diferentes técnicas de manejo del
suelo, aplicadas en la linea, sobre el nivel de nutricién de la vid. Se comparan tres acolchados
organicos: SPCH, GPD y Paja, con dos técnicas convencionales: Herbicida e Intercepas. Para
ello, se analiz6 el contenido en nutrientes de limbos y peciolos: N, P, K, Ca, Mg, Fe, Mn, Zn, Cu,
B y Na, tanto en floracién como en envero durante 4 afios consecutivos.

Los resultados muestran diferencias en los tejidos analizados entre los sistemas
estudiados, debidas tanto al aporte de nutrientes, principalmente en el SPCH y GPD, como a
efectos de concentracion y dilucion, por diferencias en la produccion vegetal y/o en la
disponibilidad en el suelo, incrementada o no, por los diferentes acolchados.

Palabras clave: Herbicida, Intercepas, SPCH, GPD, Paja, nutricion, nutrientes

1. Introduccién

El manejo del suelo es fundamental para gestionar su productividad, sostenibilidad y la
biodiversidad de ellos, siendo un aspecto fundamental en la adaptacion de los sistemas
productivos agricolas a escenarios mas exigentes, con una mayor incidencia de estreses
abidticos: temperaturas extremas mas habituales, menor disponibilidad hidrica y, por tanto, un
estrés hidrico mas alargado en el tiempo, menor tolerancia a enfermedades e incluso menor
disponibilidad nutricional al reducirse el medio de transporte hacia el interior de la planta.

Respecto al manejo del suelo, el laboreo convencional seria la técnica de referencia,
utilizada principalmente porque reduce la competencia de otras especies por los recursos
hidricos y nutricionales. Sin embargo, esta técnica favorece la evaporacion de agua del suelo, al
mantenerlo desnudo practicamente en su totalidad. De forma parecida, el uso de herbicidas evita
esa misma competencia y reduce ligeramente la evaporacion, pero requiere la utilizacion de
sustancias quimicas que requieren un coste y que pueden no ser totalmente inocuas para el
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cultivo o para especies diferentes a las especies diana, asi como para el medio, e incluso para
los futuros consumidores.

Por otro lado, el “mulching” o acolchado, es una técnica de mantenimiento que consiste
en cubrir el suelo, total o parcialmente, con una cobertura organica. El efecto de dicha cobertura
dependera de su naturaleza y de la intensidad de aplicacion de ésta. El uso de estas coberturas
organicas puede proporcionar numerosas ventajas, como el control de malezas (reduciendo el
requerimiento de herbicidas), la conservacion del suelo (al disminuir la erosion y reducir la
temperatura, posiblemente retrasando el inicio de brotacién), mejorar la biodiversidad del suelo,
reducir la pérdida de agua, al evitar la incidencia directa de la luz solar, asi como, a medida que
se incorporan dichos recubrimientos, mejorar la composicion organica del suelo. En este sentido,
la mineralizaciéon de estos residuos orgénicos aportard nutrientes al medio, aumentando su
disponibilidad para el cultivo y convirtiéndose en una fuente nutricional importante para la
agricultura sostenible, pudiendo reducir las necesidades de fertilizantes. Ademas, estos
materiales pueden ser muy valiosos, ya no sélo como enmienda orgénica sino también como
agente de biocontrol de plagas y enfermedades y biorremediacion, al aumentar la biodiversidad.

Sélo en La Rioja se producen mas de 300.000 toneladas de sustratos postcultivo de
hongos al afio, por lo que la incorporacion de estos materiales al suelo es una de las opciones de
gestion de residuos ambientalmente mas sensible y que puede revertir de manera positiva sobre
el propio sector, principalmente en las comarcas agricolas adyacentes a las zonas de produccion
de estos residuos.

El presente trabajo pretende evaluar el comportamiento de cinco formas de manejo del
suelo sobre la linea, en relacion a la absorcidn y traslocacion de nutrientes por la planta, en un
vifiedo injertado con el cv. Tempranillo, en las condiciones edafo-climaticas de La Rioja.

2. Material y Métodos

En el periodo 2019-2022 se llevd a cabo un estudio de evaluacién de distintos sistemas
de mantenimiento de la linea en una parcela de vid situada en el término municipal de
Aldeanueva de Ebro (La Rioja). El vifiedo se establecié en 1983, con la variedad ‘Tempranillo’
injertada sobre el portainjerto 110-Richter, con orientacion Noreste-Suroeste y una densidad de
plantacion de 3.200 cepas/ha (2,6 x 1,2 m). Las vides se conducen en espaldera, segun un
sistema Cordén Royat doble, manteniendo seis pulgares y entre 10 y 12 yemas por cepa.

El suelo de la parcela de ensayo presenta textura franca (USDA), sin limitaciones
destacables a nivel fisico-quimico, con pH elevado (8,5), baja conductividad eléctrica (CE, 0,17
mS/cm) y aceptable nivel de materia orgénica (1,29%). Se observa presencia de carbonatos
(19,4%) y un nivel considerable de caliza activa (11,4%) en el nivel superficial, aumentando
ligeramente en profundidad ambos parametros (21,9% y 13,6%, respectivamente) junto con un
incremento de la CE (0,26 mS/cm). A nivel nutricional, no se observan desequilibrios
nutricionales destacables, con buena reserva de todos los nutrientes. Las precipitaciones
acumuladas entre noviembre y floracion apenas superaron 200 mm al afio para tres de los afios
estudiados, muy por debajo de la media del periodo 1998-2022, lo que se extiende hasta el
envero, llegando apenas a 250 mm. Por otro lado, el Unico afio que supera la media de
precipitaciones es el afio 2020, con 400 y 450 mm para ambos periodos (Fig.1).
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El disefio experimental compara cinco formas de mantenimiento de la linea: Herbicida;

Intercepas, aplicacién de Sustrato Postcultivo de Champifion (SPCH, procedente del cultivo de
Agaricus bisporus, que se compone de paja, estiércol de ave y urea); Restos de madera de poda
picados (GPD); y recubrimiento con Paja seca (procedente del sustrato postcultivo de Pleurotus
ostreatus), dispuestos en tres bloques al azar, a modo de repeticiones. Las calles se mantienen
con laboreo convencional y las cepas se sometieron al control de vegetacion y tratamientos
fitosanitarios necesarios, segun las practicas habituales en la zona. La parcela disponia de riego
por goteo para realizar riegos de apoyo en situaciones de excesivo y continuado estrés hidrico.

En lo que compete a los resultados mostrados en este trabajo, se ha llevado a cabo una
evaluacion del estado nutricional del vifiedo a partir del analisis de limbo y peciolo, en dos
momentos del ciclo: floracién y envero. En cada repeticion, se muestrearon 30 hojas completas,
sanas Yy totalmente desarrolladas, no senescentes, procedentes de 30 cepas representativas, de
pampanos fructiferos de vigor medio, en posicion opuesta al primer racimo en floracién y en
posicion opuesta al segundo racimo en el envero (Romero et al., 2010). Las diferentes
exposiciones al sol también fueron consideradas, muestreandose ambos lados de la calle.
Asimismo, en el momento de la vendimia se evaluaron diferentes componentes del rendimiento,
contabilizandose pulgares, pdmpanos y los racimos por cepa, y determinandose el peso del
racimo y el rendimiento unitario por cepa para cada repeticion.

Limbos y peciolos se lavaron con agua corriente y agua destilada y se secaron en estufa
a 70°C. Las muestras secas se molieron con un molino ultracentrifugo de tamiz inferior a 0,5
mm. Se determiné el N total (N-organico+N-NH4*) mediante el método Kjeldahl, y los nutrientes:
P, K, Ca, Mg, Fe, Mn, Zn, Cu, B y Na, mediante digestion con H2S0s (95%) y H202 (30%) y
determinacion con ICP-AES. Las concentraciones se expresan en peso Seco.

El estudio estadistico incluyo el test no paramétrico de Normalidad Shapiro-Wilks, el test
de Levene para comprobar la homocedasticidad de los datos, asi como la transformacién a
logaritmo cuando fue necesario. Para definir las diferencias entre tratamientos en cada momento
de muestreo, los datos se analizaron mediante un procedimiento ANOVA, seguido del test de
separacion de medias Duncan, con un nivel de confianza p<0,05. El programa estadistico
utilizado ha sido el SPSS 22.0.

3. Resultados

En cuanto a componentes del rendimiento se refiere, se observa en general la tendencia
del SPCH a una mayor produccion unitaria por cepa y a un mayor peso de racimo respecto a
Paja, Herbicida e Intercepas. Ademas, no se observaron diferencias en lo que respecta a vigor
de la planta, valorado mediante el indice de Ravaz (datos no mostrados), lo que indicaria que a
la mayor produccion de uva en SPCH le acompafié una mayor produccion de biomasa.

Respecto a los nutrientes y su disponibilidad se debe comentar primeramente que tanto
limbo como peciolo mostraron resultados muy similares dentro de cada elemento, por lo que se
muestra Unicamente uno de estos tejidos para cada momento fenoldgico. Asi, en general, el
nitrégeno en floraciéon muestra niveles mas altos para el tratamiento SPCH en los tres ciclos de
cultivo mas secos (Fig. 1), sin mostrar diferencias en el afio 2020, especialmente lluvioso (Fig. 1).
Este resultado podria deberse al mayor aporte de nitrogeno asimilable que aportaria dicho

-77 -



VITICULTURA Y ENOLOGIA

GRUPO DE TRABAJO m
EXPERIMENTACION EN
N7
tratamiento, al conservar el SPCH estiércol y urea residual de la produccion de champifion.
Ademas, en estos ciclos de cultivo, donde el desarrollo vegetativo se ve restringido por la
limitacion hidrica, se puede producir un efecto de concentracion por ese desarrollo vegetativo
mas limitado. Por otro lado, el ciclo de cultivo 2020 no tendria estas limitaciones hidricas (Fig. 1)
y el desarrollo vegetativo se veria favorecido por el mayor nivel de nitrégeno, por lo que el efecto
de dilucién para este nutriente, como consecuencia de una mayor produccion de biomasa, se
observaria principalmente en floracién de este afio (Fig. 3).

Por otro lado en envero, cuando se reduce la demanda en afios secos, la mayor
disponibilidad en nitrdgeno del SPCH volveria a constatarse, aunque también por el mismo
motivo otros tratamientos, con menor desarrollo, acumularian nitrbgeno y compensarian
parcialmente las diferencias, como ocurriria para GPD, un tratamiento que también puede
aportar nutrientes de origen organico (Fig. 3). En este sentido, la mayor produccion de biomasa
en SPCH quedaria constatada en la falta de diferencias en el indice de Ravaz entre tratamientos
(datos no mostrados), al registrar también mayor produccion este tratamiento. Es de destacar
que el tratamiento Paja mantiene niveles mas bajos de nitrégeno en todo momento respecto a
SPCH, lo que se debe atribuir a la demanda de este material, con alta relacion C/N, que requiere
nitrtbgeno para la mineralizacion de su materia orgénica, convirtiéndose en un competidor
indeseado para la vid. De hecho, tras cuatro afios de ensayo no se detecta que se produzca un
retorno de nitrogeno disponible al suelo por la mineralizacion de este material (Fig. 3).

Por otro lado, el tratamiento GPD y, en menor medida el de Paja, parecen aportar o
mantener, a medida que avanza el ensayo, cierta cantidad de fésforo asimilable frente a
tratamientos como Intercepas o Herbicida, los cuales no han tenido fuente de recursos durante el
transcurso del ensayo y presentan mayor dificultad para conservar humedad (Fig. 3). Al mismo
tiempo, el tratamiento SPCH mostraria que este elemento seria uno de los mas limitantes, al
sufrir claramente procesos de dilucion como consecuencia de su tendencia a mayor produccion
de biomasa, mas acentuado en floracion, y mayor produccion, lo que se ve incrementado cuando
la demanda aumenta por la disponibilidad hidrica, como es el caso de 2020 (Fig. 3).

El caso del calcio (Fig. 5), parece mantener un comportamiento similar al del fésforo,
con menor concentracién para SPCH frente a GPD y/o Paja. Se debe destacar que en este
tratamiento, su menor produccion de biomasa y su capacidad para mantener la humedad
aumentarian la disponibilidad del fésforo en el tiempo, aunque pueda ser menor que en otros
tratamientos, lo que le permitira compensar sus concentraciones en la planta.

Respecto al potasio (Fig. 5), elemento con considerables necesidades anuales, parece
detectarse cierta importancia del aporte procedente de GPD, y en menor medida de SPCH,
frente a Herbicida e Intercepas, los cuales no tienen via de reposicién en estos tratamientos (Fig.
4). En el caso de SPCH, podria estar sufriendo procesos de dilucion que, algunos afios,
enmascaran su mayor absorcion frente a Intercepas y Herbicida. Por otro lado, es de destacar el
comportamiento de la Paja en afio humedo, y en menor medida en seco, que por esa razén
aprovecha la mayor disponibilidad de potasio frente a tratamientos sin aporte organico (Fig. 4).

Respecto al magnesio (Fig. 4), la contribuciéon del SPCH parece hacerse notar en

floracidn, aunque en general se compensa en envero, lo que mostraria que este elemento no es
especialmente limitante en el suelo de ensayo.
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Por otro lado, respecto a los micronutrientes, parece observarse, algunos de los afios, la
contribucion de SPCH y GPD frente a otros tratamientos. Este seria el caso para hierro (Fig. 5),
manganeso (Fig. 6) y cobre en floracion o el boro en envero (Fig. 7) en alguno de los afios
estudiados. Para estos elementos, dado el tipo de suelo que se trata, la disponibilidad hidrica y
las diferencias en produccién de biomasa pueden acrecentar o diluir las diferencias debidas a los
tratamientos en floracion, asi como compensarlas a medida que se llega al envero, al reducirse
los requerimientos. Un ejemplo de esto lo veriamos en el hierro (Fig. 5), donde la mayor
produccion de biomasa de SPCH en floracién muestra diferencias frente a Paja e Intercepas,
pero en envero quedan compensadas por la recuperacion de niveles en dichos tratamientos.

En cuanto al zinc (Fig. 6) y el sodio (datos no mostrados), apenas se observaron
diferencias entre tratamientos en los tejidos vegetales, por lo que el primero no parece ser un
elemento limitante y el aporte de sodio con el SPCH apenas se hizo notar en este tipo de suelo.
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Fig. 1. Precipitaciones acumuladas, para los periodos desde noviembre a floracion y a
envero, y Temperaturas medias en los afios de ensayo.
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Fig. 3. Concentracion de nitrégeno y fésforo en limbos y peciolos en los momentos

fenoldgicos de floracion y envero (g-100g-! en materia seca)
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Fig.4. Concentracion de potasio y magnesio en limbos y peciolos en los momentos
fenoldgicos de floracion y envero (g*100g-' en materia seca)
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en limbos y peciolos en los momentos fenoldgicos de floracion y envero.
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Fig.6. Concentracion de manganeso y zinc (mgekg-! en materia seca) en limbos

en los momentos fenoldgicos de floracion y envero.
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Fig.7. Concentracion de cobre en limbo y boro en peciolo (mgekg-' en materia seca)
en los momentos fenoldgicos de floracion y envero.

4. Conclusiones

En las condiciones del ensayo, el recubrimiento de la linea con SPCH parece aportar
nitrbgeno al vifiedo en buena cantidad, mientras que GPD se muestra como una fuente de
fésforo. Asimismo, ambos materiales aportan potasio y, en menor medida, magnesio y
micronutrientes en general.

El recubrimiento con Paja limitaria la disponibilidad de nitrogeno, aunque su capacidad
para mantener la humedad del suelo le permite aumentar la disponibilidad de absorcion para la
planta durante mas tiempo, lo que le ayuda a compensar situaciones mas limitantes, respecto a
SPCH y/o GPD, para algunos nutrientes, como seria el caso de fésforo, calcio y potasio.
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‘Tempranillo Tinto’ es la variedad mas cultivada a nivel nacional, ocupando mas de
200.000 hectareas de vifiedo y estando autorizada en gran parte de las Denominaciones de Origen
del pais. Esta variedad esta altamente distribuida en la Peninsula Ibérica, donde se la conoce bajo
numerosas sinonimias, incluyendo ‘Cencibel, ‘Tinta de Toro’, ‘Ull de Llebre’, y ‘Aragonez’.
Igualmente, existen un gran numero de clones registrados para su explotacion comercial. El
objetivo principal de este trabajo es cuantificar la variaciéon genémica intra-varietal existente en
esta variedad, mediante el estudio de 35 cepas procedentes de distintas regiones viticolas
ibéricas. La secuenciacion completa de sus genomas y el analisis comparativo de las secuencias
obtenidas permiti6 detectar 1.120 variaciones nucleotidicas puntuales (SNV). De ellas, un 87.9%
fueron cepa-especificas, potencialmente utiles para la caracterizacion y seguimiento de
selecciones clonales. Por otro lado, las SNVs detectadas en mas de una cepa se usaron para
inferir una red filogenética que reflejé el origen geografico de las cepas estudiadas. En su
conjunto, los resultados obtenidos ayudan a profundizar en el origen de ‘Tempranillo Tinto’, asi
como a analizar sus principales rutas de diseminacion en la Peninsula Ibérica, y abren la
posibilidad de su uso para el seguimiento y diferenciacién de clones.

1. Introduccion

‘Tempranillo Tinto’ es la variedad de uva tinta mas representativa de la viticultura espafiola,
estando autorizada en un gran numero de Denominaciones de Origen del pais. Su gran
importancia a nivel nacional la convierte en una de las variedades de vid mas cultivadas
globalmente, con mas de 200.000 hectareas de vifiedo dedicadas a su cultivo (www.oiv.int). Aparte
de en Esparia, el cultivo de ‘Tempranillo Tinto” estd autorizado en numerosas regiones viticolas
europeas (como en Portugal, Francia, e Italia), asi como en Australia, Argentina, Estados Unidos,
Nueva Zelanda, y Sudafrica (entre otros) (Anderson y Nelgen, 2020). Ademas de como
‘Tempranillo Tinto’, a esta variedad se la conoce bajo otros nombres. Asi, el Catalogo Internacional
de Variedades de Vid (Vitis International Variety Catalogue - VIVC, www.vivc.de) recoge hasta 94
sinonimos para esta variedad, algunos tan conocidos a nivel nacional como ‘Cencibel’, ‘Tinta de
Toro’, ‘Tinta de Madrid’, ‘Tinta del Pais’, y Ull de Llebre’. Ademas, en Portugal se la conoce bajo
los nombres ‘Aragonez’ y ‘Tinta Roriz’, y en Estados Unidos como ‘Valdepefias'.

‘Tempranillo Tinto’ surgi6 tras un cruce espontaneo entre las variedades ‘Benedicto’ y
‘Albillo Mayor’ (Ibafiez et al., 2012). Este evento dio lugar a una semilla con una combinacion
genética unica, que germind y dio lugar a la planta fundadora de esta variedad. Esta primera planta
se propagd por esquejes para producir nuevas plantas que mantuvieran las caracteristicas
varietales de la planta original. No obstante, este proceso de multiplicacion vegetativa es
susceptible de ocasionar mutaciones espontaneas en el genoma de la planta original, que pueden
tener (o no) efecto en el fenotipo. Independientemente de su efecto fenotipico, si estas variaciones
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son estables se acumularan en el genoma de cada nueva generacion (Carbonell-Bejerano et al.,
2019), perpetuédndose como marcadores que pueden servir hoy en dia para investigar su proceso
evolutivo. Asi, el estudio de esta variacion gendmica intra-varietal permitira revelar informacion
sobre el origen de la variedad, asi como de las posibles vias de diversificacion vividas a lo largo
de su historia.

El objetivo principal de este trabajo ha sido la caracterizacion de la variacién gendémica
intra-varietal global presente en la variedad ‘Tempranillo Tinto’. Para ello, se ha analizado la
secuencia completa del genoma de cepas de distinto origen. Este estudio ha permitido cuantificar
y caracterizar dicha variacién, asi como analizar las principales rutas de diseminacion de
‘Tempranillo Tinto’ en la Peninsula Ibérica.

2. Material y Métodos

En este trabajo se han analizado 35 cepas de ‘Tempranillo Tinto’ procedentes de
colecciones y vifiedos antiguos de distintas regiones viticolas de la Peninsula Ibérica (Tabla 1). De
cada cepa seleccionada se recogieron de 5 a 10 hojas jovenes, de donde se extrajo el ADN
gendmico total segun lo descrito en Tello et al. (2015). La identificacion genética varietal de estas
cepas se llevo a cabo mediante el analisis de siete marcadores microsatélites (VVMDS, VVMD?,
VVMD27, VVMD32, VVS2, VIZAG62, y VrZAGT9), siguiendo el método descrito en Nebish et al.
(2021). Tras confirmar su identidad, se procedi6 a la secuenciacion de sus genomas completos
en un equipo HiSeq 2500 de lllumina, empleando lecturas emparejadas de 125 nucleétidos de
longitud. Las lecturas resultantes se alinearon usando un genoma de ‘Tempranillo Tinto’ de alta
resolucidn como referencia, previamente desarrollado en nuestro grupo de investigacion
(Carbonell-Bejerano et al., en preparacion). Una vez alineadas estas lecturas, las 35 secuencias
gendmicas resultantes se compararon entre si para la deteccion masiva de variaciones
nucleotidicas puntuales (SNV). Las SNVs inicialmente detectadas se filtraron siguiendo criterios
basados en parametros como la calidad de las lecturas, y la profundidad de secuenciacion. Las
SNVs resultantes de este proceso de cribado sirvieron para explorar las relaciones filogenéticas
entre las 35 cepas analizadas, mediante el software POPART (Leigh y Bryant, 2015).

3. Resultados

En este trabajo se ha llevado a cabo la secuenciacion y comparacion del genoma completo
de 35 cepas de ‘Tempranillo Tinto’ de distintas regiones viticolas ibéricas. Tras el filtrado de las
variaciones inicialmente detectadas en estos genomas, se obtuvieron 1.120 SNVs de alta calidad
para profundizar en los procesos de evolucién y diseminacion de esta variedad en la Peninsula
Ibérica. Como se esperaba, estas variaciones se encontraron de manera aleatoria en los 19
cromosomas de ‘Tempranillo Tinto’, con una media de 58,9 £ 13,7 SNVs por cromosoma. De ellas,
985 (87.9%) se detectaron en una unica cepa (Fig. 1), con una media de 28,1 + 11,9 SNVs por
cepa. Debido a su alta especificidad, estas variaciones resultan potencialmente utiles para el
seguimiento de las selecciones clonales incluidas en este trabajo (Tabla 1).

Las 135 SNVs restantes (12,1%) se detectaron en mas de una cepa (Fig. 1). El estudio

detallado de estas 135 SNVs en las 35 cepas estudiadas permitié diferenciar hasta 16 genotipos
distintos (Tabla 2). El genotipo mas comun (GTT-6) se encontro siete veces, en cepas procedentes
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de cinco regiones viticolas: Navarra (dos cepas), La Mancha, Ribera del Duero, Rioja (2 cepas), y
Portugal. Igualmente, el genotipo GTT-12 se encontrd cuatro veces (exclusivamente en cepas de
Ribera del Duero), mientras que el genotipo GTT-11 se encontré tres veces (exclusivamente en
cepas de la regién viticola de Toro). Ademas, cinco genotipos (GTT-4, GTT-5, GTT-9, GTT-13,y
GTT-14) se encontraron una unica vez.

La red filogenética inferida para estos 16 genotipos indico un papel clave para cuatro
SNVs: SNV-1, SNV-2, SNV-3, y SNV-4, detectadas en los cromosomas 4, 6, 7, y 8,
respectivamente (Fig. 2). Estas cuatro SNVs clave dividieron los genotipos de ‘Tempranillo Tinto’
en tres grupos principales, o linajes: Linaje A, Linaje B, y Linaje C (Fig. 2). El Linaje A esta formado
por ocho genotipos (detectados en 19 cepas), todos homocigotos para las cuatro SNVs clave
(Tabla 3). Entre las cepas que integran este linaje encontramos una procedente de la region
viticola de La Mancha, cuatro de Navarra, una de Portugal, dos de Ribera del Duero, y 11 de Rioja.
El hecho de que este grupo aglutine todas las cepas estudiadas procedentes de Navarra y la gran
mayoria de las de Rioja sugiere que el Linaje A es caracteristico de zonas viticolas del Valle del
Ebro. Por otro lado, el Linaje B esta formado por Unicamente dos genotipos (Fig. 2), todos
heterocigotos para SNV-1 y SNV-2, y homocigotos para SNV-3 y SNV-4 (Tabla 3). Estos dos
genotipos se encontraron en tres cepas de vifiedos viejos de Rioja Alta y Rioja Alavesa (en los
municipios de Abalos, Leza, y Oyon). Por tltimo, el Linaje C agrupa seis genotipos (detectados en
13 cepas) (Fig. 2), todos heterocigotos para las cuatro variaciones clave (Tabla 3). Entre las cepas
de este linaje encontramos tres de la zona viticola de Toro, cuatro de Ribera del Duero, y seis de
Portugal. Este hecho sugiere que el Linaje C es propio de las zonas viticolas del Valle del Duero.

La disponibilidad de la secuencia completa de los genomas de los dos progenitores de
‘Tempranillo Tinto’” (Carbonell-Bejerano et al., en preparacion) nos permitié extraer el genotipo de
‘Benedicto’ y de ‘Albillo Mayor’ en las cuatro SNVs clave indicadas anteriormente. Asi, tanto
‘Benedicto’ como ‘Albillo Mayor’ son dos variedades homocigotas para esas cuatro posiciones
(Tabla 3). Esta particularidad nos ha permitido deducir que la planta original de “Tempranillo Tinto’
fue homocigota para esas cuatro posiciones, por lo que presentaria un genotipo muy similar al de
los genotipos de ‘Tempranillo Tinto’ asociados al Linaje A, propio del Valle del Ebro. Estos
resultados sugieren que ‘Tempranillo Tinto’ se habria originado en el Valle del Ebro. Este hallazgo
concuerda con referencias histéricas que indican esta zona como la zona de origen de esta
variedad (Garcia de los Salmones, 1914), asi como con la presencia de cepas centenarias de
ambos progenitores en esta region (Ibafiez et al., 2012).

Nuestros resultados filogenéticos indican que so6lo una pequefia parte de la diversidad
genética de las cepas de ‘Tempranillo Tinto” existente dentro del Linaje A habria servido de base
para generar la diversidad encontrada en el resto de linajes (Fig. 2). Asi, los seis genotipos del
Linaje C se habrian originado a partir de un Unico genotipo (GTT-6), que habria sido el origen del
material vegetal transferido del Valle del Ebro al Valle del Duero. Concretamente, nuestros
resultados indican que esta transferencia inicial habria tenido lugar hacia regiones de la zona
viticola actual de Ribera del Duero. Posteriormente, la diversidad desarrollada en esta zona habria
sido determinante a la hora de extender el cultivo de ‘Tempranillo Tinto’ a otras zonas del Valle del
Duero, derivando en la generacion de genotipos especificos de las zonas viticolas actuales de
Toro y Portugal. A lo largo de esta ruta principal de diseminacion Valle del Ebro — Valle del Duero,
se habrian originado los dos genotipos de ‘Tempranillo Tinto’ que forman el Linaje B. Esta
diversidad habria tenido menor impacto en otras regiones, quedando confinada en vifiedos
antiguos de las zonas viticolas actuales de Rioja (Rioja Alta y Rioja Alavesa).
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Por ultimo, cabe destacar que se han detectado algunas cepas de zonas viticolas de La
Mancha, Portugal, y Ribera del Duero con genotipos caracteristicos del Linaje A (Fig. 2). Este
hecho indica que estas cepas no habrian seguido la ruta de diseminacién principal Valle del Ebro
- Valle del Duero comentada anteriormente, sino que serian fruto de la transferencia directa (y
probablemente, mas reciente) de material vegetal desde el Valle del Ebro.

Tabla 1. Origen de las cepas de ‘Tempranillo Tinto’ utilizadas en este trabajo.

Nombre Origen Geogréfico Regidn viticola Procedencia
- Abalos (La Rioja) Rioja Vifiedo antiguo
- Abalos (La Rioja) Rioja Vifiedo antiguo
523-SA-04 Ablitas (Navarra) Navarra Coleccion (UPNA)
Clon 41 Aguilar del Rio Alhama (La Rioja) Rioja Coleccion (ICVV)
Clon 115 Alcanadre (La Rioja) Rioja Coleccion (ICVV)
182 Aras (Navarra) Navarra Coleccion (EVENA)
TT-280 Arguijillo (Zamora) Toro Coleccién (ITACYL)
T136 Artazul (Navarra) Navarra Coleccién (EVENA)
TP-261 Atauta (Soria) Ribera del Duero Coleccién (ITACYL)
1-15 Caleruega (Burgos) Ribera del Duero Coleccién (Vitis Navarra)
65-11 Canalejas de Pefiafiel (Valladolid) Ribera del Duero Coleccion (Vitis Navarra)
Cencibel Castilla La Mancha La Mancha Coleccién (UCLM)
Leza (Alava) Rioja Vifiedo antiguo
Leza (Alava) Rioja Vifiedo antiguo
Leza (Alava) Rioja Vifiedo antiguo
- Leza (Alava) Rioja Vifiedo antiguo
TT326 Morales de Toro (Zamora) Toro Coleccion (ITACYL)
- Oyén (Alava) Rioja Vifiedo antiguo
Oyén (Alava) Rioja Vifiedo antiguo
- Oyén (Alava) Rioja Vifiedo antiguo
RZ 0168 Portugal Portugal Coleccion (ULishoa)
RZ 0452 Portugal Portugal Coleccion (ULisboa)
RZ 0616 Portugal Portugal Coleccion (ULisboa)
RZ 1103 Portugal Portugal Coleccion (ULisboa)
RZ 1218 Portugal Portugal Coleccion (ULisboa)
RZ 1512 Portugal Portugal Coleccion (ULisboa)
RZ 6204 Portugal Portugal Coleccion (ULisboa)
T3 Sada (Navarra) Navarra Coleccién (EVENA)
- S. Vicente de la Sonsierra (La Rioja) Rioja Vifiedo antiguo
S. Vicente de la Sonsierra (La Rioja) Rioja Vifiedo antiguo
- S. Vicente de la Sonsierra (La Rioja) Rioja Vifiedo antiguo
TP-98 Valbuena de Duero (Valladolid) Ribera del Duero Coleccion (ITACYL)
50-1 Valcavado de Roa (Burgos) Ribera del Duero Coleccion (Vitis Navarra)
TT-271 Valdefinjas (Zamora) Toro Coleccién (ITACYL)
32-4 Villaverde de Montejo (Segovia) Ribera del Duero Coleccion (Vitis Navarra)
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Tabla 2. Frecuencia de los 16 genotipos de ‘Tempranillo Tinto’ (GTT) detectados en base a
135 variaciones nucleotidicas puntuales (SNV), y regiones viticolas donde se han

encontrado.
Nombre Linaje Frecuencia (n) Regidn viticola
GTT-1 A 2 Rioja
GTT-2 A 2 Ribera del Duero, Rioja
GTT-3 A 2 Rioja
GTT-4 A 1 Navarra
GTT-5 A 1 Rioja
GTT-6 A 7 Navarra, La Mancha, Ribera del Duero, Rioja, Portugal
GTT-7 A 2 Navarra, Rioja
GTT-8 A 2 Rioja
GTT-9 B 1 Rioja
GTT-10 B 2 Rioja
GTT-11 C 3 Toro
GTT-12 C 4 Ribera del Duero
GTT-13 C 1 Portugal
GTT-14 C 1 Portugal
GTT-15 C 2 Portugal
GTT-16 C 2 Portugal

Tabla 3. Genotipo detectado en las cuatro variaciones nucleotidicas puntuales (SNVs) mas
comunes en los genotipos de ‘Tempranillo Tinto’ (GTT) de los tres linajes detectados en
este trabajo (A, B, y C), ‘Benedicto’ y ‘Albillo Mayor’.

Genotipo SNV-1 SNV-2 SNV-3 SNV-4
GTT - Linaje A GG C.C AA C.C
GTT - Linaje B C.G A.C AA C.C
GTT -Linaje C C.G A.C A.G CT

‘Benedicto’ GG C.C AA C.C
‘Albillo Mayor’ GG C.C AA C.C

1200
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Ndmero SNVs

400

200
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Fig. 1. Numero y frecuencia de las variaciones nucleotidicas puntuales (SNVs)
detectadas tras el analisis del genoma completo de 35 cepas de ‘Tempranillo Tinto’.
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Fig. 2. Relacion filogenética obtenida a partir de la variacion genémica intra-varietal
observada en 135 variaciones nucleotidicas puntuales (SNV) en 35 cepas de ‘Tempranillo
Tinto’. Cada genotipo (GTT) esta representado por un circulo, cuyo tamaiio es
proporcional a su frecuencia. Su color indica la zona viticola de procedencia de las cepas
analizadas (Rojo: La Mancha; Verde: Navarra; Morado: Portugal; Amarillo: Rioja; Rosa:
Ribera del Duero; Marrén: Toro).

4. Conclusiones

El andlisis de la variacién gendmica intra-varietal de ‘Tempranillo Tinto’ ha permitido
detectar variaciones puntuales clave en el proceso de diversificacién y diseminacion de esta
variedad a lo largo de la Peninsula Ibérica. Nuestros resultados indican que esta variedad pudo
haberse originado en la zona del Valle del Ebro, desde donde se habria dispersado a otras zonas
viticolas de la Peninsula. La ruta principal de diseminacién detectada en este trabajo habria
contado con un punto clave de diversificacion en zonas de la actual Ribera del Duero, de donde
habria surgido el material vegetal presente en otras zonas viticolas méas occidentales del Valle del
Duero. Por otro lado, se han detectado un gran numero de variaciones especificas de cepa,
potencialmente Utiles para el seguimiento y diferenciacion de selecciones clonales. El presente
trabajo indica que el estudio comparativo de los genomas de variantes clonales de vid es una
aproximacion capaz de suministrar informacion Util para desentrafiar el origen y evolucion de
variedades de vid de interés comercial y patrimonial.
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Resumen

Las enfermedades viricas estan presentes de forma histérica en los vifedos,
generando problemas en el desarrollo de la planta y la calidad de la uva. La gran difusion
de ArMV, GFLV, GFkV, GLRaV-1y GLRaV -3 incentivé la generacion de legislacioén para su
control en los afos 60. Sin embargo, otros muchos agentes viricos no se inspeccionan.
En este trabajo se recogieron los datos de presencia de nueve virus por RT-PCR en i)
vifias viejas del norte de Espaiia, asi como en ii) material vegetal certificado, generando
una vision del estado virico sanitario. Por un lado, la incidencia de cuatro virosis de
testaje obligatorio (GFLV, GFkV, GLRaV-1 y GLRaV -3) difiri6 mucho entre los dos tipos de
material vegetal (i>ii), lo que prueba la efectividad de aplicar medidas de control. Por el
contrario, para la incidencia de otros virus, solo hubo diferencias entre los dos tipos de
material para el virus GLRaV-2 PN, que fue mayor en vifias viejas. En cuanto a los virus
relacionados con la enfermedad de la madera rizada (RSPaV, GVA, GVB y GVD), la
presencia del virus RSPaV es generalizada (=80%) mientras que GVA y GVB tuvieron una
presencia anecdoética y GVD no apareci6. La alta incidencia de algunas de estas virosis
(i=ii) refleja la falta de medidas de control.

1. Introduccion

Las enfermedades viricas tienen una gran importancia en el sector vitivinicola debido a
su impacto en la maduracion de la uva, en los rendimientos en vendimia, asi como en la salud
fisiologica de la planta (Meng et al., 2017). Hasta el momento, se han descrito més de 80
especies de virus cuyo huésped es la vid cultivada (Vitis vinifera L.) (Fuchs, 2020). Algunos de
esos agentes viricos son de especial importancia por su virulencia, ademas de su amplia
presencia a nivel mundial por lo que su control esta contemplado en la directiva europea (The
European Commission, 2019). Estos virus son el virus del entrenudo corto (Grapevine Fanleaf
Virus, GFLV) y el virus del mosaico de Arabis (Arabis Mosaic Virus, ArMV) del género Nepovirus,
los virus del entrenudo corto 1 y 3 (GLRaV-1 y -3) del género Ampelovirus, para todos los
vegetales de plantacion (distintos de las semillas) pertenecientes al género Vitis L., y, ademas de
los anteriores, el virus del jaspeado (Grapevine Fleck Virus, GFkV) del género Maculavirus en
portainjertos de Vitis spp. y sus hibridos, excepto Vitis vinifera L..

A pesar de no estar contemplados en la legislacion, la presencia de otros agentes
viricos es frecuente en los vifiedos europeos produciendo algunos de ellos virulentas
enfermedades. Tal es el caso del complejo de la madera rizada (RWC) causada por la
presencia combinada de varios virus: el virus de Rupestris (Rupestris Stem-associated
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Virus, RSPaV), el virus A de la vid (Grapevine Virus A, GVA), el virus B de la vid
(Grapevine Virus B, GVB) y, ademas, el virus D de la vid (Grapevine virus D, GVD)
también podria estar implicado (Martelli, 2014). De forma aislada, esos virus producen
también otros desérdenes relacionados con enfermedades de la madera: RSPaV se
relaciona con picaduras del tallo de Rupestris (Rupestris stem pitting) (Meng et al., 1999),
GVA se asocia con Kober tallo ranurado (Kober stem grooving) (Garau et al., 1994), GVB
se asocia con LN33 Tallos Surcados (LN 33 stem grooving) y GVD con la corteza de
corcho (corky bark) (Bonavia et al., 1996). Los sintomas principales incluyen surcos y
picaduras en el tejido lefioso bajo la corteza de la planta y la muerte del tejido del floema.
Otro de los virus con una presencia importante es la variante 2 del virus del enrollado
(GLRaV-2). Este virus tiene una gran variabilidad genética, por lo que existen diferentes
cepas del virus que producen diferentes desordenes. La cepa GLRaV-2 Pinot noir (GLRaV-
2 PN) es el mas frecuente en todo el mundo (Angelini et al., 2017). Todas estas
enfermedades se transmiten tipicamente a través del material vegetal y la eliminacion de
su presencia no suele ser facil, de ahi la importancia de la prevencion.

En este trabajo se han recopilado los resultados de todos los testajes de virosis (GFLV,
GFkV, GLRaV-1, GLRaV-3, GLRaV-2 PN, RSPaV, GVA, GVB y GVD) realizados en nuestro
laboratorio durante los afios 2020, 2021 y 2022 con el fin de tener una vision general de la
incidencia de virosis principales, recogidas en la legislaciéon, asi como otras virosis. Estos
resultados se han clasificado teniendo en cuenta el tipo de material vegetal (bien sea vifia vieja o
material certificado) para comparar su incidencia y evaluar la eficacia de los métodos actuales de
testaje.

2. Material y Métodos
Material vegetal

Los testajes se llevaron a cabo a lo largo de los afios 2020, 2021 y 2022. Se testaron
dos tipos de material vegetal: plantas de vifias viejas (498 plantas) en puntos de Navarra, Alava y
Burgos, asi como material certificado (294 plantas) (Fig. 1). EI material vegetal proveniente de
vifias viejas fue obtenido de viias de mas de 50 afios, cuando no existia obligatoriedad del
control de las enfermedades viricas mientras que, el material vegetal certificado, bien fuesen
injertos o plantas de campos madre, ha sido sometido a los controles viricos actuales. Para
determinar su estado sanitario mediante PCR se utilizaron hojas o sarmiento, dependiendo de la
época del afio en que se muestred, y el material vegetal se conservé en frio hasta su analisis.
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Fig. 1. Mapa de las zonas de donde se obtuvieron las muestras de viiias viejas
(marcadores rojos) y de material certificado (marcadores azules) incluidas en este trabajo.
(Fuente: Google maps)

Deteccion de virus

Para la deteccion de virus por PCR a tiempo real (RT-PCR), en primer lugar, se realizo el
aislamiento de ARN total de hojas con el kit Spectrum Plant Total RNA (Sigma-Aldrich, USA).
Después se retro-transcribieron 500 ng (PrimeScript RT Reagent Kit, Takara Bio Inc., Japon)
para la sintesis de cDNA. Para la amplificacion se usaron 10 ng de cDNA, 1x TB Green Premix
Ex Taq Il (Takara Bio Inc., Japén), 0,4 uM de cebadores directos e inversos especificos para
cada virus (Tabla 1) y 1x ROX en un volumen final de 10 pl. La amplificacién en tiempo real se
llevé a cabo en un termociclador ABI StepOne (Applied Biosystems, USA). Los cebadores para
GFLV y GFkV fueron disefiados en este trabajo y las condiciones de amplificacion fueron: 95 °C
durante 5 s; 40 ciclos de 95 °C durante 15 s, 60 °C durante 1 min. Los cebadores para GLRaV-
1, GLRaV-2 PN, GLRaV-3, GVA, GVB y RSPaV fueron tomados de otras publicaciones y las
PCRs se corrieron segun las condiciones publicadas en los trabajos originales (Tabla 1).

En cuanto al analisis estadistico, la diferente incidencia de virosis en los diferentes tipos

de material vegetal se evalué mediante el test t de Student (p<0.05) a través del programa
estadistico SPSS (George and Mallery, 2021).
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Tabla 1. Cebadores de ADN utilizados para la amplificacion por reaccion en cadena de la
polimerasa en tiempo real (RT-PCR) para los diferentes virus de la vid testados (GFLV,
GFkV, GLRaV-1, GLRaV-3, GLRaV-2 PN, GVA, GVB, y RSPaV).

Agente virico Secuencia Referencia

. . F: TGGAACGGGACCACTATGGA .
Grapevine Fanleaf Virus (GFLV) R CAGGCGTTCGGTGATATGGA Este trabajo

. . F: CTGCTGTCTCTAGCTCTCGC ;
Grapevine Fleck Virus (GFkV) R GAGGTGTAGGAGGACTOGGT Este trabajo
Grapevine Leafroll-associated virus 1 F: ACCTGGTTGAACGAGATCGCTT (Osman et al.,
(GLRaV-1) R: GTAAACGGGTGTTCTTCAATTCTCT 2007)
Grapevine Leafroll-associated virus 3 F: AAGTGCTCTAGTTAAGGTCAGGAGTGA (Osman et al.,
(GLRaV-3) R: GTATTGGACTACCTTTCGGGAAAAT 2007)
Grapevine Leafroll-associated virus F: CATTATATTCTTCATGCCTCTCAGGAT (Osman et al.,
strain PN (GLRaV-2 PN) R: GATGACAACTTCTGTCCGCTATAGC 2007)

o F: GACAAATGGCACACTACG (Poojari et al.,
Grapevine Virus A (GVA) R: AAGCCTGACCTAGTCATCTTGG 2016)

L F: CTAGGAGTGCGGCTAAACGAA (Osman et al.,
Grapevine Virus B (GVB) R: CCATATCACAGGACGAGGTTAAGG 2013)
Rupestris Stem Pitting-associated Virus | F; GATGAGGTCCAGTTGTTTCC (Meng et al.,
(RSPaV) R: ATCCAAAGGACCTTTTGACC 1999)

3. Resultados

Respecto a los virus de testaje obligatorio los de mayor incidencia en vifias viejas fueron GFLV
y GFkV con una tasa alrededor del 25%. En cuanto a los virus del enrollado (GLRaV-1y GLRaV-3) la
tasa fue de =13%. La diferencia fue sustancial con respecto al material certificado y mostraron todas
ellas tasas significativamente mayores en el material antiguo (Fig. 2). EI material vegetal certificado tuvo
una incidencia de alrededor del 1% para GFLV, GFkV, y GLRaV-3 y de 3% para GLRaV1. Estas
diferencias se cuantificaron en 24% para GLFV, 23% para GFkV, 9% para GLRaV-1 y 12% para
GLRaV-3. La diferente incidencia entre el material de vifias viejas y el material certificado demuestra la
eficacia de la aplicacion de medidas de control, a pesar de que también parte de esa incidencia se
pueda deber a la infeccion de las vides en campo a través de sus conocidos vectores.

Incidencia virus de testaje obligatorio
30% -

25% A
20% A
15% - *
10% -

5% A

0% -

GFLV GFkV GLRaV-1 GLRaV-3

mVifiasvigjas @ Material certificado

Fig. 2: Incidencia de cuatro virosis oficiales testadas tanto en material vegetal de vifias
viejas como en material certificado. * representa diferencias estadisticamente
significativas entre los dos tipos de material vegetal en el test t de Student (p<0.05).
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Es posible que la mayor parte de las virosis oficiales detectadas en el material certificado

se debieron a la mayor sensibilidad que ofrece la técnica de deteccion utilizada en este trabajo,
la PCR, respecto a las técnicas utilizadas de forma rutinaria en el certificado de material vegetal
(Elisa). Esto permitié detectar muestras infectadas con cargas viricas bajas e indetectables con
aquellas técnicas. Como ya se ha planteado previamente (Golino et al., 2017), la actualizacion
del uso de tecnologias mejoradas (como las genéticas RT-PCR o la secuenciacion) en la
legislacion actual mejoraria la identificacién de virosis. No sélo por su mayor sensibilidad, sino
que ademas la posibilidad de muestrear a lo largo de todo el afio, sin tener en cuenta las cargas
viricas estacionales, facilitaria su control.

En cuanto a las otras virosis, su incidencia en los dos tipos de material vegetal no varié
tanto como en el caso de los virus de testaje oficial, lo que se puede atribuir a la falta de control
sanitario oficial (Fig. 3). A pesar de ello, se obtuvieron diferencias significativas en la presencia
de GLRaV-2 PN, que fue mayor en el material de vifias viejas (31%) que en el material vegetal
(5%). Esta diferencia puede estar relacionada con su similitud tanto genéticamente como en
sintomatologia con los virus de testaje obligatorio GLRaV-1 y GLRaV-3 que puede facilitar su
diagnostico. La incidencia de los virus GVA, GVB, GVD y RSPaV no mostro diferencias entre el
material certificado y el de vifias viejas. La presencia de GVA y GVB fue anecdética (=1%) en
vifias viejas y su ausencia fue total en el material certificado, mientras que GVD no se detect6 en
ninguna muestra. Finalmente, el virus RSPaV estg altamente diseminado y su presencia no
difirié entre el material de vifias viejas (73%) y el certificado (79%).

Incidencia virus secundarios

90% -
80% -
70% A
60% -
50% -
40% A *
30% A
20% A
10% A
0% - — —

GLRaV-2 PN GVA GVB GVD RSPaV

mVifas viejas @ Material certificado

Fig. 3: Incidencia GLRaV-2 PN, GVA, GVB, GVD y RSPaV, virosis no incluidas en los
testajes oficiales, que han sido testadas tanto en material vegetal de vifas viejas como en
material certificado. * representa diferencias estadisticamente significativas entre los dos

tipos de material vegetal en el test t de Student (p<0.05).
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A pesar de la controlada aparicién del virus GLRaV-2 PN (5% en material certificado),
este virus produce sintomas graves, por lo que su control ha de ser estricto. Las plantas
infectadas con la variante PN del virus muestran tanto sintomas de enrollado como de
incompatibilidad del injerto (Bertazzon et al., 2010). La incompatibilidad depende de las
combinaciones utilizadas, por ejemplo, se ha demostrado la mortalidad en injertos de 1103
Paulsen.

Asi como se ha comprobado en este trabajo, también la diseminacién del virus RSPaV
es amplia en otros lugares y abarca todos los continentes. En Europa, por ejemplo, su incidencia
se ha cifrado en Francia en el 66% y en Alemania en el 53%: El virus esta ampliamente
distribuido tanto en clones comerciales como en portainjertos. El virus RSPaV esta asociado con
diferentes trastornos de la madera como picaduras del tallo de Rupestris (Vitis rupestris cv. St.
George) (Martelli et al., 1993) o necrosis de tejidos en Richter 110 (Bouyahia et al., 2005). Sin
embargo, el estudio de su impacto es aun desconocido por su complejidad, ya que depende de
muchos factores como la combinacion de variedad y portainjerto, su presencia conjunta con
otros virus, o la cepa virica de RSPaV de la que se trate (Meng and Rowhani, 2017). Por
ejemplo, la incompatibilidad del injerto viene provocada por la variante GRSPaV-SY, mientras
que plantas infectadas con variantes como SG1 o 1 parecen ser asintomaticas (Meng and
Gonsalves, 2007). Conocer las variantes mas frecuentes en el vifiedo ayudarian a comprender el
impacto de su elevada presencia. Por otro lado, se sabe que el virus es capaz de invadir tejidos
meristematicos, habitualmente utilizados para regenerar material libre de virus, y su eliminacion
por métodos convencionales del virus es muy complicada (Gambino et al., 2006). Por todo ello,
indagar en el conocimiento de RSPaV y establecer medidas de control acordes parece
necesario.

4. Conclusiones

A pesar de la evidente eficacia de la aplicaciéon del reglamento para el control de las
enfermedades viricas, demostrada por la diferenciada incidencia entre el material vegetal
certificado del material procedentes de vifias antiguas, integrar nuevas técnicas de deteccion de
mayor sensibilidad en el reglamento podria aumentar la eficacia en la deteccién de infecciones
viricas y acelerar los procesos de diagndstico. Ademas, estas técnicas proporcionan informacion
sobre las cepas del virus a partir del conocimiento de su secuencia genética, lo que es
importante para conocer la patologia que provocan. En cuanto a la presencia de virus y viroides
no regulados, los resultados mostraron que tanto las vifias viejas como el material vegetal
certificado de vid estan altamente infectados con algunos de ellos. De especial importancia es la
presencia de los virus GLRaV-2 PN, debido a la sintomatologia virulenta que provoca, y del virus
RSPaV, debido a su gran incidencia. Cabe destacar la necesidad de evaluar la importancia de la
presencia de estos virus en los vifiedos con el fin de determinar las medidas de control
necesarias para proteger la sanidad del material vegetal de vid.
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Resumen

La emision de gases de efecto invernadero esta produciendo un cambio climatico
que planteara desafios para el sector vitivinicola, ya que se prevé tenga un impacto negativo
en el desarrollo de las variedades de vid mas cultivadas y en la composicion fenélica de
sus frutos. El grupo de Fisiologia del Estrés en Plantas (Universidad de Navarra) lleva mas
de 25 anos analizando la adaptacion de los cultivos, incluida la vid, a distintos factores
ambientales. Cuenta con instalaciones especializadas para cultivar plantas a diferentes
niveles de CO2, temperatura y disponibilidad hidrica. En esta investigacion se ha estudiado
el comportamiento de 4 variedades de vid comerciales y 4 antiguas en un escenario de
cambio climatico. Se cultivaron esquejes fructiferos en invernaderos de gradiente térmico
donde se aplicaron dos tratamientos entre el cuajado y la madurez de los frutos: (1) CO:
ambiente (400 umol mol') y temperatura ambiente, y (2) CO2 elevado (700 pmol mol) y
temperatura elevada (ambiente+4°C). Los resultados muestran que Cabernet Sauvignon fue
la variedad comercial mas sensible al aumento de CO2 y temperatura al disminuir la acidez
titulable y las antocianinas en la uva. Algunos genotipos antiguos, como Tinto Velasco,
parecen funcionar adecuadamente en un futuro escenario climatico y podrian utilizarse para
mejorar algunos atributos de las variedades comerciales, tales como la acidez.

1. Introduccién

El cambio climético se define como una variacion en las condiciones ambientales que
persiste durante un periodo prolongado de tiempo. Hoy en dia constituye una de las grandes
preocupaciones a las que se enfrenta la humanidad en el siglo XXI (1). El principal efecto del
cambio climatico que se espera a nivel mundial es un aumento constante de la temperatura, lo que
conllevara cambios importantes en los ciclos hidrologicos y energéticos globales, asi como un
incremento de la radiacion y de la frecuencia y severidad de fendmenos meteoroldgicos extremos.
En el caso de la viticultura, los principales impactos del cambio climatico son la aceleracion de las
etapas fenologicas, la reduccion del rendimiento, las alteraciones en la composicion de la uva y
del vino, la expansion de la vid a areas que antes no eran aptas para su cultivo y los
desplazamientos geograficos de las areas tradicionales de cultivo (2, 3). Dadas estas predicciones,
la seleccion de genotipos con mejor adaptabilidad a los cambios ambientales puede ser una
herramienta de gran interés para cultivos perennes, como la vid (4). El grupo de investigacion de
Fisiologia del Estrés en Plantas de la Universidad de Navarra lleva mas de 25 afios analizando la
adaptacion de los cultivos, incluida la vid, al cambio climatico. Para ello, cuenta con instalaciones
especificas, entre ellas, invernaderos de gradiente térmico, donde algunos factores tales como la
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concentracion de COz en el aire, la temperatura y la disponibilidad de agua, pueden actuar de
forma independiente o en interaccion, simulando diferentes escenarios climaticos, lo que permitira
dilucidar las limitaciones responsables de una determinada respuesta de las plantas (5). En este
trabajo se presenta un estudio comparativo de la respuesta de 8 variedades de vid (cuatro
comerciales y cuatro antiguas) al incremento simultaneo de CO2 atmosférico y temperatura.

2. Material y Métodos

Se obtuvieron esquejes fructiferos de 4 variedades de vid comerciales y 4 variedades
recuperadas en Navarra por la Estacion de Viticultura y Enologia (EVENA) por medio de una
técnica que asegura la formacion de raices adventicias antes de la formacion del brote (6). Tras el
cuajado del fruto, las plantas se cultivaron en invernaderos de gradiente térmico donde se
aplicaron dos tratamientos entre el cuajado y la madurez: (1) CO2 ambiente (400 pumol mol) y
temperatura ambiente, y (2) CO2 elevado (700 pmol mol') (CATA) y temperatura elevada
(ambiente+4°C) (CETE) (Fig. 1).

Genotipo Clon Ciclo de maduracién Codigo
Comerciales

Tempranilo RJ43 Temprano RJ43
Garnacha 20 Medio GAR
Cabernet Sauvignon 15 Tardio Ccs
Merlot 519 Temprano MER
Antiguas

Tempranillo T24 Temprano T24
Tinto Velasco T73 Medio v
Pasera (Cadrete) T85 Tardio PAS
Ambrosina (Aubun) T46 Tardio AMB

Fig. 1. Invernaderos de gradiente térmico (Universidad de Navarra) y variedades
de vid utilizadas en el estudio.

Las bayas se recolectaron cuando alcanzaron la madurez fisiologica (relacion sélidos
solubles totales/acidez titulable entre 4 y 6) y se analizaron la calidad y el contenido fendlico
siguiendo los protocolos de la OIV (7). La capacidad antioxidante total del mosto se evalu6
empleando el ensayo de la actividad de captacién de radicales libres (a, a-difenil-g-picril-hidrazilo,
DPPH) (8).
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3. Resultados

Las variedades de vid analizadas mostraron gran diversidad en su respuesta al aumento
simultaneo de CO2 y temperatura (Fig.2). Entre los genotipos antiguos, PAS y AMB se revelaron
como los mas sensibles con descensos en la concentracion de sélidos solubles totales, la acidez
titulable, el contenido fendlico (expresado como IPT) y la acumulacion de antocianinas. En el caso
de T24 se mantuvieron estables los solidos solubles totales, el pH y el IPT. TV no vio afectada su
concentracion de antocianinas ni IPT, mostrando ademas una acidez superior en condiciones de
cambio climatico. En esta ultima variedad, el fuerte descenso en la concentracion de sélidos
solubles totales junto con la elevada acidez titulable sugiere, ademas, un retraso en su maduracion
bajo las condiciones del tratamiento CETE.
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Fig. 2. Composicion de las bayas de las diferentes variedades cultivadas con temperatura
y CO2 ambiente (CATA) o con temperatura y CO2 elevados (CETE) durante la maduracion.
Los datos son medias (n=5). Dentro de cada variedad, los asteriscos indican diferencias
significativas (P < 0,05) entre los tratamientos segun el test t de Student. IPT, indice de
polifenoles totales; UA, unidades de absorbancia.

En cuanto a las variedades comerciales, en general, los cambios fueron de menor
magnitud que en las variedades antiguas. Los resultados muestran que Cabernet Sauvignon fue
la variedad comercial méas sensible al aumento del CO2 y la temperatura, ya que disminuyeron la
acidez titulable del mosto y las antocianinas. No obstante, también fue la Unica variedad en la que
mejoré la capacidad antioxidante del mosto.
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4. Conclusiones

Los estudios sobre el cambio climatico en condiciones controladas permiten comparar la
respuesta simultanea de diferentes variedades de vid ante un mismo escenario, evitando las
variaciones propias de la localizacion, la meteorologia o el manejo del cultivo. El presente estudio
ha puesto en evidencia que existe una gran diversidad de respuestas ante el cambio climatico
entre las variedades antiguas que podria aprovecharse para mejorar algunos atributos en los vinos
elaborados a partir de variedades comerciales, cuya tipicidad resultara previsiblemente alterada
en el futuro.
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Resumen

La tasa de éxito del injerto en los viveros de vid varia considerablemente de un afo
a otro y entre distintos lotes de madera, pero se desconocen las causas de esta variacion.
Con el fin de identificar los factores que podrian explicar esta variabilidad se caracterizaron,
en afios consecutivos, 10 lotes de madera de portainjerto (cv. 110 Richter) obtenidos en
distintos campos de plantas madre, de Espaiia y Francia. Se test6 la presencia de virus y
patégenos asociados a enfermedades fungicas de la madera, detectandose tnicamente
Cadophora luteo-olivacea. Ademas, la madera se caracterizd histolégicamente midiendo el
area de los tejidos vasculares, el diametro y numero de los vasos del xilema y su
conductividad. Las principales diferencias entre lotes aparecieron en relacion a la presencia
de vasos grandes (240 - 320 ym), lo que resulté en una conductividad especifica del xilema
significativamente mayor. También se determiné el contenido de carbohidratos totales e
isotopos (813C y 815N). Por ultimo, se injertaron 100 plantas por lote y se determind la tasa
de éxito, que se relacion6 con todos los parametros analizados. Se observé una correlacion
positiva entre el éxito del injerto y los parametros de seccion del xilema, conductividad y
porcentaje de vasos grandes.

1. Introduccion

Desde la aparicion de la Phylloxera (Daktulosphairavitifoliae Fitch) en Europa en la
segunda mitad siglo XIX, el injerto de variedades Vitis vinifera sobre variedades de vid Americana
se alza como la unica estrategia de control frente a la plaga.

Sin embargo, a pesar de la mejora continua del proceso en los viveros, la tasa de éxito del
injerto es muy variable, situdndose en torno al 70 — 80% (Pisciotta et al., 2017). Teniendo en cuenta
la alta variabilidad y su repercusion economica en el sector, establecer relaciones entre las
caracteristicas (anatdmica, histologica, metabdlica y microbiologica) del material de propagacion
y la tasa de éxito, seria de gran interés.
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2. Material y Métodos
Material vegetal

Se caracterizaron 10 lotes comerciales de madera (15 muestras/lote) de portainjerto cv.
110 Richter obtenidos en distintos campos de produccion de plantas madre, seis en Espafia
(Montesa, Sansuafie, Albaida, Sansuafie abajo, Chaborra y Villena) y cuatro en Francia
(Carcassonne, Aubignan, Vendée, Camiran), y condiciones de cultivo diferentes.

Analisis histolégicos

Las estacas de portainjerto fueron procesadas hasta la obtencion de cortes finos de
aproximadamente 1mm de grosor. Para la observacion de los tejidos conductivos, se sigui6 el
protocolo descrito por Feder & O’Brien, 1968. Se cuantificé el tamafio de los vasos del xilema y su
conductividad hidraulica especifica siguiendo el método descrito por Scholz et al., 2013.

Analisis metabolicos

Se determino el contenido de almidon, sacarosa, glucosa, fructosa y proteinas siguiendo
los protocolos descritos por Prodhomme et al., 2019. El analisis de los macro y micronutrientes en
la madera se realizé segun Gautier et al., 2020. Por ultimo, las relaciones isotdpicas de 613C y
015N, se determinaron siguiendo los métodos descritos por Farquhara & Richardsb, 1984 y Billy
et al., 2010, respectivamente.

Anélisis microbiolégicos

La presencia de virusoficiales se testd mediante RT-PCR, se realizaron los todos pasos
siguiendo las indicaciones de los fabricantes. Los patégenos asociados a enfermedades fungicas
de la madera (enfermedades de Petri, Pie negro y Decaimiento por Botryosphaeria) fueron
analizados siguiendo el método descrito por Ramsing et al., 2021.

Injerto y evaluacion de la tasa de éxito

Se obtuvieron 100 plantas Tempranillo/110 Richter por lote. Las plantas se obtuvieron
siguiendo el proceso de produccion del vivero Vitis Navarra. EI material vegetal (variedad y
portainjerto) fue recogido en invierno de los campos de produccion, se almaceno, himedo y
desinfectado, en camaras frigorificas a 4°C de temperatura hasta el momento del injerto. Tras el
desyemado, el portainjerto y la variedad se ensamblaron en un injerto de tipo omega y quedaron
conectados mediante la formacion de un callo en la zona del injerto, durante un proceso
denominado callogénesis. Una vez realizado el callo con éxito, las plantas se plantaron
directamente en campo, para permitir el crecimiento radicular y vegetativo. Al final de la temporada,
las plantas se arrancaron y se guardaron en camaras frigorificas.

Para evaluar la tasa de éxito por lote de madera, se descartaron las plantas que no
cumplian las caracteristicas técnicas de calidad (ausencia de desarrollo vegetativo, escaso
desarrollo de las raices, falta de resistencia al "test del palanqueo”, prueba manual empleada para
evaluar la resistencia mecanica de la unién variedad-portainjerto).
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Analisis estadistico

El andlisis estadistico de los datos obtenidos fue realizado con R Studio version 3.6.1 y
consistié en un analisis de la varianza (ANOVA) seguido de un test de separacion de medias Tukey
HSD (p=0.05). La matriz de correlacion de Pearson se realiz6 con el mismo software utilizando el
paquete "corrplot" (Wei et al., 2021).

3. Resultados

Los datos evidenciaron la importancia que el origen de la madera del portainjerto tiene
sobre la tasa de éxito, a pesar de que los resultados obtenidos en este estudio (aprox. 80%),
podrian considerarse en un rango mas alto de lo que se suele obtener en vivero para el injerto en
omega (Pisciotta et al., 2017).

En cuanto al tamafio y frecuencia de los vasos del xilema, destacan los lotes de Albaida y
Vendée por su comportamiento inverso. La madera procedente de las zonas climaticas “mas
secas” (Albaida) tuvo mayor porcentaje de vasos pequefios, a diferencia de los lotes procedentes
de zonas “méas humedas” (Vendée) donde el porcentaje de vasos grandes fue mayor (Fig. 1). La
distinta distribucidn del tamafio de los vasos del xilema, podria ser explicada por factores de estrés
hidrico. Varios estudios, mostraron que el estrés hidrico induce una disminucion del diametro
medio de los vasos del xilema (Lovisolo et al., 2010; Pire et al., 2007). El ratio isotopico del 13C
mostré diferencias significativas entre lotes, siendo los de menor contenido los lotes provenientes
de Sansuaine abajo y Vix, lo que puede indicar una mayor disponibilidad de agua durante el ciclo
vegetativo. En cambio, el lote procedente de Camiran presentd valores relacionados con un estrés
hidrico moderado. Ademas, se comprobd la correlacion positiva entre la tasa de éxito del injerto,
el porcentaje de vasos de gran tamarfio y los isétopos 815N y 813C (Fig. 2).

El almidon y la sacarosa fueron los compuestos predominantes en la madera del
portainjerto cv. 110 Richter. Unicamente los contenidos en proteinas, almidén y glucosa mostraron
diferencias significativas entre los lotes de madera. La composicion mineral del material puso de
manifiesto las diferencias y la alta variabilidad existente entre los lotes de madera analizados.
Posiblemente afectados por la procedencia, condiciones de cultivo y ambientales de cada campo
de produccion.

Los resultados del estado sanitario confirmaron la presencia del patégeno Cadophora
luteo-olivacea en una muestra de los lotes procedentes de Montesa y Vendée. Es un patogeno
asociado a la enfermedad de Petri y su incidencia estd aumentando en todas las zonas viticolas
del mundo (QI1V, 2016).
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Fig. 1: Porcentaje de tejido vascular (floema, xilema y médula) con relacion
a la seccion total de portainjerto 110R de cada origen.
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de los circulos representan los valores R del analisis de correlacion de Pearson. *, ** y ***
indican significacion a niveles 0.05, 0.01 y 0.001, respectivamente.
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4. Conclusiones

En resumen, estos resultados, por el momento preliminares, confirman el interés de

estudiar parametros anatomicos, histoldgicos, metabdlicos y sanitarios en el material vegetal, ya
que podrian tener implicaciones en la variabilidad de la tasa de éxito del injerto.
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Resumen

Las practicas agricolas aplicadas en el manejo del vifiedo condicionan las
caracteristicas del suelo incluyendo la disponibilidad de nutrientes, la presencia de
residuos y su microbioma. Todos estos factores influyen en el desarrollo de la vid, la
resistencia a enfermedades y, finalmente, en el rendimiento y la calidad de la uva. En este
trabajo se tomaron muestras de suelo en vifiedos de la DOP Ribeiro, representativas de tres
tipos de manejo: ecolégico, en conversion y convencional. En las muestras se analizaron
las propiedades fisico-quimicas del suelo, la presencia de residuos y la composicion de la
comunidad de hongos y bacterias.

1. Introduccién

El sistema de manejo del vifiedo repercute en la fertilidad del suelo, la presencia de
residuos y el microbioma asociado. La tendencia hacia el uso practicas agricolas cada vez méas
sostenibles y respetuosas con el medio esta especialmente patente en Espafia, el pais con mayor
superficie de vifiedo ecoldgico del mundo. En este sentido, el Reglamento (UE) 2018/848 del
Consejo de la Union Europea recuerda que una produccion ecolégica verdaderamente sostenible
no solo consiste en sustituir pesticidas y fertilizantes sintéticos por otros ecoldgicos. Ademas, debe
considerarse al suelo como un organismo vivo, apuntando a la necesidad de conservar su
biodiversidad. De hecho, los microorganismos asociados al viiedo determinan la productividad y
resistencia de la planta a enfermedades y otros factores de estrés del medio (Bokulich et al., 2016).

La Denominacién de Origen Ribeiro (DOP Ribeiro) es la mas antigua de las cinco DOP
gallegas. Abarca una superficie de 2500 ha de vifiedo en la zona de confluencia de los rios Mifio,
Avia y Arnoia, al oeste de la provincia de Ourense (Fig. 1), de las cuales 1293 ha estan inscritas
en el Consello Regulador (CR Ribeiro, 2021). A nivel climatico, los valores medios anuales de
precipitaciones y temperatura son de 950 mmy 14,5 °C, respectivamente. La mayoria de los suelos
proceden de materiales graniticos con texturas franco-arenosas; pero también los hay derivados
de materiales metamoérficos como esquistos, o formados a partir de material sedimentario, con
texturas francas. Estos factores, asociados a la riqueza de variedades de vid y la microbiota del
suelo, constituyen un terroir Unico que condiciona el caracter de los vinos de la DOP Ribeiro.
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El objetivo de este estudio es realizar una caracterizacion de los suelos de vifiedo de la
DOP Ribeiro, en base a parametros fisico-quimicos, residuos de pesticidas y microbioma
considerando tres modalidades de explotacion: ecoldgica, convencional y en conversion.

2. Material y Métodos
2.1. Localizacion de las parcelas y toma de muestra de suelos de viiiedo
En este estudio se evaluaron suelos de vifiedos de la DOP Ribeiro en los que se empleaba

distintas préacticas agricolas: 5 de manejo ecoldgico (S1, S2, S3, S4 y S5), 4 en periodo de
transicion (S6, S7, S8 y S9) y 6 de manejo convencional (S10, S11, S12, S13, S14 y S15) (Fig. 1).

San Amaro

Fig. 1. Ubicacion de las parcelas muestreadas en la DOP Ribeiro. Tipo de manejo: azul-
convencional; verde- ecoldgico; naranja- transicion.

El muestreo se realiz6 la ultima semana de julio de 2022. En cada vifiedo se recogieron
10 submuestras de suelo de la capa superficial (0-5 cm), a lo largo de la linea de cepas, y con
ellas se conformé una muestra compuesta representativa de cada finca. Una vez homogeneizada,
una parte de la muestra se conservo en frio para posterior caracterizacién del microbioma del
suelo. El resto de la muestra se tamiz6, seleccionando la fraccion con un tamafio de particula
inferior a 2 mm para determinar las propiedades fisico-quimicas del suelo y la presencia de
residuos de fungicidas e insecticidas.

2.2, Caracterizacion fisico quimica de los suelos

En primer lugar, se caracterizd la textura del suelo, mediante la estimaciéon de las
proporciones de arena, limo y arcilla. Ademas, se determiné el pH en agua (pHw) y en KCI (pHk),
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los contenidos de materia organica y N'y la concentracion de los cationes basicos del complejo de
cambio (Caex, Mgex, Kex, ¥ Naex) (Sumner y Miller, 1996).

2.3. Andlisis de residuos de fungicidas e insecticidas en el suelo

La determinacion de los residuos de pesticidas en extractos de suelos se realizd mediante
cromatografia liquida (LC), en combinacion con espectrometria de masas (MS), usando un equipo
de tipo triple cuadrupolo (QqQ) con una fuente de Electrospray (ESI). Los compuestos se ionizaron
en modo positivo (ESI+), a excepcion del Fludioxonil que se analizé en modo ESI-, empleando un
minimo de dos transiciones para cada analito y su correspondiente subrogado interno. El método
de LC-ESI-MS/MS cubri6 la determinacion de 50 pesticidas, y 15 analogos marcados con is6topos
estables. La extraccion de los residuos de pesticidas de las muestras de suelo se llevé a cabo
mediante extraccion con fluidos presurizados, siguiendo un procedimiento interno desarrollado y
validado por los miembros del equipo de trabajo (Pérez-Mayan et al., 2020).

2.4. Caracterizacion del microbioma del suelo

La identificacion de las comunidades bacterianas y fungicas del suelo se ha realizado
utilizando genes marcadores 16S rRNA e ITS, respectivamente, secuenciados con la tecnologia
llumina MiSeq y analizados por Biome Makers Inc. (BECROP Smart Agriculture, Biome Makers,
Europa. 47006 Valladolid, Espafa) (https://biomemakers.com), mediante el uso de la Tecnologia
patentada BeCrop®(BeCrop®US Patent Application N0.62263488).de los vinos en base a su
composicion volatil se realizé un analisis de componentes principales.

2.5. Tratamiento estadistico de los datos

La influencia del sistema de manejo en las caracteristicas fisico-quimicas de los suelos se
evalu6 mediante el andlisis no paramétrico de Kruskal-Wallis (H) con el programa IBM SPSS
Statistics (versién 25). Para el analisis de la diversidad de bacterias y hongos en los suelos se
empled el software Past 4.10.

3. Resultados
3.1. Caracterizacion fisico quimica de los suelos

La proporcion de arena, limo y arcilla de los suelos fue, de media y respectivamente, 64,
20y 16%, dando lugar a texturas franco-arenosas que favorecen el drenaje y son propias de suelos
desarrollados sobre materiales graniticos, hecho que también influye en el pHw, con un valor
medio de 5,8 + 0,4, que oscila entre 5,2 (en un suelo bajo manejo convencional) y 6,6 (en dos
suelos, uno en ecoldgico y otro en transicion). Los valores de pHk fueron, como cabria esperar
sensiblemente inferiores (5,1 £ 0,4). El sistema de manejo no resultd ser un factor diferenciador
de la acidez de los suelos y de acuerdo con Fernandez-Calvifio y Novoa-Mufioz (2019) las
condiciones son adecuadas para el desarrollo del vifiedo.

El contenido de materia organica en los suelos manejados en convencional fue del 4.0 £
1.2 %, ligeramente inferior al encontrado en los suelos bajo sistema ecoldgico (4.7 £ 1.1 %) aunque
debido a la mayor variabilidad en el sistema en transicion (5.2 + 3.4 %), tampoco se ha encontrado
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influencia significativa del sistema de manejo en los contenidos de materia organica. La relacion
CIN, indicativa del balance entre los dos elementos esenciales para el crecimiento bacteriano fue
12,5 £ 1,1 y los valores medios, aunque sin diferencias significativas entre ellos, descienden en
sentido convencional>transicién>ecologico (13, 12.3 y 12, respectivamente). Esta tendencia hacia
unas mejores condiciones para el desarrollo vegetal desde un sistema de manejo convencional
hacia un ecoldgico se observa también al evaluar el nivel de fertilidad mediante la concentracion
de los cationes basicos del complejo de cambio (Naex, Kex, Caex y Mgex) y su suma (Fig. 2). Los
valores de Mgex variaron de forma significativa (H=9.396, sig.=0.009) entre 4,3 cmolc kg en
parcelas manejadas de forma ecoldgica hasta 2,6 cmolc kg™ en convencional. El sistema de
manejo, sin embargo, no es un factor diferenciador para los contenidos de los cationes Caex, Kex y
Naex. No obstante, el hecho de que los valores minimos ocurriesen en las fincas bajo manejo
convencional (7,2, 1,1y 0,7 cmolc kg, respectivamente) influyé en que la suma de bases, y por
tanto la fertilidad de los suelos manejados bajo sistema ecolégico y en transicion, fuese
sensiblemente superior (Fig. 2). Todos los valores son, en general, comparables a los de mas alta
concentracion encontrados por Fernandez-Calvifio et al. (2009) en la DOP Ribeiro.
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Fig. 2. Valores medios y desviacion estandar de los diferentes cationes basicos del
complejo de cambio de los suelos para cada sistema de manejo de vifiedo.

3.2. Presencia de residuos en los suelos

Todos los vifledos muestreados presentaron residuos de al menos un fungicida y/o
insecticida a concentraciones superiores a los limites de cuantificacién (LOQs) del procedimiento
analitico (1 ng/g a 5 ng/g). No obstante, la suma de concentraciones para los compuestos medidos,
y el nimero de compuestos a niveles relevantes de concentracion (superiores a 10 ng/g) aumentan
claramente entre las parcelas explotadas en modo ecolégico, a los vifiedos bajo manejo
convencional (Fig. 3). En el primer caso (parcelas explotadas en ecoldgico) la existencia de niveles
bajos de residuos podria deberse a aplicaciones anteriores (caso de parcelas reconvertidas) y/o
problemas de contaminacion cruzada, debidas a derivas durante la fumigacion de vifiedos
proximos y/o deposicion atmosférica. Estas ultimas variables pueden afectar tanto a vifiedos
histéricos como a nuevas plantaciones, dado su limitada extension y el confinamiento geogréafico
que imparten las laderas de las colinas que rodean las cuencas de los rios (Mifio, Avia y Arnoia)
donde se sitta la DOP Ribeiro.

Tal y como se observa en la Fig. 3 el numero de pesticidas encontrados en las parcelas
estudiadas a niveles superiores a 10 ng/g crece de forma significativa en funcidn del sistema de
manejo. De este modo, en las explotaciones en ecoldgico practicamente no se ha detectado
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ningun compuesto por encima de este valor, mientras que en los vifiedos de manejo convencional
se han llegado a identificar hasta 17 compuestos por encima del umbral anterior. Aunque este
valor puede parecer elevado, es conveniente aclarar que se refiere a residuos existentes a finales
de la campafia de aplicacion (finales de Julio). Por tanto, para comprender sus efectos sobre el
suelo del vifiedo es preciso determinar su evolucion temporal durante el periodo no vegetativo de
la vifa.

mmm Suma concentracién  =e#=Compuestos > 10 ng/g

2500
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Compuestos > 10 ng/g

500

Suma de concentraciones (ng/g)

S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 | S10 S11  S12 S13  S14  S15

Ecoldgico Transicion Convencional

Fig. 3. Suma de concentraciones y numero de fungicidas a niveles superiores a 10 ng/g
en los suelos de vifiedo en funcion del modo de explotacion.

Frecuencia de deteccion

Fig. 4. Frecuencia de deteccion de los fungicidas mas abundantes

La Fig. 4 muestra la frecuencia de deteccion de varios fungicidas en los vifiedos
estudiados. En porcentajes superiores al 50% y en orden creciente de deteccion, los compuestos
detectados han sido boscalid, tebuconazole, myclobutanil, dimethomorph, carbendazim y
metalaxyl. Todos ellos se utilizan en el control de infecciones fungicas, o son productos de
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degradacion de fungicidas autorizados (caso del carbendazim). Por otro lado, es relevante
destacar que algunos de estos compuestos han perdido la autorizacion de comercializacién
recientemente (caso de methyl thiophanate, precursor del carbendazim; y myclobutanil), o son
candidatos a sustitucién (tebuconazole, metalaxyl como racémico). Este hecho brinda la
oportunidad de seguir la disipacién de sus residuos en suelos de vifiedos de explotacion
convencional, generando informacidn de utilidad para establecer periodos de transicion hacia el
modo ecoldgico. Asumiendo que una parte de las explotaciones seguiran trabajando en modo
convencional, plantea la necesidad de realizar estudios de screening en los que se investigue la
persistencia en suelos, y la potencial transferencia al vino, de fungicidas de nueva generacion que
reemplacen a los productos activos eliminados del mercado al perder su autorizacion.

3.3. Caracterizacion del microbioma de los suelos

El analisis de la poblacién de bacterias y hongos en los suelos no mostré diferencias
significativas entre fincas bajo distintos manejos. Sin embargo, se observo una tendencia en las
fincas convencionales a presentar un menor nimero de especies a nivel global, debido a un menor
numero de especies bacterianas (Fig. 5A).
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Fig. 5. A) Riqueza de especies en total (S-total) y de bacterias y hongos en viiiedos de
manejo ecolégico (Eco 1), convencional (Con M) o en conversion (Tra ).
B) Indice de diversidad de Shannon (H) de la poblacion de bacterias y hongos.
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Teniendo en cuenta la abundancia (H) de las distintas especies, la diversidad de bacterias
era mayor en las fincas de manejo ecoldgico o en conversion mientras que la diversidad de hongos
era similar en todos los casos, independientemente del manejo (Fig. 5B). Las bacterias del suelo
juegan un papel importante en el ciclo biogeoquimico de los elementos; por lo tanto, estan
relacionadas con la disponibilidad de nutrientes. En este sentido, los resultados de mayor
diversidad bacteriana en fincas de manejo ecoldgico y de transicidn coinciden con la mayor
fertilidad observada en el analisis de las propiedades fisicoquimicas de estos suelos. La
comunidad fungica estaba dominada por hongos de los géneros Penicillium, Mortierella,
Solicoccozyma y Alternaria que estaban presentes en todas las muestras y con frecuencias
mayores del 5% en al menos cinco de ellas. A pesar de que este estudio muestra concentraciones
de residuos de fungicidas diferentes en las fincas de distinto manejo (Fig. 3y 4), esas diferencias
no se correlacionaron con la diversidad de hongos identificados en los suelos (Fig. 5Ay B).

Las propiedades de cada una de las muestras, basadas en la ecologia del microbioma del
suelo, se muestran en la Fig. 6. La calidad del suelo era media o alta en la mayoria de los vifiedos,
lo que esta relacionado con préacticas de manejo sostenible y fue fundamentalmente en las fincas
bajo sistema de manejo ecoldgico donde se encontrd una mayor fertilidad segun los valores del
complejo de cambio de los suelos (Fig. 2). En cuanto a la biodiversidad microbiana en los vifiedos,
que incluye tanto el numero de especies como su abundancia, los resultados fueron variables entre
las fincas de cada manejo. Todos los vifiedos ecoldgicos y en transicion presentaron una
biodiversidad alta excepto un caso, mientras que en los vifiedos convencionales la diversidad era
variable (desde baja en S10, S13 y S15 hasta muy alta en S11). La funcionalidad est& relacionada
con las diferentes actividades que desempefian los microorganismos en el suelo. En este estudio
la funcionalidad de los suelos era en general media, mientras que la resistencia o capacidad de la

poblacion microbiana a recuperarse frente a diversos factores de estrés era en general muy baja.
En consecuencia, la resiliencia de estos suelos era también baja.

Eco-S1
Eco-S2
Eco-S3
Eco-S4
Eco-S5
Con-S15

Tra-S6
Tra-S7
Tra-S8
Tra-S9
Con-S10
Con-S11
Con-S12
Con-S13
Con-S14

Calidad de Suelo

Funcionalidad

Resistencia .

Resiliencia

Muy bajo Bajo Medio Alto ® Muyalto

Fig. 6. mapa de calor de distintas propiedades de los suelos en base al microbioma.

En cuanto a la incidencia de patogenos relevantes para el desarrollo de la vid se detecto6
un riesgo bajo o0 muy bajo de Botrytis, enfermedad de Petri y podredumbre por Cladosporium en
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todos los vifiedos. Ademas, en la mitad de ellos se detecto riesgo de la enfermedad de pie negro

de la vid, y podredumbre por Armillaria ylo Aspergillus, independientemente del tipo de manejo del
vifiedo.

4. Conclusiones

Los resultados de este estudio mostraron valores mas altos de diversidad y fertilidad en
las muestras de suelo con menor numero y concentracion de residuos de pesticidas y fungicidas,
es decir, en los suelos de manejo ecoldgico y/o transicion frente a los de manejo convencional. Sin
embargo, para confirmar esta tendencia del sistema de manejo (convencional o ecoldgico) en la
calidad de los suelos se necesita ampliar el estudio con un mayor nimero de fincas, asi como
incrementar el tiempo de implementacion de los manejos sostenibles y respetuosos con el medio.
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Resumen

El elevado coste medioambiental de los fungicidas utilizados en la agricultura ha
determinado politicas que restringen su utilizacion. Por eso en los ultimos afos se estan
llevado a cabo numerosos estudios para valorar estrategias alternativas. El agua ozonizada
es conocida por su poder antioxidante, y esta siendo utilizada con accion fungicida en
distintos cultivos. En este trabajo se han planteado distintas estrategias de aplicacion de
fungicidas quimicos en combinacidon con agua ozonizada para valorar su eficacia frente a
mildiu ademas de evaluar el efecto de las mismas sobre el microbioma de la planta. El
ensayo se realiz6 en un vifiedo de Albarifio localizado en la Denominacioén de Origen Rias
Baixas (Galicia). Se constaté una baja eficacia del agua ozonizada sobre el mildiu. La
variacion de la abundancia y diversidad de la microbiota de la hoja y de la baya no varié
entre las estrategias establecidas, sin embargo se observé un incremento en la abundancia
de la misma en los ultimos muestreos del mes de septiembre.

1. Introduccién

El ozono esta considerado como un agente desinfectante, y su uso en distintos puntos de
la cadena agroalimentaria esta ampliamente demostrado (Bellincontro y col.2017). El desarrollo
de sistemas de ozonizacion del agua y su acoplamiento a pulverizadores agricolas esta
permitiendo que pueda ser utilizado en diversos cultivos (Fujiwara y col., 2009).

En los ultimos afios, consecuencia de un aumento de la sensibilizacidén hacia un cultivo
mas sostenible del vifiedo, se buscan alternativas a la utilizacion de productos quimicos de
sintesis. Por ello, se esta contemplando la utilizacion de agua ozonizada en sustitucion de
productos quimicos anti-mildiu. Sin embargo, existen pocos referentes de su eficacia en vifiedo, ni
del efecto que este produce en la microbiota de la planta.

Las técnicas de secuenciacion masiva (NGS) facilitan un mapeo de microbiomas
complejos en muestras ambientales, siendo una herramienta valiosa para los estudios
comparativos de las comunidades microbianas. La dindmica y la distribucién del microbioma estan
condicionada por el genotipo, la especie, la edad y el estado de salud de la planta, asi como por
factores medioambientales incluyendo las practicas de gestion de los cultivos (Lindow y Brandl
2003; Whipps y col. 2008; Berendsen y col. 2012).

En este estudio con la finalidad de valorar la eficacia del agua ozonizada frente a mildiu
se establecieron distintas estrategias de aplicacion. Ademas, se evalud la dindmica de
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comunidades bacterianas y fungicas en las estrategias que ha permitido mejor control de la
enfermedad.

2. Material y Métodos
2.1. Localizacién del ensayo

El ensayo se ha llevado a cabo en un vifiedo comercial de la variedad Albarifio propiedad
de la Cooperativa Martin Codax, en el &mbito geografico de la Denominacién de Origen Rias
Baixas (Pontevedra, Espafia), durante la campafia 2021. Las condiciones climaticas de la zona
determinan la existencia de una elevada presion del patdgeno que requiere de la aplicacién, como
media de 10 tratamientos con fungicidas quimicos de sintesis para el control de enfermedades
endémicas, mildiu, oidio y botrytis.

2.1. Diseno experimental

Con un disefio experimental de bloques aleatorizados con tres repeticiones, se han
establecido las siguientes estrategias de aplicacion: (T1) aplicacion de agua ozonizada (OW) y
fungicidas quimicos (CHF) para el control de Erysiphe necator, (T2) OW y CHF para control de
Plasmopara viticola, (T3) aplicacion OW durante toda la campafia de produccion, (T4) OW en
alternancia con CHF para control de los tres patdgenos, (T5) aplicacion de OW durante toda la
campafia a excepcion de etapas fenoldgicas de alta sensibilidad a los patégenos mencionados en
las que se aplican CHF, (T6) aplicacion de CHF durante toda la campafia. En la aplicacién de los
distintos tratamientos se tuvo en cuenta la prevision de infeccidn en base a la plataforma de Monet
Viticultura.

2.2. Evaluacion de la incidencia de mildiu

La incidencia de mildiu se determind siguiendo la metodologia propuesta por la
Organizacion Europea y Mediterranea de Proteccion de Plantas (EPPO, 2009). Se calcul6 el grado
de ataque para cada estrategia (Towsend-Heuberge,1943). Para el establecimiento de diferencias
estadisticas entre las estrategias se llevd a cabo un ANOVA utilizando el test de Fisher. El analisis
estadistico se realizé con el paquete estadistico XLSTAT-2020.

2.3. Estudio de la microbiota

En las estrategias que dieron mejores resultados para el control de mildiu se recogieron
muestras de hojas y bayas en 3 plantas por repeticidn y estrategia. Se realizaron muestreos
mensuales de hojas, de desde abril a septiembre. Las bayas se muestrearon a finales de julio,
finales de agosto y en fecha de vendimia. Los muestreos se realizaron aproximadamente 9 dias
tras la aplicacion de tratamientos, a excepcion de la recogida de abril que se realiza 3 dias después
y la del 9 de septiembre que se realizo después de un periodo de 21 dias sin tratamiento.

Para la extraccién del ADN de las muestras se utilizd el kit Isolate Il Plant DNA (Bioline).
La diversidad de la comunidad fungica en cada muestra se analiz6 mediante amplificacion del
espaciador eucariota ITS2 (White y col. 1990), y para la identificacion de la diversidad acteriana
se analizé la region 16S rRNA (Parada, y col. 2016, Apprill y col. 2015). Las reacciones de
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secuenciacion se desarrollaron con la tecnologia lllumina MiSeq. El anélisis estadistico de los
resultados se realizd a través de la plataforma MicrobiomeAnalyst.

3. Resultados
3.1. Efecto del agua ozonizada en el control de P. viticola

El grado de ataque P. viticola en las primeras etapas de infeccion en hoja, mes de abril,
(fig.1a) fue similar en los distintos tratamientos, mientras que a medida que aumentaba el grado
de infeccion, muestreos de mayo y junio, se observan diferencias significativas entre los
tratamientos siendo, en el mes de junio, los tratamientos T2 T5 y T6 los que presentan menor
porcentaje de grado de ataque. Los tratamientos T1, T3 y T4 muestran un grado de ataque superior
al 40%.
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Fig. 1. Grado de ataque de P. viticola en hoja (a) y racimo (b), en las distintas fechas de
muestreo y los distintos tratamientos.

(T1) aplicacion de agua ozonizada y fungicidas quimicos (CHF) para el control de E. necator, (T2) OW y CHF para
control de P. viticola, (T3) aplicacion OW durante toda la campafria de produccion, (T4) OW en alternancia con CHF,
(T5) aplicacion de OW durante toda la camparia a excepcidn de etapas fenoldgicas de alta sensibilidad a los
patégenos mencionados en las que se aplican CHF, (T6) aplicacién de CHF durante toda la campafia. Las
estrategias T1y T3 en la ultima fecha de muestreo no se evaluaron por la alta destruccion de la planta. Letras
distintas indican diferencias significativas para p<0,05.
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Resultados similares se obtuvieron en la evaluacion de la incidencia de P. viticola en
racimos (fig.1.b).

En la campafia de estudio no se ha observado incidencia de E. necator ni de Phyllosticta
ampelicida, que junto con P. viticola causan las principales enfermedades que afectan al vifiedo
gallego. Esta baja incidencia podria explicar los resultados similares obtenidos para las estrategias
T2y T6.

Este estudio demuestra que en etapas iniciales con baja presidn de P. viticola, la utilizacién
de ozono podria considerarse como complementaria para el control de la enfermedad, sin
embargo, deja de ser efectivo con presiones altas de infeccion.

3.2. Dinamica de las comunidades de hongos y bacterias en funcion de las
estrategias de aplicacion y la fecha de muestreo.

En este estudio se evalud la dinamica de las comunidades bacteriana y de hongos en
hojas y bayas de la vid a lo largo del ciclo de la vid y en funcion de las 3 estrategias de aplicacion
que presentaron mejores resultados en el control de mildiu: T2, T5, y T6.

La riqueza de microorganismos (diversidad a) medida a través del indice de Chao1 (fig1),
asi como la abundancia de la diversidad observada (indice de Shannon, datos no mostrados) no
ha variado entre estrategias de aplicacion de tratamientos (p>0,05), si bien se observa una
tendencia a un menor nimero de hongos y bacterias en la estrategia T6, condicionado por un
mayor numero de tratamientos con productos quimicos de sintesis. Resultados similares han sido
obtenidos por Gobbi y col. (2020), evaluando el efecto de la aplicacidn de cobre en los vifiedos.

La riqueza de microorganismos ha variado significativamente en funcion de la fecha de
muestreo observandose mayor riqueza (fig.2) en agosto y septiembre tanto en los muestreos de
hoja (fig 2 a y b) como de bayas (fig. 2 ¢ y d). Esta variacion entre muestreos también ha sido
significativa en relacién a la abundancia de la diversidad observada (indicide Shannon -datos no
mostrados). La variacion en escalas temporales de las comunidades filosféricas ha sido puesta de
manifiesto incluso en plantas perennes de las que cabria esperar una menor influencia de la edad
de las hojas (Jackson y Denney, 2011). En nuestro caso, ademés de la edad de la hoja, hay que
tener en cuenta que los tratamientos antifingicos se finalizaron el 26 de julio por lo que
se puede producir un periodo de recuperacion de microorganismos hasta fecha de vendimia en la
que se realiz6 el ultimo muestreo (19 de septiembre).

Teniendo en cuenta que no se observaron diferencias significativas en relacion a la

abundancia de microorganismos entre tratamientos, se evaluan la diversidad teniendo en cuenta
las fechas de muestreo (fig3).
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Fig. 1. Boxplot que muestra las diferencias en las medidas de diversidad o (indice de
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para las distintas estrategias de aplicacion (T2, T5, T6).
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Fig. 2. Boxplot que muestra las diferencias en las medidas de diversidad Chao1 para
hongos (ITS) y bacterias (16S) en muestras de hojas (a y b) y de bayas (c y d), en las
fechas de muestreo.
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Considerando la dindmica temporal, la biodiversidad decrece a lo largo del ciclo vegetativo

como consecuencia de la aplicacion de tratamientos fungicidas que modulan fuertemente la
dinamica de los hongos (Pinto y col, 2014). Asi, teniendo en cuenta las distintas fechas de
muestreo se observa muy baja presencia de microorganismos en el muestreo de abril, 3 dias
después de la aplicacién en campo de CHF en las estrategias T2 y T6 y de OW en la estrategia
T5, ello indica el efecto supresor tanto de CHF como de OW sobre los microorganismos tanto
hongos como bacterias. En el muestreo de 31 de mayo habian transcurrido 10 dias desde la
aplicacion de CHF y en el del 30 de junio habian transcurrido 8 dias después de la aplicacién de
CHF en las estrategias T2 y T6, mientras que en la estrategia T5 transcurrieron 19 dias de la
aplicacion de CHF y 9 de la aplicacion con OW, lo que podria explicar la mayor abundancia de
microorganismos observada en el 30 de junio, y el bajo efecto supresor del ozono transcurridos 9
dias después de su tratamiento. En los muestreos de agosto y septiembre se recupera la
abundancia de la diversidad fangica consecuencia de un periodo mas largo sin tratamiento
fitosanitarios ni con CHF ni con OW.

Aureobasidium, Alternaria, Cladosporium fueron los géneros de hongos que presentaron
una mayor abundancia relativa en las muestras de hojas. Estos taxones junto con Botrytis,
Epicocum y Cutaneotrichosporum mostraron diferencias significativas entre las distintas fechas de
muestreo (figd ay c).

Aureobasidium es el hongo mas abundante en las muestras de hoja, observandose una
mayor abundancia en las muestras de mayo y junio. Este género se cita como mas abundante en
las hojas de plantas cultivadas en ecolégico (Schmid y col. 2011), que utilizan sobre todo
compuestos cobre para el control de mildiu, frente a plantas en las que se aplican tratamientos
convencionales. En nuestro estudio se observan abundancias similares en la mayoria de los
muestreos, a excepcion del muestreo de junio en el que se habia realizado un tratamiento previo
con OW, que se podria explicar por el bajo efecto supresor del OW para este hongo consecuencia
de la tolerancia del Aureobasidium a OW. Esta hipdtesis podria explicar asi mismo la baja
presencia de Alternaria en el muestreo de junio.

A diferencia de los estudios de Grube y col (2011), que indica la relevancia del género
Epicocum en la filosfera de planta de vid, en nuestros estudios no ha sido relevante observandose
solamente en el muestreo de agosto y septiembre.

El género Botrytis, patdgeno causante de la podredumbre gris en hojas y bayas, se
constata su presencia en todos los muestreos, pero solo se manifiesta con una abundancia relativa
importante en el mes de abril, coincidente con las etapas de mas lluvias del periodo de estudio.

La diversidad fungica ha sido méas elevada en las muestras de baya, contabilizdndose 35
géneros como mas abundantes (fig3 d). Son también los géneros Alternaria, Aureobasidium,
Botrytis y Epicoccum los que mostraron diferencias significativas entre los distintos muestreos. Es
de destacar la abundancia de Botrytis en el muestreo de septiembre, frente a su presencia en
agosto, explicable por las lluvias previas a los muestreos. Epicoccum al igual que lo que sucedia
en la filosfera su abundancia relativa es mayor en el mes de agosto, si bien ya es detectable en el
mes de junio.

Zarraonaindia y col. (2015) en muestras del cultivar Merlot indica que en las muestras de
hoja, racimos y flores domina el filo Proteobacteria, siendo Pseudomonas, Sphingomonas y el
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género Methylobacterium los mas abundantes en hoja y racimos. Sphingomonas y el género
Methylobacterium han sido también relevantes en las hojas de Albarifio, siendo mas abundantes
en agosto y septiembre (fig. 3b). Sin embargo, Sphingomonas fue relevante en hojas, pero no en
las bayas (fig.3d)

En nuestros estudios se han identificado Psychorobacter y Rhizobium como los taxones
con abundancia relativa mas elevada (fig.3d). Psychorobacter, bacteria con relacionada con la
degradacion de alimentos, presentando una abundancia relativa mas elevada en las muestras de
junio y agosto. Rhizobium bacteria fijadora de nitrdgeno presente mayoritariamente en el suelo, y
relacionada con procesos de fijacion de nitrdgeno, se presenté como mas abundante en el mes
de junio. Zarraonaindia y col (2015) indica que la presencia de este taxon en las bayas y en las
hojas, no detectadas en estudios previos puede explicarse porque estas bacterias migraron a
través de las raices a las partes aéreas, donde proliferan debido posiblemente a un mejor
suministro de nutrientes y a una menor competencia con otras bacterias.
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Fig.3. Diagramas de barras en las que las muestras de hongos y bacterias que se agrupan
por fecha de muestreo: Fig 3 a y ¢ representan las muestras ITS de hoja y baya
respectivamente. Fig. 3 b y d representan las muestras 16S de hoja y baya
respectivamente.
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4. Conclusiones

La aplicacion de agua ozonizada para el control de P. viticola en campo, tiene una baja

eficacia en situaciones de elevada presion de la enfermedad, pudiendo ser utilizada como
complementaria a los tratamientos quimicos convencionales en las etapas iniciales de infeccion.

La evaluacién de las comunidades microbianas en estrategias de tratamientos de

aplicacion en las que se combinaron productos de sintesis con agua ozonizada no ha modificado
significativamente su riqueza ni su diversidad.
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Resumen

En el afo 2017 INCAVI inicia la actividad demostrativa: Seguimiento de la
introduccion de riego en parcelas de viiia en la DO Costers del Segre, sub-zona Valls del
Corb. Se trabaja conjuntamente con la DO Costers del Segre, la ADV de la Vall del Corb y la
Oficina del Regant. La actividad tiene por objetivo principal poner a disposicion del
viticultor informacion actualizada y contrastada que le permita optimizar la estrategia de
riego en el vifiedo, sobre criterios de ahorro de agua de riego y maxima calidad del vino
final. Para ello se establecen dos vifiedos de referencia en la que se determina por parte de
los técnicos de INCAVI el momento, la dosis y la periodicidad del riego que se envia a los
viticultores mediante un boletin informativo semanal. Como soporte técnico a la decision,
se instalan estaciones meteoroldgicas, sensores de humedad del suelo y se mide el
potencial hidrico de la planta como indice de estrés. Se plantean diferentes periodicidades
en la aportacion de agua de riego (diaria o0 semanal i segun necesidades), en contraste con
la no aportacion de agua de riego. En estas diferentes hipotesis se realiza un seguimiento
del desarrollo vegetativo, del crecimiento y maduracion del fruto, de la produccioén y de la
calidad del mosto. En la bodega experimental del INCAVI de Reus, se elaboran vinos a partir
de la uva de las diferentes hipétesis, de los que se realiza el analisis fisico, quimico y
sensorial. También se observa la relacion de los datos obtenidos por los sensores de la
humedad del suelo con el potencial hidrico foliar, en diferentes condiciones, abriendo la
posibilidad de utilizar los datos de humedad del suelo, obtenidos de forma continuada,
como indice de estrés hidrico de la planta. Se presentan los resultados obtenidos desde el
afio 2018 al 2022.

1. Introduccion
El riego del vifiedo en zonas aridas asegura la homogeneidad de la produccion tanto entre

las diferentes parcelas de cultivo como en los distintos afios, estabilizando los rendimientos de las
empresas vitivinicolas. Es necesaria una buena gestion del riego para evitar efectos negativos
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sobre la calidad de las cosechas y para optimizar el gasto de agua. El vifiedo, y méas concretamente
el potencial cualitativo de los mostos, es muy sensible a condiciones agronémicas que incidan en
el vigor o en el grado de produccion. Una excesiva disponibilidad de agua puede provocar un
incremento del vigor que vaya en contra del proceso de la maduracion y/o que provoque una
dilucion de los elementos que definen el potencial enolégico del vino. Por otra parte, una
disponibilidad de agua insuficiente puede impedir la actividad fotosintética con efectos sobre el
desarrollo de la planta en su conjunto y de las bayas en particular.

En la zona de la Vall de Riucorb, zona viticola histérica de secano, con la entrada del canal
Segarra—Garrigues, se considerd necesario hacer asesoramiento al sector viticola en la
introduccion del riego como herramienta de gestion de los vifiedos, con el fin de mantener la
calidad y tipicidad del vino de DO. Desde el afio 2018 se ha elaborado un boletin semanal para
compartir permanentemente la informacién con los viticultores de esta area, se realizan visitas
periddicas a las parcelas donde se hace el seguimiento comparativo para poder contrastar y
valorar la evolucién de la vegetacion in situ, asi como definir un protocolo de toma de decisiones
para un riego de apoyo que asegure la produccion anual y mantenga o mejore la calidad y el
potencial enoldgico de la vendimia, bajo criterios de ahorro en el consumo de agua. Como base
de comparacion se han realizado vinificaciones comparativas entre diferentes estrategias
aplicadas, y realizado la valoracion sensorial de los vinos elaborados.

2. Material y Métodos

e Seleccion de parcelas:

Se seleccionan dos parcelas representativas de la zona de la Vall del riu Corb:

1. Vifa del Cami de Sant Marti, de variedad Tempranillo. Vifiedo de vigor alto en la que se
busca un nivel de produccion importante. El trabajo en variedades tintas abre la posibilidad
de valorar la incidencia sobre la maduracion fenolica y el color de la uva. En esta parcela
se comparan tres tesis:

a. Secano
b. Riego INCAVI: riego segun los criterios técnicos de INCAVI
c. Riego Flavia: riego segun criterios del viticultor que cultiva el vifiedo.

Fig. 1. Vista aérea de la ffa?cela del Cami de Sant Marti.
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2. Vifia de Cercavins, de variedad Macabeo en la que se ha aplicado el riego de apoyo desde
hace pocos afios. Las tesis con las que se trabaja son:
a. Secano
b. Riego INCAVI

2 B e ?g

Fig. 2. Vista aérea de la parcela de Cercavins.

e Andlisis de suelo:

Se realiza el andlisis de suelo de las parcelas en aquellos factores estructurales que
inciden en la dinamica del contenido de agua como reservorio de la planta.

e Seguimiento vy recopilacion de datos meteorolégicos

En la parcela de Cercavins se instalé una estacion meteorologica completa que aporta los
valores de temperatura, humedad atmosférica, pluviometria, iluminacion, intensidad y direccion
del viento y a partir de estos datos calcula la evapotranspiracion de referencia por la férmula de
Penman-Monteith. Datos necesarios para la gestion del riego planteada.

Para la parcela de Sant Marti se utilizan los datos de la estacién automatica de Ruralcat
de Sant Marti de Riucorb, situada a unos 1000 m de la parcela.

e Seguimiento del agua disponible y recomendacion de riego

En todas las parcelas se instalan sensores de humedad del suelo que permitiran seguir la
dinédmica de la disponibilidad hidrica por las plantas, en condiciones de riego y secano. La
distribucion concreta de sensores del suelo y los datos que se obtienen son los siguientes:

1. Parcela “Cami de San Marti”

a. Secano
= Sensor MPS6 a 40 cm de profundidad: potencial hidrico del suelo (Kpa)
y temperatura del suelo (°C)
b. Riego INCAVI
i. Sensor 10HS a 20 cm de profundidad: % humedad del suelo
ii. Sensor 10HS a 60 cm: % humedad del suelo
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ii. Sensor MPS6 a 40 cm: potencial hidrico del suelo (Kpa) y temperatura

del suelo (°C)
iv. Caudalimetro (mm)

c. Riego Flavia
i. Sensor 10HS a 20 cm de profundidad: % humedad del suelo
ii. Sensor 10HS a 60 cm: % humedad del suelo
ji. Sensor MPS6 a 40 cm: potencial hidrico del suelo (Kpa) y temperatura
del suelo (°C)
iv. Caudalimetro (mm)

2. Parcela Cercavins

a. Secano
i. Sensor MPS6 a 40 cm de profundidad
b. Riego (criterio INCAVI)
i. Sensor 10HS a 20 cm
i. Sensor10HS a75cm
ii. Sensor MPS6 a 40 cm:
v. Caudalimetro (I/m2 de agua de riego aportada)

Durante el periodo de junio hasta vendimia semanalmente se realiza control de potencial
hidrico con la camara de Schollander para valorar el grado de estrés hidrico de las plantas y valorar
la necesidad de riego.

e FEstrategia de riego aplicada

La estrategia de riego INCAVI se basa en los criterios publicados en el articulo Determinacion y
control del estado hidrico de la vid efectos morfologicos y fisiologicos de la restriccion hidrica en vides,
(Ojeda et al. 2004) y en el libro: Fundamentos, Aplicacion y Consecuencias del Riego en la Vid (Baeza et
al. 2007). La necesidad de riego se basa en los valores del estado hidrico de la vid (mediciones con la
camara de Schollander), y el momento fenoldgico.

Para el calculo de las necesidades hidricas del riego INCAVI calculamos la
evapotranspiracion del cultivo (Etc):

Etc= ETO0 * Kc

Etc: Evapotranspiracion del cultivo
ETO: Evapotranspiracion de referencia: formula Penman-Monteith
Kc: constante de cultivo

El valor de la Kc aplicada es la publicada en la bibliografia de referencia, con un valor de
0,4 durante los meses de mas estrés hidrico. A partir de la campafia 2018/2019 se aplica el 60%
sobre este valor de la Kc, (resultando un valor final de 0,24), a partir de los resultados de los
ensayos realizados en la zona por Agusti Villarroya (Villarroya et al. 2009). A continuacién,
calculamos las necesidades de riego (NR):
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NR = (Etc - Pe)
Pe: precipitacion efectiva

La precipitacion efectiva se calcula segun los criterios de la Oficina del regant del
Departament d'Accié Climatica, Alimentacié i Agenda Rural de la Generalitat de Catalunya
basados en las recomendaciones de la FAQO, unicamente se tienen en cuenta las lluvias superiores
a4 1/m2y de estas el 75% de la precipitacion total. Finalmente se calculan las necesidades netas

de riego (NNR):
NNR=NR /e
e: eficiencia de riego (en riego por goteo se considera un valor de 0,9)

El riego Flavia es el riego aplicado por el viticultor propietario de la parcela. En general el
viticultor ha empezado a regar antes (mayo-junio segun condiciones de campafia) que la tesis del
riego INCAVI y realiza un riego de aproximadamente 2,5 I/m? 6 dias a la semana.

Enla figura 3 se observan los riegos del afio 2022, los realizados en la tesis de riego Flavia
en color azul y en rojo la tesis riego INCAVI.

Riegos realizados ano 2022 Vina Cami de Sant Marti
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Fig. 3. Riegos realizados el aiio 2022 en la parcela del Cami de Sant Marti.

e Sequimiento de la vendimia y vinificacion

Durante el periodo de maduracion, previa a la vendimia, se hace un seguimiento del
desarrollo de las bayas, tanto en su peso, volumen como en el anélisis quimico de los principales
parametros de calidad (grado alcohdlico probable, acidez y pH), de las diferentes parcelas y tesis.

Durante la vendimia se realizan controles de produccion, se controla la produccién por cepa,
el niumero de racimos por cepa y el peso medio del racimo.
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Con las uvas cosechadas se realizan las vinificaciones para realizar el analisis fisico quimico
de mosto y vino, y valorar la calidad organoléptica. Esta valoracién se realiza por el panel de
técnicos de INCAVI y también por parte de los asistentes en las jornadas de divulgacion en las
que se valoran los resultados de la actividad demostrativa.

3. Resultados

e Andlisis de suelo:

Tabla 1. Resultados analisis de tierras de las parcelas

Parcela Profundidad | Arena | Argila Limo Textura
muestra (%) (%) (%)
Cami de Sant Marti 0-30cm 36,28 21 4272 Franca
(tempranillo) 30-60cm 4764 21 31,36 Franca
Cercavins 0-30cm 9,64 29 61,36 Franca arcillo limosa
(macabeo) 30-60cm 8,64 29 62,36 Franca arcillo limosa

Los datos reflejan la diferente composicion en el suelo de las dos parcelas en las que se
realiza el seguimiento.

La parcela del Cami de Sant Marti se observa una textura franca y la observacion del perfil
del suelo muestra un suelo poco profundo, entre 50 y 60 cm, con presencia de piedras. En conjunto
se trata de un suelo con capacidad de reserva hidrica media/baja.

El suelo de la parcela de Cercavins, tiene una textura franca arcillo limosa, con una
profundidad del suelo alta (> 1,5 metro). Suelo con capacidad media/alta de reserva hidrica.

La eleccion de estas dos parcelas tan diferenciadas se hizo a propdsito para trabajar en
dos suelos representativos de la zona, como base para realizar los boletines de informacion y
asesoramiento al viticultor.

e Seguimiento vy recopilacion de datos meteorolégicos

Se pueden observar los datos del historico meteoroldgico de la estacion meteorolégica de
Sant Marti de Riucorb des del afio 2009 al 2022 en la tabla 2. Se exponen en periodos paralelos
alas campanias viticolas, desde el 1 de octubre al 30 de septiembre del afio siguiente. La campania
2021/2022 ha tenido la menor precipitacion y la temperatura media mas alta. De las 5 camparias
encontramos 2018/2019 y 2019/2020 por encima de la media y las otras tres por debajo, siendo
la camparfia 2021/2022 la campafia con menor pluviometria de todo el periodo analizado.
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Tabla 2. Precipitacion acumulada, Temperatura media y evapotranspiracion media de la
estacion meteoroldgica de Sant Marti de Riucorb de cada campaiia del estudio y media de
los datos desde la campana 2009/2010 a la 2021/2022.

Campaiia* 2017/2018 | 2018/2019 | 2019/2020 | 2020/2021 | 2021/2022 | Media
2009/2022

Precipitacion campaiia
viticola (I/m2) 3314 409,3 629 3314 262,7 3758
Temperatura media °C 14.15

: 14,28 14,81 14,34 14,98 14,30
Evapotranspiracion de
referencia (I/m2) 1042,44 1097,95 1053,72 1016,89 1028,34 1046,48

*La camparia se considera del 1 de octubre al 31 de setiembre.

La distribuciéon anual de la precipitacién, de la temperatura media mensual y de la
evapotranspiracion se pude observar las figuras 4, 5y 6 respectivamente.

Precipitacion media mensual (I/m2) de la estacion meteorologica de Sant Marti de
Riucorb
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Evapotranspiracion de referéncia media mensual (I/m2) de la estacion meteorologica de
Sant Marti de Riucorb
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Fig. 6. Evapotranspiracion de referencia media mensual (I/m2) de la estacion
meteoroldgica de Sant Marti de Riucorb.

e Seguimiento del agua disponible y recomendacion de riego

Se presentan los resultados de la parcela del cami de Sant Marti, en la que las diferentes
tesis estudiadas obtienen datos mas diferenciados, debido a tener unas condiciones da mayor
aridez y comparar tres tesis distintas.

La disponibilidad hidrica mensual se resume en la tabla 3, en las diferentes tesis
comparadas. Se relaciona el volumen mensual de agua aportada en riego a la que se suma la
lluvia mensual efectiva y la evapotranspiracion potencial calculada por la estacion meteorolégica
automatica Sant Marti de Riucorb. En las ultimas tres columnas se divide el agua efectiva por la
evapotranspiracion efectiva en %. El resultado obtenido permite valorar de forma aproximada, la
constante de cultivo (Kc) aplicada realmente.

Tabla 3. Parcela Cami Sant Marti Agua disponible. Periodo abril-septiembre

Ao Precipitacion Riego (I/m2) Riego + ETO % Agua efectiva / ET0
efectiva (I/m?) precipitacion (Im2)
efectiva (agua total
efectiva) (I/m2)
" " Riego Riego
INCAVI | Flavia INCAVI Flavia Secano INCAVI Flavia
2018 98,3 131,1 141,3 2294 239,6 699,4 14 33 34
2019 120,9 93,43 129,83 2143 250,7 719 17 30 35
2020 2115 119,0 132,0 330,5 3435 808,6 26 41 42
2021 129,6 92,9 (1 2225 * 862,9 15 26 *
2022 91,2 137,0 260,92 228,3 352,1 862,5 1 26 41
Media 130,3 114,7 166,0 245,0 296,5 790,5 16,5 31,1 38,1

* Por una incidéncia técnica del caudalimetro no se tienen datos en el afio 2021.
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La tesis de secano recibe, de media el 16% de la evapotranspiracion de referencia, frente

al 31% en el riego INCAVI y el 38% del Riego Flavia. El valor de la Kc propuesta en bibliografia
durate los meses de maximo estrés potencial para el vifiedo es de 0,4, en el caso de riego INCAVI
se aplica una Kcde 0,24. En los dos ultimos afios de estudio, estos valores fueron los aplicados
realmente, permitiendo analizar correctament el efecto real sobre el desarrollo vegetativo y
productivo de la vinya. Estas diferencias, asi como la periocidad del riego, han mostrado tener una
gran incidencia sobre el desarrollo vegetativo de las plantas y su capacidad productiva.

Tempranillo Camino de Sant Marti
Agua efectiva / ETO
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Fig. 7. Agua efectiva de la parcela del Cami de Sant Marti

e Analisis de relacion entre potencial hidrico de hoja y de suelo

Se ha realizado la correlacion de los datos correlacion potencial hidrico de hoja obtenido
con la camara de Schollander y el potencial hidrico del suelo obtenido con el sensor MPS6, durante
los diferentes afios y tesis. Como ejemplo se pueden observar los resultados obtenidos en la tesis
de secano en la parcela cami de Sant Marti. EI grado de correlacion resulta mayor cuando
unicamente tenemos en cuenta un afo, al afiadir diferentes afios disminuye, aunque todavia
mantiene un grado de relacion importante. Estos resultados muestran una incidencia importante
del factor afio.
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Fig. 8. Correlacion Potencial hidrico de hoja / potencial hidrico del suelo, tesis secano
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Desarrollo vegetativo

En el mes de julio, en el momento en que el desarrollo vegetativo ha sido completo se calcula
la superficie foliar expuesta (Smart, R 1991). En la figura 9 se puede observar que la superficie
foliar expuesta es mayor todas las campafias estudiadas, en la tesis de riego Flavia (no hay datos
del afio 2022 debido a que el viticultor habia recortado la tesis), seguida de riego INCAVI y secano.

Superficie foliar expuesta
Cami de Sant Marti

L e
o o o o

m? hoja / cepa

=
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o
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Riego Flavia
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Fig. 9. Superficie foliar expuesta de la parcela del Cami de Sant Marti
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e Vendimia

La produccion por cepa es mucho mayor en el riego Flavia, duplicando la produccion de
la tesis en secano, seguida del riego INCAVI (figura 10).Igualmente el peso de los racimos es
mayor en el caso de riego Flavia seguido del riego INCAVI y la tesis de secano (figura 11). No hay
datos del afio 2020 debido al gran ataque de midiu en la parcela.

Produccion por cepa Vifia Cami de Sant Marti
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8,00
4,0

0,00 III III III .

2,0
2018 2019 2021 2022

(=)

o
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Fig. 10. Produccion por cepa (kg) de la parcela del Cami de Sant Marti

Peso racimo Viiia Cami de Sant Marti
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Fig. 11. Peso medio del racimo de la parcela del Cami de Sant Marti
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Los parametros de calidad del mosto, no presenta grandes diferencias entre las tesis estudiadas,
tal como se observa en las figuras 12, 13 y 14. La tendencia es a un mayor grado de madurez en
la tesis de secano, especialmente acusada en el afio 2022 (con un efecto acumulado de 5 afios
sin riego). Este mayor grado de madurez se observa especialmente en la acidez y en el pH.

Cabe destacar que durante el afio 2022 la tesis de secano tuvo un nivel de estrés hidrico
muy alto, con una defoliacién importante. Este efecto supuso una maduracién en condiciones no
dptimas, produciendo desequilibrios en la composicién del mosto, como refleja el pH.

GAP Vina Camide Sant Marti
15,5

15,0

14,5

14,0
13,5
13,0
12,5
12,0 I
11,5

2018 2019 2021 2022

GAP

M Secano MRiego INCAVI ™ Riego Flavia

Fig. 12. Grado alcohélico probable (GAP) de la parcela del Cami de Sant Marti

Acidez total Vina Cami de Sant Marti
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Fig. 13. Acidez total (g/l ac. Tartarico) de la parcela del Cami de Sant Marti
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pH Vina Cami de Sant Marti
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Fig. 14. pH de la parcela del Cami de Sant Marti

e Andlisis sensorial del vino

La figura 15 muestra los resultados de les aspectos sensoriales de los vinos obtenidos los
diferentes afios. Los vinos de la tesis Riego INCAVI son los que presentan un comportamiento

mas regular.

Aspectos sensoriales tempranillo cami de sant Marti 2022
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Fig. 15. Aspectos sensoriales tempranillo cami de Sant Marti 2022, 2021, 2019 y 2018
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La figura 16 muestra los resultados del anélisis sensorial sobre los aromas percibidos por

los catadores en el afio 2022, en el que la diferencia de las dosis de riego aportadas es mayor. Se
observa que en el vino de la tesis Flavia se detectan aromas vegetales que indicarian,
conjuntamente con un menor color, una menor maduracién fendlica. La tesis INCAVI se ha
puntuado mejor en aromas de fruta roja y fresca.

Aroma tempranillo cami de Sant Marti 2022

floral

fseca fruta fresca

lacticos fruta hueso

vegetal citricos

especiado fruta roja
balsamicos fruita procesada
RIEGO FLAVIA —=—=SECANQ =——=RIEGO INCAVI

Fig. 14. Aspectos sensoriales tempranillo cami de Sant Marti 2022, 2021, 2019 y 2018

4. Conclusiones

Buen funcionamiento de la red de sensores. Los datos obtenidos y su interpretacién
técnica suponen una buena base en el apoyo a la decisidn por el viticultor.

La interpretacion de los datos de los sensores, debe tener en cuenta la composicion del
suelo y el afio como factores de variabilidad

El estudio de la correlacion entre los datos de potencial hidrico del suelo y el potencial
hidrico foliar, abre la posibilidad de generar algoritmos para la automatizacion del sistema.

Ajustar la Kc, ha permitido una produccidn que se esta dentro de los niveles de la DO, con
un vino de calidad muy regular, manteniendo criterios de ahorro de agua, necesario en las
condiciones de crisis climatica.
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Resumen

La seleccion clonal para la mejora intra-varietal en la vid se basa en variacién
somatica que aparece como consecuencia de mutaciones espontaneas en el genoma de las
células meristematicas durante el crecimiento y la multiplicacion vegetativa de las
variedades. En este trabajo realizamos estudios de genémica comparativa para identificar
el origen de caracteres de interés agro-enoldgico seleccionados en variantes clonales de
Tempranillo. Como base, desarrollamos un ensamblaje de genoma de referencia que
representa las copias que Tempranillo heredé de sus parentales Benedicto y Albillo Mayor
para cada cromosoma. Alineando lecturas de secuenciacion de los genomas de 10
variantes clonales con el genoma de referencia de Tempranillo identificamos (i)
sustituciones de un solo nucleétido (SNV) asociadas con ciclo de maduracién mas largo,
(ii) una gran delecién que elimina un gen de acumulacién de pruina en una variante con
mayor extractabilidad de polifenoles durante la vinificacion, y, en dos variantes con menor
compacidad del racimo, (iii) translocaciones entre cromosomas o (iv) cambios epigenéticos
en la metilacion del ADN. La identificacion de la variacion gendmica responsable ha
permitido el desarrollo de marcadores moleculares para la trazabilidad de las mejoras
seleccionadas, y en algunos casos también revela posibles consecuencias agrondomicas
adicionales.

1. Introduccion

Desde que se domesticd la vid se ha generado una gran diversidad varietal que se cifra
en >13.000 genotipos varietales distintos de vid disponibles actualmente (Maul, 2023). Sin
embargo, la diversidad varietal en uso en Espafia es muchisimo menor considerando que tan solo
6 variedades (Tempranillo Tinto, Airén, Garnacha, Viura, Bobal y Monastrell) ocupan el 65% del
vifiedo de vinificacidén nacional (Ministerio de Agricultura, 2022). El pequefio nimero de variedades
en el que se basa la produccion vitivinicola se relaciona con el clasicismo del sector del vino en el
que tanto productores como consumidores prefieren variedades de élite tradicionales que
confieren reconocimiento a las regiones en las que llevan cultivandose incluso durante siglos.
Entre las variedades espafiolas, Tempranillo Tinto, que se emplea para la elaboracion de vinos
tintos de calidad, es la variedad con mayor superficie de cultivo actualmente con > 202.000 ha,
destacando en regiones como Castilla - La Mancha (70.519 ha), Castilla y Leon (40.225 ha), La
Rioja (36.296 ha), Extremadura (18.839 ha) o Pais Vasco (12.132 ha) (Ministerio de Agricultura,
2022). Sin embargo, el calentamiento de gran parte de estas regiones puede llegar a hacer que
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sean mas calurosas que las condiciones requeridas para la produccion éptima en Tempranillo
(Ramos et al., 2018; Jones et al., 2012), por lo que es deseable evolucionar la variedad para
mejorar su adaptacion a las condiciones cambiantes y lograr su sostenibilidad futura en estas
regiones.

Una oportunidad para evolucionar las variedades de vid de élite en ausencia de
transformacion genética (lo que todavia no esta aceptado en el mercado), es la variacion somatica
que emerge ocasionalmente debido a la acumulacion espontanea de mutaciones somaticas
durante la multiplicacion vegetativa de las variedades (Ibafiez et al., 2015; Carbonell-Bejerano et
al., 2019). Esta variacién somatica ha sido explotada tradicionalmente por los viticultores para
mejorar las variedades y es la base de la seleccidn clonal que puede permitir la adaptacion de una
variedad a nuevas condiciones de cultivo, nuevas condiciones climaticas o nuevas demandas del
mercado. Las variedades de vid se reproducen vegetativamente para acortar los ciclos de
propagacion y porque, dada su alta heterocigosidad (la variacion que hay entre los dos de
cromosomas homdlogos que la variedad hereda de cada uno de sus dos parentales), la
reproduccion sexual da lugar a segregaciones genémicas que no permiten mantener los atributos
varietales incluso cuando se realizan autofecundaciones. De este modo, las variedades
tradicionales han sido propagadas vegetativamente durante periodos largos desde que germiné la
semilla ancestral, lo que en ocasiones puede haber ocurrido hace varios siglos (Ibafiez et al., 2015;
Carbonell-Bejerano et al., 2019). Aunque normalmente no hay registros historicos sobre el origen
de las variedades de vid antiguas, en algunos casos el analisis genético ha permitido conocer su
pedigri. Este es el caso de Tempranillo Tinto para la que analisis genéticos recientes han mostrado
que procede de un cruzamiento entre las variedades Benedicto y Albillo Mayor (Ibafiez et al.,
2012). A partir de la semilla generada tras este cruzamiento, Tempranillo Tinto se ha propagado
vegetativamente a lo largo del tiempo y de la extensa superficie de vifiedos en la que se cultiva
actualmente. Estos procesos prolongados de propagacion de las variedades permiten la
acumulacion de un numero reducido de mutaciones somaticas que dan lugar a distintos linajes
clonales de la misma variedad (Calderon et al. 2021). En ocasiones, alguna de estas mutaciones
puede producir caracteres nuevos de interés, siendo ésta la fuente de variacién que sirve de base
para la mejora mediante seleccion clonal (Ibafiez et al., 2015; Carbonell-Bejerano et al. 2019). De
este modo, la seleccion clonal puede perseguir la identificacion de variantes que permitan
incrementar la calidad de la produccion y adaptarla a condiciones cambiantes como las que
derivan del cambio climatico o de nuevas demandas de la sociedad.

La seleccion clonal permite la evolucion y mejora de las variedades tradicionales locales,
manteniendo a su vez los atributos varietales de calidad que otorgan tipicidad. Sin embargo, dado
su caracter clonal, se requiere identificar las mutaciones somaticas responsables de los caracteres
variantes seleccionados para poder desarrollar marcadores moleculares que garanticen la
trazabilidad de las variantes clonales mejoradas. En este trabajo realizamos analisis de
secuenciacion de los genomas completos de variantes clonales de Tempranillo Tinto
seleccionadas previamente por mostrar diferentes caracteristicas de interés: ciclo de maduracion
mas largo con potencial de adaptacién a condiciones de cambio climatico (Arrizabalaga et al.,
2018), mayor extractabilidad de polifenoles durante la vinificacion (Royo et al., 2021), o menor
compacidad de racimo (Grimplet et al., 2019). Para facilitar la identificacion de las mutaciones
responsables de estas mejoras, nos propusimos producir un ensamblaje de novo del genoma de
Tempranillo Tinto. Usando este ensamblaje como referencia sobre la que comparar el genoma de
las variantes clonales de Tempranillo Tinto, conseguimos identificar mutaciones y variaciones
genodmicas de distinto tipo asociadas a los caracteres innovadores seleccionados.
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2. Material y Métodos

Ensamblaje de genoma de referencia de Tempranillo Tinto

Se obtuvo ADN de alto peso molecular a partir de hojas jovenes de una planta del clon de
Tempranillo Tinto RJ-51 cultivada en el banco de germoplasma de la Finca Valdegdn del Gobierno
de La Rioja (Agoncillo, Espafia). Este ADN se obtuvo tras el aislamiento de nucleos de células de
hoja que fueron procesados con el kit ‘Nanobind Plant Nuclei Big DNA Kit' (Circulomics). EI ADN
se secuencid con las tecnologias de lecturas largas de PacBio CLR y de Oxford Nanopore
Technologies (ONT) en el Max Planck Institute for Biology (Tubingen, Alemania). Para el
ensamblaje de genoma se sigui6 la estrategia de ‘Canu trio binning’ (Koren et al. 2018), usando
informacion del pedigri de Tempranillo (Ibafiez et al., 2012). Las copias gendmicas ensambladas
se compararon usando la herramienta bioinformética SyRI (Goel et al. 2019).

Secuenciacion de genoma de variantes clonales de Tempranillo Tinto

Se obtuvo ADN a partir de hojas jévenes de 10 variantes clonales de Tempranillo. Estas
variantes corresponden a accesiones del banco de clones del ICVV del Gobierno de La Rioja
localizado en la “Finca Valdegdn” (Logrofio, Espafia), y de los bancos de germoplasma de Viveros
Provedo (Logrofio, Espafia) y Vitis Navarra (Vergalijo, Espafia). Para la extraccién de ADN se
empleo el kit DNeasy Plant Mini Kit (QIAGEN) a partir de polvo de hoja congelado. El genoma de
las 10 variantes clonales de Tempranillo Tinto se re-secuencié con la tecnologia de lecturas cortas
de lllumina en el Centro de Regulacién Gendmica (CRG, Barcelona). Se emplearon lecturas de
125 nucleotidos emparejadas en los extremos de los fragmentos de la libreria.

Busqueda de variacion genémica responsable en variantes clonales de Tempranillo
Tinto

Busqueda de mutaciones puntuales: Las lecturas de ADN de lllumina se cribaron para
eliminar adaptadores y secuencias de baja calidad mediante la aplicacién Cutadapt2. Para el
alineamiento de las lecturas cribadas sobre el ensamblaje de genoma de Tempranillo Tinto se
empleo la herramienta bioinformatica bwa mem. Para la identificacion de mutaciones somaticas,
tanto variaciones puntuales de sustituciones de nucledtido (SNV) como pequefias inserciones y
deleciones (InDels), se aplicaron busquedas de estas variantes sobre los alineamientos de las
lecturas mediante las herramientas GATK y Octopus, cuyos resultados se filtraron aplicando
samtools mpileup, vcftools, awk y otras herramientas de filtrado para llegar al conjunto final de
variantes de gran fiabilidad. Se tom6 como resultado final la intersecciéon de las variantes
identificadas tanto con Octopus como con GATK tras aplicar los filtros. Finalmente, se buscaron
variantes especificas de cada una de las 10 accesiones como las mutaciones candidatas a
determinar los caracteres agronomicos especificos seleccionados en cada accesion.

Busqueda de reorganizaciones gendmicas: Los mismos alineamientos de las lecturas
de ADN de lllumina de las 10 accesiones de Tempranillo sobre el ensamblaje de genoma de
Tempranillo se analizaron mediante la herramienta Delly-SV para detectar reorganizaciones de
genoma. Mediante Delly-SV se buscaron alineamientos discordantes de las lecturas de ADN que
fuesen indicativas de inversiones, duplicaciones, translocaciones y deleciones de gran escala y
especificas de cada accesion.

Busqueda de variacion epigenomica: Sobre una de las variantes clonales de baja

compacidad de racimo para la que no se detectaron mutaciones puntuales ni reorganizaciones
genomicas asociadas, se realizd un analisis de variacion epigenémica en la metilacion del ADN.
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Se empled la tecnologia ONT para secuenciar ADN de hoja, tanto de la variante somatica como
del clon control RJ-51 y de individuos resultantes de la autofecundacién de los mismos, en el Max
Planck Institute for Biology (Tubingen, Alemania). Las lecturas de ADN de ONT se alinearon frente
al ensamblaje de genoma de Temrpanillo Tinto mediante la aplicacion minimap2 y se utilizaron las
aplicaciones Guppy y Megalodon para analizar la presencia/ausencia de metilacion en residuos
de nucledtidos de citosina y buscando regiones gendmicas con frecuencia de metilacion diferencial
ente la variante somatica y el control.

Anélisis de expresion génica: En el caso de la variante clonal de baja compacidad de
racimo descrita en el apartado anterior también se realizé un anélisis de expresion génica global
mediante RNA-seq. Para ello se extrajo ARN utilizando el kit Spectrum Plant Total RNA Kit (Sigma)
sobre muestras de inflorescencia de la variante somatica y del clon control. A partir del ARN se
prepararon librerias de cDNA que se secuenciaron con la tecnologia de lecturas cortas de lllumina
en el Centro de Regulacion Gendmica (CRG, Barcelona). Se emplearon lecturas de 125
nucledtidos emparejadas en los extremos de los fragmentos de la libreria. Para el analisis del RNA-
seq las lecturas cortas se alinearon con el ensamblaje de genoma de Tempranillo mediante la
aplicacion HiSat2 y se realiz6 un analisis de expresion génica diferencial empleando la herramienta
DEseqz2 sobre los 35.000 genes anotados en el ensamblaje de genoma de Tempranillo Tinto.

3. Resultados

Se obtuvo un ensamblaje de genoma del clon RJ-51 de Tempranillo Tinto en el que se
pudieron reconstruir para cada uno de los 19 cromosomas tanto la copia heredada de Benedicto
como la heredada de Albillo Mayor. La variacion entre las dos copias genomicas ensambladas es
del 2% en cuanto a variantes de pequefio tamafio (SNV e InDel) y >12% en cuanto a
reorganizaciones gendmicas estructurales. Estos resultados muestran que la variacion entre las
dos copias genomicas presentes en una variedad de vid esta en torno al 15% del tamafio del
genoma, lo que corrobora su alta heterocigosidad. Estos resultados apuntan a la necesidad de
ensamblajes especificos de cada variedad y en los que se resuelvan los dos haplotipos (o copias
gendmicas) para poder representar la totalidad de la diversidad de sus genomas.

El andlisis gendmico de la variante clonal de Tempranillo Tinto con baya mas oscura y
mayor extractabilidad de antocianinas y polifenoles a lo largo de la vinificacion (Royo et al., 2021),
identificd una delecion de gran tamafio (>10.6 Mb) que afecta a la mitad de la copia del cromosoma
11 que Tempranillo heredd de Albillo Mayor (Fig. 1). Comparando los datos de secuenciacion
genomica de la variante con el ensamblaje de genoma de Tempranillo se hallé que esta delecion
desenmascara una copia no funcional de un gen de acumulacion de ceras en la cuticula, de modo
que tras la delecién solo queda la copia no funcional del gen en la variante clonal, lo que podria
ser la causa directa de su color de baya mas intenso.

En una de las dos variantes de baja compacidad de racimo se detecté una reestructuracién
de genoma que implica una translocacion entre los cromosomas 1y 3 (Fig. 2). El analisis de una
progenie de autofecundacion de la variante clonal indica que esta translocacion co-segrega con
una reduccion en la viabilidad del polen. Estos resultados indican que esta translocacion disminuye
la viabilidad de los gametos, lo que reduce la tasa de cuajado de frutos dando lugar al caracter de
baja compacidad en esta variante clonal.
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En dos variantes clonales de ciclo de maduracion méas largo de lo normal no se
identificaron reorganizaciones de genoma. Sin embargo, la secuenciacion genémica confirmé
la presencia de mutaciones puntuales de tipo SNV que causan cambios de aminoacido que
pueden alterar la funcion de las proteinas codificadas por los genes afectados por los SNV.
En concreto, mutaciones SNV en un gen de un transportador transmembrana de iones y en
otro codificante de una enzima del sistema de ubiquitinacion, podrian ser responsables de la
variacion en la maduracion en cada una de las dos accesiones de Tempranillo Tinto de ciclo
largo analizadas, respectivamente.

En una segunda variante clonal de baja compacidad de racimo no se detecté ninguna
mutacion puntual ni reorganizaciones de genoma ligadas al caracter variante. Ante la ausencia de
variacién gendmica responsable se realiz6 un analisis de variacion epigenética en la metilacion
del ADN. El andlisis identificd una region cromosomica con hiper-metilacién de citosinas en la
variante somatica en comparacion con un clon de Tempranillo Tinto de compacidad de racimo
normal. El analisis de metilaciéon usando el ensamblaje de genoma de Tempranillo Tinto como
referencia indica que la hiper-metilacion en la variante de baja compacidad se da concretamente
en la copia del cromosoma afectado que Tempranillo Tinto heredd del parental Albillo Mayor. Se
confirmd que la hiper-metilacién supone un epi-alelo estable, ya que también se detecta en un
individuo resultante de la autofecundacion de la variante clonal que hereda la copia procedente de
Albillo Mayor de esa regién cromosdmica y sigue ausente en esa region tras la auto-fecundacion
del clon con compacidad de racimo normal (Fig. 3). Ademas, un analisis de expresion génica
mediante RNA-seq mostré que la region gendmica hiper-metilada precede a un gen que esta
sobre-expresado en inflorescencias de la variante somatica de baja compacidad de racimo
respecto a un clon de Tempranillo Tinto con compacidad normal (Fig. 3). Las diferencias de
expresion de este gen también son consistentes en individuos de auto-fecundacion de estas
accesiones de Tempranillo Tinto y se asocian con el desarrollo anormal de la flor que presenta
esta variante de baja compacidad. Estos resultados indican que la hiper-metilacion de esta region
del genoma es la causa de la sobre-expresion de este gen y del caracter de baja compacidad de
racimo en esta variante clonal.

______ Chrl1_Albillo

Chrll Benedicto

Tempranillo  Tempranillo
normal negro 00 50 100 150 200 25.0
chromosome position (in Mbp)

Fig. 1. Aspecto de la variante clonal de Tempranillo de uva oscura (a la izquierda)
y la delecion asociada a su origen (a la derecha).
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Fig. 2. Aspecto de la variante clonal de Tempranillo de baja compacidad de racimo 1
(a laizquierda) y la translocacion asociada a su origen (a la derecha).
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Fig. 3. Aspecto de la variante clonal de Tempranillo de baja compacidad de racimo 2
(a la izquierda) y diferencia de regiones de ADN metiladas (en marrén) frente a no
metiladas (en azul) asociadas a la sobre-expresion del gen contiguo.

4. Conclusiones

El conocimiento del pedigri de Tempranillo Tinto ha permitido ensamblar el genoma de la
variedad con una representacidén completa y por separado de las copias genémicas heredadas de
cada uno de los dos parentales para los 19 cromosomas del genoma.

El ensamblaje de genoma de Tempranillo Tinto ha permitido determinar que hasta un 15%
del genoma de la variedad muestra variacion entre las copias homologas heredadas de cada
parental y ha servido como referencia para encontrar variacion gendmica y epigenoémica especifica
de variantes clonales de la variedad.

Variaciones de diverso tipo, desde cambios de secuencia puntuales, pasando por
reestructuraciones de genoma que incluyen la pérdida de mas de medio cromosoma o
recombinaciones entre dos cromosomas, hasta cambios epigenéticos que no afectan a la
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secuencia de ADN sino a modificaciones en su metilacion, subyacen al origen de variacion clonal
util para la mejora intra-varietal.

La identificacién de la variacion gendmica responsable de caracteres mejorados

seleccionados en variantes clonales permite desarrollar marcadores moleculares para la
trazabilidad de las mejoras y entender como manejar posibles efectos secundarios asociados a
las mejoras seleccionadas.
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Resumen

Este estudio se realizd con el objetivo de evaluar el efecto del uso de cubiertas
vegetales como alternativa a los herbicidas y al laboreo para el control de la vegetacion
adventicia, y sus implicaciones en la fisiologia de las cepas y en la biodiversidad microbiana
del suelo. El ensayo se llevd a cabo en macetas y se aplicaron 4 tratamientos: cubierta de
Trifolium fragiferum, cubierta de Bromus repens, herbicida y laboreo (control) y se
estudiaron sus efectos sobre el crecimiento de las cepas, el estado hidrico y las
comunidades microbianas del suelo. Se encontré que la cubierta vegetal de la especie T.
fragiferum obtuvo la mayor biomasa y tuvo un impacto positivo en la calidad biolégica del
suelo, sin afectar significativamente al crecimiento de las cepas en comparacién con los
otros tratamientos. El uso de cubiertas vegetales podria reducir la dependencia de los
herbicidas y mejorar la sostenibilidad del cultivo de la vid con la mejora de la calidad del
suelo, lo que podria mejorar el rendimiento a largo plazo.

1. Introduccion

El manejo del suelo mediante cubiertas vegetales en las lineas de los vifiedos es una
practica comun en la viticultura, ya que mejora las caracteristicas del suelo (Adad et al., 2021).
Segun estos autores, las cubiertas vegetales pueden influir en el ciclo de nutrientes, promover la
infiltracidn, disminuir la erosion y mejorar la biodiversidad de la microbiota del suelo mejorando el
estado fisiologico de las cepas. Sin embargo, el area de debajo de las cepas tiende a quedar
desnuda mediante la aplicacién de herbicidas o la realizacion del laboreo para evitar la
competencia de las plantas adventicias con el cultivo en climas calidos. El uso de cubiertas
vegetales debajo de las cepas podria ser una alternativa plausible al uso de herbicidas o al laboreo,
mejorando la calidad de la vid y las caracteristicas del suelo (Abad et al., 2020; Nogales et al.,
2021) y aumentando la materia organica del suelo y su biodiversidad (Kim et al., 2020; Vukicevich
etal., 2016). Ademas, una investigacion reciente ha demostrado que la introduccion de un hongo
micorricico arbuscular (AMF) a través de cubiertas vegetales de centeno bajo las cepas fue un
método eficiente para inocular cepas adultas mediante la promocion del establecimiento de
comunidades micorrizicas de raiz de vid que fueron capaces de aumentar la adaptabilidad de las
plantas a los eventos climaticos extremos (Nogales et al., 2021).

Por lo tanto, el objetivo de esta investigacion fue estudiar las implicaciones de diferentes

manejos del suelo bajo las cepas (herbicida, laboreo o cubiertas vegetales) sobre el crecimiento
de las cepas, su estado hidrico y sobre las comunidades microbianas del suelo.
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2. Material y Métodos

Material vegetal y condiciones de cultivo.

El experimento se realizd en las instalaciones experimentales de la Universidad Publica
de Navarra (UPNA, Pamplona, Navarra, Espafia) en 2022. Se utilizaron plantas de 2 afios de edad
de la variedad Tempranillo injertado sobre el portainjerto110 Richter en macetas de 35 L llenas de
turba crecidas en invernadero abierto. Las plantas se regaron por goteo para reemplazar el agua
perdida por la evapotranspiracion. El disefio experimental consistid en 4 tratamientos aplicados
sobre cepas de Tempranillo en maceta con 10 repeticiones cada uno. Los tratamientos
consistieron en dos especies de cubiertas vegetales (Trifolium fragiferum y Bromus repens), un
herbicida (glifosato al 36%) y un control sin tratar.

Medidas de la planta.

La biomasa total de las cubiertas se pesd y seco para estimar el contenido de agua. Al
final del periodo de crecimiento, se contaron las hojas y se midié la longitud total de los pampanos.
El area transversal total se estimd después de medir las areas de los pampanos con un calibre
digital (CD67-S15PP, Mitutoyo Corp., Japdn). El estado del agua se monitored midiendo el
potencial hidrico del tallo (¥S) de una hoja completamente expandida expuesta al sol y sin signos
de enfermedad y/o dafio por tratamiento-réplica. Para ello, las hojas se cubrieron antes de las
mediciones con una bolsa de plastico con cremallera forrada con papel de aluminio reflectante
para suprimir la transpiracion. El WS se midié con una camara de presion Scholander (P3000, Soil
Moisture Corp., Santa Barbara, CA, EE. UU.). Se recolectaron tres plantas por tratamiento y se
midi6 tanto la masa fresca como la masa seca de los diferentes 6rganos (raices y pampanos). El
contenido de agua se estimo como la relacion entre las masas frescas y secas. Se recolectaron
muestras de raices y se tifieron para determinar la colonizacién micorricica segun Torres et al.
(2016). La diversidad microbiana del suelo y los perfiles fisiologicos se midieron utilizando las
placas Biolog EcoplatesTM a partir de muestras de suelo recolectadas a 25 cm de profundidad.

Andlisis estadistico.

Los andlisis estadisticos se realizaron con R studio versién 3.6.1 (RStudio Team, 2020).
Los parametros de crecimiento de la cepa, estado del agua y diversidad bacteriana se analizaron
mediante el andlisis de varianza de una via (ANOVA) después de evaluar la normalidad de los
datos. Se calcularon las medias * errores estandar (SE) y, cuando la relacion F fue significativa
(P =0,05), se ejecutd una prueba posthoc de Duncan utilizando el paquete “agricolae” 1,2-8 R
(de Mendiburu, 2016).

3. Resultados

3.1. La biomasa de la cubierta vegetal y el contenido de agua difirieron entre las
especies estudiadas.

Las cubiertas vegetales utilizadas en este experimento difirieron mucho en su crecimiento,

siendo el crecimiento de T. fragiferum cuatro veces mayor que el de B. repens y cien veces mayor
respecto al control. Ademas, el uso de cubiertas promovié una mayor retencion de agua en el
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sistema (Tabla 1). Este resultado podria aumentar el balance neto de carbono del ecosistema
(NECB), que estima las entradas y salidas de C en entornos de produccion comercial a escala de
vifiedo. Nuestros resultados sugieren que el uso de T. fragiferum como cubierta vegetal podria
estar relacionado con un mayor almacenamiento de C en el sistema dado que las cubiertas
vegetales que producen una mayor biomasa aumentan el NECB (Zumkeller et al., 2022).

Tabla 1. Peso fresco y seco y contenido de agua de las cubiertas vegetales en el
experimento en maceta de Tempranillo.

Peso fresco (g) Peso seco (g) Contenido de agua
Control 9.686 +2.299 ¢ 2,886 +0,570 ¢ 0,678 £0,278 b
B. repens 244.625 £ 20.444 b 23.696 £2.487b 0,899+0,136 a
T. fragiferum 811.350*+41.365a 118.031+4.645a 0,854 +0,003 a
ANOVA * * *

Los valores son medias + EE. Dentro de cada columna, diferentes letras representan una diferencia
significativa segun la prueba posthoc de Duncan.

3.2. Las cubiertas vegetales no tuvieron efecto sobre el crecimiento vegetativo de
las cepas en maceta.

La Fig.1. muestra el crecimiento vegetativo de cepas cultivadas en macetas donde no se
observd ningun efecto a causa del manejo del suelo. Investigadores anteriores han demostrado
que el crecimiento vegetativo de la vid se ve afectado por las cubiertas vegetales en comparacion
con el laboreo convencional (Steenwerth et al., 2013; Wolff et al., 2018). Sin embargo, de acuerdo
con estudios recientes, las cubiertas vegetales podrian no tener un efecto sobre ella (Abad et al.,
2020; Zumkeller et al., 2022). El estado hidrico de las cepas no se vio afectado por diferentes
manejos del suelo (datos no mostrados). En este sentido, varios estudios han sefialado que
tampoco observaron ningun efecto en el estado hidrico de las cepas a causa de las cubiertas
vegetales dado que estos efectos son impulsados en gran medida por las condiciones climaticas
y el régimen de riego de un lugar determinado (revisado por Zumkeller et al., 2023).
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Fig. 1. Crecimiento vegetativo (nimero de hojas, longitud de pampanos y area transversal
de pampanos) de cepas de Tempranillo/110R cultivadas en macetas con cubiertas
vegetales (Trifolium fragiferum y Bromus repens), herbicida o sin tratar (control) en 2022.

-155-



VITICULTURA Y ENOLOGIA

GRUPO DE TRABAJO m
EXPERIMENTACION EN
3.3. El manejo del suelo con cubiertas vegetales afecté a los microorganismos
asociados a las raices de la vid y la rizosfera.

En nuestras condiciones experimentales, el manejo del suelo con cubiertas vegetales
tendi6 a aumentar la colonizacién de micorrizas en comparacion con el uso de herbicidas (Figura
2A). De igual forma, estudios previos demostraron que el establecimiento de cubiertas vegetales
promueve la proliferacion de comunidades naturales de micorrizas (Brigido et al., 2017; Soti et al.,
2016; Nogales et al., 2021).

Por otro lado, el analisis de la diversidad de bacterias heterétrofas mostré que el uso de
T. fragiferum como cubierta vegetal resulté en un mayor nimero de sustratos utilizados por las
bacterias del suelo y mayores indices de Shannon y Simpson (Figura 2B). Del mismo modo, Likar
et al. (2017) demostraron que la diversidad microbiana del suelo varid considerablemente entre
vifiedos bajo manejo convencional y ecol6gico, con comunidades bacterianas fuertemente
afectadas por el laboreo.

NUS B
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3

| a“ Naal !l
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Control Herbicide Bromus Trifolium Control Herbicide Bromus  Trifolum
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Control Herbicide Bromus Trifolium Control Herbicide Bromus Trifolium

Fig. 2. (A) Colonizacién micorricica (%), y (B) parametros bacterianos heterdtrofos
obtenidos con Biologs EcoplatesTM de las cepas Tempranillo/110R cultivadas en macetas
con cubierta vegetal (Trifolium fragiferum y Bromus repens), herbicida o sin tratar
(control) en 2022.

4. Conclusiones

Aunque la investigacion actual presenta datos de un experimento de un solo afio, los datos
son prometedores y el uso de cubiertas vegetales como herramienta para manejar el suelo bajo
las cepas parece tener beneficios en comparacién con el manejo convencional del suelo con
herbicidas y/ o laboreo.
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Resumen

El uso de cubiertas vegetales en vifiedo ha sido objeto de estudio en los ultimos afios
debido a que aumentan la materia organica del suelo, mejorando su capacidad de retencion de
agua y nutrientes y reduciendo la erosion. Sin embargo, su implantacién en ambientes
mediterraneos semiaridos es ain marginal debido a la competencia que se produce entre
cubierta y vid por agua y nutrientes. En este trabajo se analiz6 la influencia de las cubiertas
vegetales en la produccion y calidad del mosto teniendo en cuenta distintos sistemas
productivos. Durante 2 afos consecutivos se evaluaron parametros productivos en planta y
calidad de mosto, de 3 vifiedos con variedades y sistemas productivos diferentes: Airén de 80
afios en secano en vaso a 1200 plantas/ha (Belmonte de Tajo); Tempranillo de 18 afos en
secano en espaldera a 2222 plantas/ha (Campo Real) y Merlot de 15 afios en regadio en
espaldera a 3570 plantas/ha (Navalcarnero). De forma general, las cubiertas vegetales redujeron
las producciones y aumentaron la acidez y los °Brix en mosto. Entre vifiedos, los resultados
fueron muy dispares siendo el vifiedo con cultivo Merlot, en Navalcarnero, el que mostré las
mayores diferencias, especialmente en cuanto a produccion de uva, a pesar de estar en regadio.

1. Introduccién

La combinacién de suelos cultivados desde hace muchos siglos, temperaturas que
favorecen la mineralizacion de la materia organica y bajos inputs de la misma asociados al
abandono de précticas tradicionales (estorcolado habitual), junto con un clima con lluvias muy
erosivas, ha dado lugar a una situacion de degradacion de los suelos de vifiedo que pone en
cuestion la sostenibilidad ambiental del cultivo. En ese sentido, las previsiones acerca del cambio
climatico a través de un aumento de las temperaturas y un régimen de lluvias mas irregular y
torrencial podrian dar lugar a un empeoramiento en los procesos de degradacion del suelo.

Las cubiertas vegetales se han demostrado como una estrategia de manejo del suelo
eficaz para detener su degradacion debido a que reduce drasticamente las tasas de erosion y
aumenta la materia organica del suelo (Virto et al., 2012), mejorando asi sus propiedades fisico-
quimicas. Sin embargo, en amplias zonas con clima mediterraneo, la humedad edafica es muy
limitada y el estrés hidrico de la planta es una de las mayores preocupaciones de los agricultores.
Més aun en el contexto del cambio climatico. El efecto de las cubiertas vegetales en los
rendimientos es aun controvertido debido a que esta afectado por multiples factores (Ripoche et
al., 2011) aunque hay una gran cantidad de estudios que sefialan una reduccién del vigor y un
aumento de determinados parametros tales como la concentracién de azucar, la acidez o los
antocianos.
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La Politica Agraria Comun (PAC), a través de su ultima reforma, favorece la implantacion

de cubiertas vegetales en cultivos lefiosos mediante los Ecoesquemas. No obstante, en ambientes
mediterraneos semiaridos del centro peninsular, su implantacion ha sido histéricamente
anecdotica debido al rechazo por parte de los agricultores y al desconocimiento general de la
técnica agrondmica para manejarlas. En ese sentido, la mayor parte de los trabajos que se pueden
encontrar en la bibliografia, referidos a vifiedos en estas condiciones edafoclimaticas, son en fincas
experimentales en regadio. Se necesitan, por tanto, més estudios en fincas comerciales en
condiciones, conducciones y sistemas de cultivo diferentes para aumentar el conocimiento técnico
y realizar mejores recomendaciones de manejo.

En consecuencia, el objetivo de este trabajo ha sido la evaluacién de la influencia de dos
tipos de cubiertas vegetales en la produccion de uva y en varios pardmetros de calidad del mosto
teniendo diferentes sistemas productivos que se dan en la zona centro de Espania.

2. Material y Métodos

El estudio se llevo a cabo en 3 viiedos comerciales incluidos en la Denominacion de
Origen Protegida Vinos de Madrid, en la Comunidad de Madrid, Espafia (Fig. 1). La precipitacion
anual en la region es de unos 400 mm y la temperatura media de 14.8 ° C. Se estudiaron 3 vifiedos
representativos de diferentes zonas y tipos de viticultura cuyas principales caracteristicas se
detallan en la Tabla 1. Todos ellos se seleccionaron por tener, al menos, 9 calles consecutivas con
caracteristicas edaficas muy similares entre si. En cada vifiedo, se llevo a cabo una o dos calicatas
para caracterizar los suelos. El experimento de campo empez6 en el invierno de 2012/2013 con el
establecimiento de las cubiertas. Los tratamientos del suelo fueron: i) laboreo convencional (LAB)
que consistié en 3 0 4 pases de cultivador a 15 cm de profundidad siguiendo el manejo mas comun
en cada zona; ii) cubierta vegetal sembrada de Brachypodium distachyon (BRA), sembrada en los
2 m centrales de la calle en diciembre de 2012 a una dosis de 20 kg/ha; iii) cubierta vegetal de
vegetacion espontanea (VE). Ambas cubiertas fueron segadas una o dos veces en primavera
dependiente del desarrollo de la vegetacion a una altura de 10 cm, los restos vegetales se dejaron
sobre el suelo como mulch. Los tratamientos fueron llevaros a cabo con 3 repeticiones cada uno.

- N
. Viiedo estudiado
Area incluida en I Fig. 1. Encuadre geografico de
B oororivecon co e los vifiedos estudiados y area
correspondiente a la DOP
0 20 40 80 Km . .
Vinos de Madrid en 2015.
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Tabla 1. Clasificaciéon del suelo (Soil Survey Staff, 2015) y caracteristicas principales de
los vifiedos. P: profundidad enraizable.

Clasificacion Altitud H P Densidad
Vifiedo del suelo (m) (1?2 5 (m) Variedad Edad (Plantas Conduccion
(USDA) - ha")
. Vaso
Belnjl_c;r)(t)e de HaCIec])l )f:ecralf 754 85 0.2 Airén >90 1200  transformado
J P a cordon doble
Campo Real Hagl‘:‘)')‘(’:’ralf 783 86 04 Tempranilo 18 2222  Cordén doble
Navalcarnero Ha;’(’)‘)’(‘gmlf 586 77 04 Merot 16 3570  Cordon simple

Las muestras de uva fueron tomadas en los afios 2013, 2014 y 2015, aunque para este
estudio solo tendrén en cuenta los dos Ultimos afios. Las muestras fueron tomadas en el dia antes
de la cosecha por parte del agricultor. Cada afio, la cosecha de 12 plantas por tratamiento fue
pesada individualmente con un dinamémetro. Las uvas de 6 de las 12 cepas cosechadas fueron
muestreadas aleatoriamente de la parte central, baja y alta de cada racimo segun Jordan y Crosser
(1983). Las muestras fueron exprimidas y el zumo fue analizado inmediatamente. Los sdlidos
solubles totales fueron medidos con un refractrémetro ATAGO PR-100 y expresado como °Brix.
La acidez total fue evaluada mediante una valoracién con NaOH 0.1 N. Cada invierno, la madera
de poda de 18 plantas por tratamiento, en cada vifiedo, fue pesada con un dinamometro. La poda
fue llevada a cabo en cada vifiedo siguiendo las indicaciones del propietario. Se hace notar que
en 2014 no se dispone de datos de uva de Navalcarnero por cuestiones ajenas al equipo de
trabajo.

Para el analisis estadistico,en primer lugar, seexploraron todas las variables,
calculando estadisticos descriptivos de tendencia central y medidas de dispersidn, analizando casos
atipicos y extremos.Una vez conocidas las distribuciones, se han comparado los resultados de
las variables productivas y de calidad entre tratamientos- factor (BRA, VE y LAB) analizando los datos
de cada zona de estudio de forma independiente, tanto del afio 2014 como de 2015. Se ha recurrido a
la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis para muestras independientes (recomendable para muestras
pequefias y que no exige distribucion normal) llevando a cabo comparaciones por parejas, con los valores
de significacion ajustados mediante la correccién de Bonferroni para varias pruebas. Se ha considerado
que existian diferencias estadisticamente significativas cuando la significacion es menor que 0.05 (95%
de confianza). Se ha utilizado el software estadistico SPSS v.29 (IBM 2021).

3. Resultados

En el vifiedo de Campo Real, en 2014 no hubo diferencias estadisticamente significativas
en el rendimiento en kg/ha. En 2015 la produccién en LAB fue muy superior a los dos tipos de
cubiertas vegetales y se registraron diferencias significativas entre LAB y BRA (Fig. 2). Vale la
pena mencionar que en el caso del LAB se superd la produccién maxima permitida para
Tempranillo en la D.O.P. Vinos de Madrid y que las cubiertas vegetales tuvieron un rendimiento
aceptable para esta variedad y en las condiciones del vifiedo. Comparando especificamente, LAB
y BRA, con un comportamiento mas diferenciado, se puede observar que esta diferencia ha sido
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debida a un gran aumento en la produccion de LAB entre 2014 y 2015 y no a un efecto acumulativo
en la competencia del BRA, puesto que este mismo tratamiento mejora levemente sus resultados
de un afio al otro. La VE se mantuvo en un punto intermedio los dos afios con un rendimiento en
kg/ha aceptable. En Belmonte de Tajo no se han encontrado diferencias significativas siendo los
rendimientos muy bajos (1400-2400 kg/ha). En 2015, el LAB mostré una tendencia superior a BRA
y VE. Por el contrario, en el vifiedo de Navalcarnero, del que solo se dispone de datos de
rendimiento en kg/ha de 2015, el LAB tuvo una produccién estadisticamente superior a VE con
BRA en una posicion intermedia (Fig. 3). VE tuvo problemas en todo el ciclo vegetativo con la
consecuencia de una maduracion de uva fallida como se vera posteriormente.

En lo que concierne al peso de la madera de poda, en el vifiedo de Campo Real no se
encontraron diferencias significativas, si bien en 2015 se puede intuir una tendencia favorable al
LAB, en especial al diferenciarse de VE. BRA, nuevamente, se quedo en valores intermedios (Fig.
4). En Belmonte de Tajo en 2015 LAB fue significativamente superior a BRA a pesar de la cantidad
de datos atipicos debido a que el vifiedo se encontraba con grandes diferencias entre cepas. En
Navalcarnero (Fig. 5) LAB tuvo valores muy superiores a VE, como ocurrié en el rendimiento, con
la particularidad de que en 2015 la madera de poda, en todos los tratamientos, fue muy inferior a
los datos de 2014, de lo que se puede intuir muy malas condiciones de crecimiento vegetativo a
nivel general para todo el vifiedo.

Afio
20000,00 | 2014
W2015

15000,00

o
b 117
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35 120
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7554 80
577720
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399360 b 449955
3221 90 ! T
00 : -
Brachypodium Laboreo Veqg. Espontanea

Tratamiento

Fig. 2. Rendimiento en kg/ha en 2014 y 2015 con los diferentes manejos de suelo en el
vifiedo de Campo Real. Diferentes letras significan diferencias estadisticamente
significativas entre tratamientos dentro del mismo afio.

-162 -



GRUPO DE TRABAJO [ 35° REUNION ]

EXPERIMENTACION EN
VITICULTURA Y ENOLOGIA

10000,00

5000,00~

ﬁ £000,00—
o~
Ts 5176,50 a
=
=
B
-
£ <noo,00+
3034,50 ab
2000,00]
535,50
,00+
T T T
Brachypedium Laboreo Veg. Espontinea
Tratamiento

Fig. 3. Rendimiento en kg/ha en 2015 con los diferentes manejos de suelo
en el viiiedo de Navalcarnero.
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Fig. 4. Peso de madera de moda (g) con los diferentes manejos de suelo
en el vifiedo de Campo Real. Diferentes letras significan diferencias estadisticamente
significativas entre tratamientos dentro del mismo afio.
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Fig. 5. Peso de madera de moda (g) con los diferentes manejos de suelo en el
vifiedo de Navalcarnero. Diferentes letras significan diferencias estadisticamente
significativas entre tratamientos dentro del mismo afio.

En cuanto a los parametros de calidad del mosto, las unicas diferencias significativas en
el viiedo de Campo Real se encontraron en 2015, con VE registrando valores estadisticamente
superiores a LAB. BRA se encontrd en un punto intermedio (Fig. 6). Respecto a la acidez total, se
destaca que VE tendio a valores por debajo de LAB y BRA registr6 valores ligeramente superiores
sin ser diferencias destacables ni estadisticamente significativas. Conjuntamente, BRA tuvo
valores iguales o superior a LAB en ambos parametros. En el vifiedo de Belmonte de Tajo, no se
encontraron diferencias significativas en acidez en g/l de &cido tartarico, si bien, las dos cubiertas
vegetales tendieron a mostrar valores por encima del LAB. Con respecto a los °Brix, VE tendio a
estar por debajo de laboreo y BRA tuvo valores muy similares. En Navalcarnero, se entiende que
los problemas de maduracion que tuvieron lugar en especial en el caso de VE provocaron que la
planta no sintetizara azucares y, por tanto, valores muy bajos de °Brix. Si se descarta VE por los
problemas anteriormente mencionados, no hubo diferencias significativas entre BRA y LAB en
cuanto a la acidez total, siendo los valores de BRA ligeramente superiores (Fig. 7).

En consonancia con el hecho de que cada vifiedo tiene una variedad de uva, una densidad
de plantacion, un sistema de conduccidn, un microclima, e incluso un desarrollo diferenciado de
cada cubierta vegetal, los resultados fueron muy diferentes. En el vifiedo de Belmonte de Tajo la
influencia sobre la produccién y los parametros del mosto ha sido escasa o nula. En el caso de
Campo Real las cubiertas vegetales redujeron la produccion si bien resultaron no afectar o mejorar
los parametros del mosto. En el vifiedo de Navalcarnero las cubiertas vegetales dieron lugar a una
competencia muy importante que incluso produjo una maduracion defectuosa en el caso de la
cubierta de vegetacion espontanea.
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Fig. 6. Resultados de parametros del mosto (°Brix y Acidez total g/l de ac.
Tartarico) en el vinedo de Campo Real para los diferentes tratamientos y los dos afos de
seguimiento. Diferentes letras significan diferencias estadisticamente significativas entre
tratamientos dentro de un mismo aio.
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Fig. 7. Resultados de parametros del mosto (°Brix y Acidez total g/l de ac.
Tartarico) en el viiiedo de Navalcarnero para los diferentes tratamientos y los dos afos de
seguimiento. Diferentes letras significan diferencias estadisticamente significativas.

4. Conclusiones

La influencia de las cubiertas vegetales sobre los parametros estudiados ha sido muy
variable en cada uno de los modelos de vifiedo estudiados. Al contrario de lo esperable, los
mayores efectos en cuanto a competencia y diferencias significativas han tenido lugar en el vifiedo
manejado en regadio. En los dos vifiedos en secano, ambas cubiertas vegetales tendieron a
reducir la produccién de uva incrementando los grados Brix y la acidez total en &cido tartérico. En
el actual panorama de la PAC, es imprescindible seguir evaluando la utilizacion de cubiertas
vegetales adaptadas a condiciones mediterraneas semiéridas incluyendo nuevos parametros:
capacidad de retencion de agua disponible del suelo/profundidad enraizable/tipo de suelo,
microporosidad y conexion entre los poros, sistema radicar, factores quimicos limitantes,
portainjertos, sistemas de conduccion, variedades, etc., asi como sus interacciones.
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Resumen

Las elevadas pendientes, y el manejo del suelo mediante laboreo hacen que exista un
riesgo importante de erosion en el vifiedo alavés. Las cubiertas vegetales reducen este riesgo,
pero hay que tener en cuenta que pueden competir con el vifiedo por los nutrientes y el agua.
Por ello, el objetivo de este trabajo fue evaluar el impacto que distintos manejos de suelo tienen
sobre la situacion nutricional del vifiedo. Para ello se realizé un ensayo en un viiiedo de la
variedad Graciano durante los afios 2021 y 2022. Se compararon tres tratamientos: laboreo
tradicional, cubierta vegetal espontanea y un manejo combinado de ambos. En el afio 2021 el
contenido de K, y Zn en el peciolo fue mas alto en el tratamiento de cubierta vegetal con
respecto al laboreo. Sin embargo, el potasio en vino fue mas alto en el tratamiento de laboreo.
Por otra parte, el nivel de Mn fue mas alto en el tratamiento de laboreo respecto a cubierta
vegetal. En el caso del Mg, cubierta vegetal y laboreo obtuvieron similares valores, mayores
que en el tratamiento de manejo combinado. En el afio 2022 solo se detectaron diferencias
significativas para el P, cuyo contenido fue mas alto en los tratamientos de laboreo y manejo
combinado y mas bajo en el tratamiento de cubierta vegetal.

1. Introduccion

El vifiedo es uno de los cultivos mas susceptibles a la erosion en la regién mediterranea,
puesto que en las zonas sub-humedas o semiaridas se manejan normalmente manteniendo el
suelo desnudo a través de un laboreo convencional. Entre las técnicas mas comunes y baratas
que podemos encontrar para hacer frente a este problema se encuentra la cubierta vegetal
permanente, espontanea o sembrada, técnica que ha demostrado reducir la pérdida de suelo y
nutrientes comparado con suelos labrados (Bienes et al., 2012). Sin embargo, para extender su
uso es necesario contar con datos de su influencia sobre el vifiedo, y uno de los aspectos
relevantes en este sentido es el estado nutricional. Asi, las cubiertas pueden ejercer una
competencia por los nutrientes que puede ser evaluada mediante el analisis de hoja.

El objetivo de este trabajo fue estudiar el efecto de diferentes manejos de suelo de un
viiedo de variedad Graciano de Rioja Alavesa situado en pendiente, sobre el estado nutricional
del vifiedo.

2. Material y métodos
El vifiedo a estudio esta certificado en Agricultura Ecol6gica y pertenece a Bodegas

Maisulan (Elvillar/Bilar, Alava/Araba). Se planté en 2007 con la variedad ‘Graciano™ sobre
portainjerto 110 R, tiene formacion en espaldera, un sistema de poda en cordén simple y un marco
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de plantacién de 2,4 x 1,3 metros. La parcela tiene una pendiente entre 10-20%. Segun la estacién
meteorol6gica de Paganos, la precipitacion media anual ronda los 500 mm y no alcanza los 200
mm de media a lo largo del ciclo del cultivo (abril-octubre). El estudio comenzé en octubre de 2019
y continta en la actualidad. Respecto al suelo, la textura es franca y el contenido de nutrientes es
bajo (Tabla 1). El disefio experimental consistié en tres bloques al azar con tres tratamientos y 36
cepas por parcela elemental. Los tratamientos fueron: Cubierta vegetal espontanea (CVE), con 2
pases de segadora/afio; Laboreo convencional (LAB), con 4 pases/afio de maquinaria de laboreo
(rotavator, chisel y/o rastra de puas); Manejo combinado (MC), con una calle con 2 pases/afio de
chisel y una calle sin labrar con 1-2 pases/afio de segadora (las calles se alternan cada afio).
Durante las camparias 2021y 2022, se tomaron muestras de material vegetal (60 peciolos/parcela
elemental) en envero, y los nutrientes analizados fueron N, P, K, Ca, Mg, S, Mn, Cu y Zn.

Tabla 1 Analisis de suelos de la parcela (0-30 cm) al inicio de la experimentacion.

Parametro Valor
Arena (%) 33,8
Limo (%) 49,9
Arcilla (%) 16,3
Clasificacion Textural Franca
Materia Organica Oxidable (W&B) (%) 0,8
pH en agua (1:2.5, w/v) 8,6
Carbonatos (%) 44
Caliza Activa (%) 16
Fésforo Olsen (mg/kg) 2,3
Potasio Asimilable (mg/kg) 97
Calcio Asimilable (mEq/100g) 10
Magnesio Asimilable (mEq/100g) 0,64
Nitrato (mg N-NOs/kg) 1,3
Amonio (mg N-NH4/kg) 1,8

3. Resultados

En general, las concentraciones de nutriente en peciolo se encontraban en el mismo orden de
magnitud que las halladas por Dominguez et al. (2015) para la variedad Graciano. Sin embargo, en el
caso del Mg y del Mn los valores hallados en este estudio fueron menores. En el afio 2021 el contenido
de K en peciolo en el tratamiento de cubierta vegetal y manejo combinado fue mayor que para el
tratamiento de laboreo (Tabla 2). EI mayor rendimiento productivo de este Ultimo tratamiento puede ser
el causante de estas diferencias, puesto que es conocido que el fruto es un importante sumidero para
este nutriente que hace que descienda el contenido en hoja. Descensos de la concentracion de K en
hoja debidos a la produccion de uva han sido registrados por varios autores (Mpelasoka et al. (2003).
En el trabajo llevado a cabo por Linares (2009), también se detecta una menor concentracion de potasio
en peciolo en el tratamiento sin cubierta, aunque en este caso el manejo se realizé mediane el uso de
herbicida. Sin embargo, esto no coincide con lo observado por otros autores en trabajos realizados en
viiedo que no encontraron diferencias en la concentracion de potasio en peciolo en el envero al
comparar tratamientos con cubierta y con laboreo (Ibafiez, 201-5; Pérez-Alvarez, 2015) en la DO Ca
Rioja. El nivel de potasio en suelo en estos trabajos era menor y algo mayor que el hallado en este
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estudio respectivamente. Sin embargo, en otro estudio de 15 afios llevado a cabo en Navarra (EVENA,
2012) en que el contenido de potasio en suelo era alto, se detectd una mayor concentracién de potasio
en el tratamiento de laboreo. Este efecto sumidero del racimo con respecto al potasio hizo que la
concentracion de potasio en vino fuera mayor en el tratamiento de laboreo los dos afios de muestreo
(Tabla 3). En el caso del Mg, cubierta vegetal y laboreo obtuvieron similares valores, mayores que en
el tratamiento de manejo combinado. Por otra parte, la concentracion de Mn fue mayor en el tratamiento
de laboreo y menor en el de cubierta vegetal y justamente al contrario para el Zn. En otro trabajo
(Kortabarria, 2017) llevado a cabo en Rioja Alavesa se observo que las cubiertas vegetales tendian a
favorecer la concentracion de Mn y Zn en hoja. Esto no coincide con los resultados de este estudio
para el caso del Mn. El motivo aducido para el aumento de la concentracion foliar de Mn 'y Zn bajo el
manejo CV era la acidificacion de la rizosfera a causa de la liberacion de H+ por parte de las raices.
Las raices de algunas plantas, suelen liberar H+ cuando la absorcién total de cationes supera la de
aniones, provocando un descenso del pH en la rizosfera (Grinsted et al., 1982). Por tanto, teniendo en
cuenta que la solubilidad de Zn es mayor a pH mas acidos (Sims, 1986), puede que la cubierta vegetal
hubiese resultado en una mayor disponibilidad de Zn para las vides (Abbas et al., 2016).

En el afio 2022 el Unico nutriente para el que se observaron diferencias significativas entre
tratamientos fue el P. Asi el tratamiento de cubierta vegetal presentaba las menores
concentraciones en peciolo. Esto puede estar indicando que las raices del vifiedo estan explorando
capas mas profundas de suelo que los otros tratamientos, puesto que el contenido de P en suelo
suele descender en profundidad. También puede ser debido a la competencia por este nutriente
que se incrementa en el caso de la cubierta vegetal, sobre todo teniendo en cuenta que el
contenido de P en suelo es muy bajo. Quiza el comportamiento del Zn puede estar influido por el
del P, puesto que son nutrientes que tienen comportamientos antagonicos. Cabe destacar que,
aunque el contenido de P en peciolo no varia significativamente en funcién del tratamiento, en el
afio 2021 la tendencia que se observa para este nutriente es la misma que en 2022.

No se observa un descenso del contenido de N en hoja ni de Nitrdgeno facilmente
asimilable en mosto, como si ocurre en el caso de otros autores (Pérez-Alvarez et al., 2015).

Tabla 2. Analisis foliares realizados en las campaiias 2021 y 2022.

2021 2022

CVE MC LAB CVE MC LAB

N (g 100 g-1) 0,40 0,38 0,36 0,35 0,37 0,36

P (g 100 g-1) 0,08 0,14 0,13 0,06 b 011a | 011a

K (g 100 g-1) 2,80 a 2,92a 2,23Db 2,39 2,80 2,27

S (g 100 g-1) 0,09 0,10 0,09 0,07 0,08 0,07

Ca (g 100 g-1) 2,07 2,13 2,32 2,10 2,16 2,33

Mg (g 100 g-1) 0,71a 0,62 b 0,77 a 0,84 0,78 0,93
Mn (mg kg-1) 12b 9b 16 a 17 13 16
Cu (mg kg-1) 127 91 71 3 4 3
Zn (mg kg-1) 47a 41 ab 32b 32 32 27

Medias con letras distintas corresponden a valores significativamente distintos entre tratamientos dentro de

cada afio.
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Tabla 3. Resultados productivos y cualitativos de las campaiias 2020, 2021 y 2022.

Nitrégeno
. Peso madera , .
- . Produccion facilmente Potasio en
Campaia Tratamiento de poda . .
(kg/planta) asimilable vino (mg/l)
(kg/planta)
(mgl/l)
cv 2,5 0,676 b 57 -
2020 MC 2,5 0,628 b 50 -
LAB 2,7 0,866 a 60 -
cv 32b 0,384 ¢ 81 632 b
2021 MC 34b 0,493 b 86 761 a
LAB 43a 0,725 a 96 774 a
(9] 25b 0,359 ¢ 37 919b
2022 MC 29b 0,477b 40 1007 a
LAB 40a 0,557 a 44 962 ab

Medias con letras distintas corresponden a valores significativamente distintos entre tratamientos dentro de

cada afio.

4. Conclusiones

El manejo del suelo mediante cubierta vegetal espontanea tiene consecuencias sobre el estado
nutricional del vifiedo. En este sentido, el mayor rendimiento de uva del tratamiento de laboreo
respecto al los de cubierta vegetal generd una competencia por el potasio entre la hoja y el fruto
que llevo a un descenso en la concentracion de potasio en el peciolo, pero que incremento el
nivel de potasio en vino.
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Resumen

En respuesta a una legislacion cada vez mas restrictiva en el uso de productos
quimicos, se esta implantando el uso del control biolégico como estrategia para la
prevencion de enfermedades de la madera de la vid. Sin embargo, estudios realizados
recientemente muestran variabilidad en los resultados de la eficacia de estos agentes de
biocontrol, posiblemente consecuencia del elevado niimero de factores que pueden afectar
a su viabilidad.

Con la finalidad de evaluar la influencia que puede tener el genotipo en su afinidad
por los distintos productos en base a Trichoderma spp. comercializados en Espafa
(Esquive® ®, Vintec® ®, y Blindar®), se establecié un campo de ensayo en bloques al azar
de 9 variedades de vid. Tras la poda, se trataron 40 heridas de poda con los distintos
productos. Transcurridos 2 meses se evalud la incidencia y severidad para cada genotipo
y producto.

Los resultados mostraron un comportamiento diferencial en relacion al grado de
implantacion en las heridas de poda de los distintos productos, siendo Vintec® el de mayor
grado de implantacion. No se observaron diferencias significativas en relacion a la afinidad
por el genotipo en la aplicaciéon con Vintec®, pero si en relacion a Esquive®, siendo el
cultivar Mencia el que presento menor grado de afinidad.

1. Introduccién

Las enfermedades de la madera de la vid, concretamente el decaimiento por
Botryosphaeria, eutipiosis y la yesca, son las que producen las mayores pérdidas en los vifiedos
de todo el mundo. Una de las principales vias de infeccion de los vifiedos ocurre a través de las
heridas producidas en la poda cuando la cepa esta en reposo vegetativo (Gramaje y col., 2018).
Distintos estudios han demostrado que las heridas en la madera son susceptibles a la infeccion
por esporas de los hongos patégenos hasta 2 0 3 meses después de producirse el dafio por la
poda, en funcion de las condiciones meteoroldgicas, la época del afio y probablemente, del propio
vifiedo (variedad, edad, riego, etc.) (Eskalen y col., 2007; Urbez-Torres y Gubler, 2011).

El control de las EMV no es sencillo: plantas asintomaticas jévenes pueden presentar
sintomas cuando son adultas, después de un periodo de latencia mas o menos dilatado en el
tiempo. Ademas, para el aislamiento e identificacién de estos patdgenos se debe arrancar la cepa,
por tanto, no podemos saber cdémo evolucionaria la enfermedad (Armengol, 2013).
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La retirada de numerosas materias activas fungicidas de origen quimico, han despertado

el interés de programas de gestion integrada (GIP) para el control de las EMV. Estos programas
incluyen précticas culturales y uso de productos organicos con agentes de control biologico (ACB)
(Bertsch y col., 2013). Los ACB son organismos especialmente seleccionados por su antagonismo
intrinseco hacia un patégeno o grupo particular de patégenos. Suelen incluir especies del género
bacteriano Bacillus y del género fungico Trichoderma. Estas Ultimas son las mas estudiadas y
representan uno de los ACB mas importantes utilizados en la agricultura (Verma'y col., 2007). Las
especies de Trichoderma son ascomicetos filamentosos que suelen vivir en las raices y en el
ecosistema del suelo (Harman 'y col., 2004). Su utilizacién en el suelo otorga grandes beneficios a
la planta estimulando su crecimiento consecuencia de una mayor movilizacién y absorcién de
nutrientes. Ademas, las especies de Trichoderma pueden proteger las heridas de poda,
persistiendo en ellas durante un tiempo y compitiendo por los nutrientes y por el espacio frente a
los hongos causantes de las EMV (Mutawila y col., 2016).

El efecto supresor de Trichoderma spp. sobre los patdgenos podria deberse a las propias
especies de Trichoderma, ser el resultado de la interaccion entre la especie de Trichoderma y la
planta, o ser debido a una sinergia de estos dos efectos. Se ha demostrado en condiciones in vitro
que dentro de los mecanismos de accion de Trichoderma sobre patogenos causante de EMV esta
el micoparasitismo, la antibiosis y la competencia por nutrientes y espacio (John y col., 2005;
Kotze, 2011). Mutawilla y col. (2011) evalud la interaccion entre distintas especies de Trichoderma
y distintos cultivares de vid, observando diferencias significativas en la interaccion de una misma
especie de Trichoderma y los distintos cultivares, pero también entre las distintas especies de
Trichoderma para un mismo cultivar; asi la incidencia de Trichoderma fue mas elevada en Chenin
Blanc, frente a Chardonnay en el que se observd una menor incidencia. La incidencia de
Trichoderma harzianum fue més baja que la de Trichoderma atroviride en los cultivares Colombard
y Shiraz (Mutawila y col., 2011).

Estudios realizados recientemente muestran variabilidad en los resultados de la eficacia
de estos agentes de biocontrol, posiblemente consecuencia del elevado numero de factores que
pueden afectar a su viabilidad. Martinez-Diz y col., (2021), mediante inoculaciones controladas de
los hongos Phaemoniella chlamydospora y Diplodia seriata en heridas de poda protegidas con
diferentes especies de Trichoderma mostraron la eficacia en la proteccion de las heridas de poda
variaba en funcion de la especie de Trichoderma.

En este sentido en Espafia, existen tres productos autorizados para el control de hongos
asociados a las EMV en el registro de productos fitosanitarios del Ministerio de Agricultura, Pesca
y Alimentacion (MAPA, 2023), basados en distintas especies del género Trichoderma: Esquive®
(Trichoderma atroviride cepa |-1237), Vintec® ® (Trichoderma atroviride cepa SC1), Blindar®
(Trichoderma asperellum cepa ICC012 y Trichoderma gamsii cepa ICC080).

Con la finalidad de profundizar en el mecanismo de accion del género Trichoderma para
su posterior utilizacion como agentes protectores de heridas de poda, se evaluar la influencia que
puede tener el genotipo en su afinidad por los distintos productos actualmente comercializados en
base a Trichoderma spp.
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2. Material y Métodos
2.1. Localizacion y caracteristicas del vifiedo experimental

El ensayo se llevd a cabo en el afio 2022 en la finca experimental de la Estacion de
Viticultura y Enologia de Galicia (EVEGA) en la Denominacion de Origen Ribeiro (Galicia).

La parcela, es un vifiedo de 30 afios, en el que se plantaron 9 variedades de relevancia
para la obtencion de vinos gallegos: Brancellao, Sousén y Mencia, variedades de vinificacion de
uva tinta, y Albarifio, Dona Branca, Treixadura, Torrontés, Loureira y Godello variedades de
vinificacion de uva blanca. De la variedad Mencia se obtienen la gran mayoria de los vinos tintos
gallegos, fundamentalmente en la Denominacion de Origen Ribeira Sacra. Sousoén y Brancellao
son variedades minoritarias, si bien su cultivo ha aumentado en los Ultimos afos, utilizandose en
la elaboracion de vinos monovarietales o plurivarietales elaborados utilizando estos dos cultivares
0 en combinacion, en el caso de Sousdn, con la variedad Mencia. En relacion a las variedades
blanca, Albarifio, si bien contemplada en los pliegos de las 5 denominaciones de Origen gallegas,
es principal componente de los vinos de la D.O. Rias Baixas. De la variedad Treixadura se obtienen
vinos de la Denominaciéon de Origen Ribeiro. Con ella se elaboran vinos monovarietales o
plurivarietales en combinacién con Torrontés y Loureira, variedades minoritarias cultivadas
fundamentalmente en esta Denominacién de Origen. La variedad Godello es cultivada
fundamentalmente en la Denominacion de Origen Valdeorras, si bien su cultivo se ha extendido
en los ultimos afios a las denominaciones de Origen Monterrei, Ribeira Sacra y Ribeiro. Dona
Branca, se cultiva fundamentalmente en la Denominacién de Origen Monterrei.

La densidad de plantacion del vifiedo es de 2,40m x 1,25cm Las plantas estan conducidas
en espaldera, formadas en corddn doble, y podadas a pulgares de dos yemas. En el vifiedo se
realizaron las practicas culturales estandar para el control de las principales enfermedades
endémicas que afectan al vifiedo gallego (mildiu, oidio, podredumbre negra y botrytis), siguiendo
las directrices de la Gestion Integrada de Plagas (GIP).

En las proximidades de la parcela a menos de 500m esta localizada una estacion
meteoroldgica de MeteoGalicia (Servicio de Meteorologia de la Comunidad Auténoma de Galicia)
que nos permite la obtencion de datos climéticos de la campafa de estudio. Los ensayos se
realizaron entre marzo y mayo del afio 2022. En la fig. 1 se muestran las variaciones diarias de la
temperatura media y la humedad relativa durante los meses de ensayo.
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Fig. 1. Temperatura media diaria, porcentaje de humedad relativa
y precipitaciones medias diarias, durante el periodo de ensayo
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La temperatura media diaria durante este periodo fue de 11,35°C y la humedad relativa
del 72%. La precipitacién media fue de 1,26 L/m2.

2.2, Caracteristicas de los productos comerciales

Se han evaluado 3 productos comerciales basados en especies de Trichoderma:
Esquive®, comercializado por Idai Nature S.L., Blindar® por Gowan, y Vintec® por Certis Belchim.
En la tabla 1 se indican para cada producto su composicion, dosis de aplicacion y otras
observaciones recomendadas de uso aplicacion

Tabla 1. Caracteristicas de los productos comerciales indicadas por los fabricantes

Nombre . i .. Dosis
. Composicion Recomendacion de uso  Formulacion
comercial recomendada
Trichoderma
asperellum (cepa i .
. ICC012) 2% + Yesca - Complejode _
Blindar® . . hongos de . 2,5gL
Trichoderma gamsii madera mojable
(cepa ICC080) 2%
(3x 107 UFClg
Trichoderma Control de brazo negro
atroviride (cepa I- muerto (BDA) (Diplodia
. 1237) 5% (1x108 mutila), eutipiosis de la polvo p
Esquive® ufc/g) vid (Eutypa lata) y yesca  mojable 100gL
de la vid (Stereum
hirsutum)
Yesca (Phaeomoniella
Trichoderma chlamydospora y
, o Phaeoacremonium polvo .
Vintec® atroviride (cepa L L . 2gL
minimum) y eutipiosis de  mojable

10
SC1) 1x10ufelg g (Eutypa lata).

La casa comercializadora de Blindar® recomienda aplicarlo por pulverizacion localizada a
las heridas de poda a mas tardar al final del desborre. En vifiedos con una alta presion de
enfermedad indica que es posible realizar una segunda aplicacion durante a la misma dosis. La
aplicacion Esquive® se recomienda en pulverizacién mediante tractor o manual en una dosis de
4kg/ha o mediante pincel a una dosis de 100gL-1, a partir del estadio fenolégico de yemas latentes
(BBCH 00). Aplicarlo en un plazo maximo de 2 semanas después de la poda. Se puede efectuar
una aplicacion por campafia. En el caso de Vintec® indica aplicacion durante periodo de latencia
invernal, antes del inicio del hinchamiento de las yemas (BBCH 00). Se pueden efectuar 1-2
aplicaciones por campafia a intervalos de 7 dias y con un volumen de caldo de 100-200 L/ha. La
conservacion de este producto debe realizarse con temperaturas de 0-4°C.

La viabilidad de las diferentes cepas de Trichoderma de los productos comerciales se
comprobd antes de realizar el ensayo, para que fuera al menos del 85% (Pertot et al., 2016). Una
dilucién de la suspension de conidios se sembro en PDA, se incub6 a temperatura ambiente
durante 24-48 h, y se procedio al conteo de las unidades formadoras de colonias.
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2.3. Ensayo de campo y diseio experimental

Las variedades en el vifiedo estan dispuestas en bloques aleatorios con 4 repeticiones de
7 plantas cada una. El 9 de marzo de 2022, coincidiendo con la época de poda habitual en esta
region, los sarmientos de 1 afio de todas las plantas se podaron a tres yemas.Una de las plantas,
de cada variedad y repeticion, se tratd con un producto comercial diferente, obteniendo como
media 40 heridas de poda tratadas. Una planta por variedad y repeticidn se utiliz6 como control
negativo, aplicando en la herida de poda solamente agua.Las formulaciones liquidas se prepararon
mediante una suspension del producto en agua, en las dosis recomendadas por los fabricantes.
El producto Blindar® fue prehidratado 24h antes de la aplicacion en campo, y se mantuvo a
temperatura ambiente. Los productos, Esquive® y Vintec® se prepararon en el momento de la
aplicacion.Las aplicaciones se dieron a mano con la ayuda de un pincel, para evitar posibles
contaminaciones entre las heridas de poda de plantas proximas.

2.4. Reaislamiento de Trichoderma ssp.

Tras 60 dias de la aplicacion de los tratamientos las plantas se podaron por encima de la
segunda yema obteniendo varetas de aproximadamente 10 cm, que se almacenaron a 4°C hasta
su evaluacion en el laboratorio.

Se elimind la corteza de las varetas con la ayuda de un bisturi, se esterilizaron durante 1
minuto en hipoclorito sédico al 33% (40 g NaCl omercial) y se enjuagaron dos veces durante 1
minuto en agua destilada. Tras secarlas al aire sobre papel de filtro estéril para eliminar el exceso
de humedad, cada vareta se cortd, utilizando tijeras de podar esterilizadas, en pequefios trozos
de unos 12 mm2, tomados del margen entre el tejido de madera muerta y el tejido de madera vivo
o0 aparentemente sana. Se colocaron 10 fragmentos de cada vareta en dos placas (5 fragmentos
por placa) con Agar Extracto de Malta (MEAS) suplementado con 0,35 gL-' de sulfato de
estreptomicina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE.UU.). Los cultivos se incubaron a 25 °C y se
inspeccionaron diariamente durante 8 dias. Todas las colonias se transfirieron a placas de PDA'y
se evalud la presencia 0 ausencia de micelio fungico de Trichoderma spp.

A continuacion, se realiz6 la identificacion de Trichoderma spp a nivel de especie mediante
la secuenciacion de la region ITS utilizando cebadores universales ITS1F/ITS4 (Gardes & Bruns,
1993). Todos los productos de PCR se visualizaron en geles de agarosa al 1% (agarosa D-1 Low
EEO, Conda Laboratories) y se secuenciaron en ambas direcciones por Eurofins GATC Biotech
(Colonia, Alemania).

2.5. Anélisis de los datos

La afinidad de los distintos genotipos por los diferentes productos comerciales se
determind como el porcentaje medio de recuperacion (MPR) de las especies de Trichoderma en
las varetas analizadas para cada variedad.

Se comprobo la normalidad y homogeneidad de las varianzas antes del analisis estadistico
de los datos, realizando la transformacion de los datos cuando fue necesario mediante el arcoseno
de la raiz cuadrada de (MPR)"2. El analisis estadistico de los resultados se realiz6 mediante un
ANOVA considerando como variables dependientes los distintos tratamientos. Para el analisis de
los datos se utilizd el software XLSTAT- 2020
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3. Resultados

El porcentaje de recuperacion de las especies de Trichoderma, tras 2 meses de su
inoculacion en campo, ha variado en funcién del producto comercial. Siendo méas elevado en el
tratamiento con Vintec®, y mas bajo en el tratamiento con Blindar® , independientemente del tipo
de cultivar.

En la figura 1, se representa para cada cultivar el porcentaje de medio de Trichoderma
spp. aislado de heridas de poda 2 meses después de que las heridas fueron tratadas con los
productos comerciales a base de Trichoderma.

Trichoderma atroviride (cepa SC1) presentd un mayor grado de implantacién en las
heridas de poda, con valores de incidencia que variaron entre un 85 y un 95%. En el caso de
Trichoderma atroviride (cepa [-1237), el grado de implantacion vario con el cultivar
correspondiendo el mayor porcentaje a la variedad Albarifio (97,5%), y el menor porcentaje a la
variedad Mencia (61,6%).

Distintos factores pueden influir en la implantacion de los BCA, sobre todo condiciones
ambientales como la temperatura. En este ensayo las condiciones ambientales fueron adecuadas
para el desarrollo del hongo, teniendo en cuenta las prescripciones técnicas indicadas por las
casas comerciales., En el momento de aplicacion no hubo precipitaciones y se registrdé una
temperatura de 10,64°C y una humedad de 79,0% en el ambiente.

El distinto grado de implantacion de Trichoderma atroviride podria relacionarse con las
distintas cepas de esta especie utilizadas en nuestro ensayo. Un estudio previo mostrd diferente
grado de implantacién de la especie Trichoderma atroviride en funcion de la cepa utilizada ha sido
también descrito por otros autores (Mutawila et al., 2011).

Los porcentajes de implantacion de Trichoderma asperellum (cepa ICC012) +
Trichoderma gamsii (cepa ICC080) variaron entre 0 y 36%. Por lo que se pueden considerar que
estas especies de Trichoderma podrian ser menos efectivas en la proteccion de heridas de poda.

El andlisis de la varianza reveld para los tratamientos con Esquive® y Blindar® una

interaccién significativa (P<0,05) entre cultivar x tratamiento, mientras que no se observan
diferencias significativas entre cultivares respecto al tratamiento con Vintec®.
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Fig.1. Incidencia media de Trichoderma spp. (%) aislado de heridas de poda 2
meses después de que las heridas de poda fueron tratadas con los productos comerciales
en base a Trichoderma. Blindar® (Trichoderma asperellum cepa ICC012 + Trichoderma
gamsii cepa ICC080, Esquive® (Trichoderma atroviride cepa I-1237) y Vintec®
(Trichoderma atroviride cepa SC1). Medias seguidas de la misma letra no presentan
diferencias significativas (P>0.05)

Trichoderma atroviride cepa 1-1237) presento diferente afinidad entre las variedades
Albarifio, Mencia y Torrontés. Mientras que no mostro diferencias frente al las restantes variedades
analizadas (Brancellao, Dona Branca, Godello, Loureira, Sousén y Treixadura)

Las especies Trichoderma asperellum (cepa ICC012) + Trichoderma gamsii (cepa
ICCO080) presentaron mayor afinidad por Godello, y no se implantaron en Brancellao, Mencia,
Treixadura y Dona Branca.

4. Conclusiones

Distintos productos basados en agentes de control bioldgico estan siendo comercializados
para reducir el uso de sustancias quimicas convencionales. Entre estos, tres formulados con el
hongo ascomiceto Trichoderma estan recomendados para su uso en la proteccién de heridas de
poda frente a las EMV. Estudios realizados recientemente muestran variabilidad en los resultados
de la eficacia de estos agentes de biocontrol, posiblemente consecuencia del elevado numero de
factores que pueden afectar a su viabilidad. En este estudio se demuestra que tanto las distintas
especies y cepas de Trichoderma como la afinidad entre estas y los diferentes genotipos de vid
condicionan su implantacién y por lo tanto su utilidad en la aplicacién en heridas de poda para
proteccion frente a las EMV.
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Resumen

La variedad de vid Listan Prieto, también conocida como Mission, de cultivo bien
arraigado en las Islas Canarias y en el Nuevo Mundo, ha sido identificada en parcelas viejas
de varios municipios de la Comunidad de Madrid y ha despertado interés por parte de
algunos viticultores y bodegueros de la region. Se han realizado vinos experimentales y se
ha propuesto al Consejo Regulador de la DOP Vinos de Madrid para su inclusion en la
misma. Este trabajo resume las caracteristicas agrondmicas y enoldgicas de esta variedad
enlaregion, asi como la importancia historica de su cultivo en la zona. La maduracioén tardia
de sus uvas, asi como su cultivo en tiempos pasados, favorecen que esta variedad se
posicione en la region gracias a una adecuada combinacion entre tradicién e innovacion.

1. Introduccion

En los Gltimos afios ha crecido el interés por conocer a fondo las denominadas variedades
minoritarias, dada la necesidad que muestran las bodegas por distinguir sus productos en un
mercado global mas competitivo, donde cobra mayor importancia la calidad diferenciada. Dotar al
vino de un elemento diferenciador que lo haga reconocible frente a la competencia, puede ser un
valor afiadido en un mercado global. Asi, la idea de un conjunto ecoldgico constituido por variedad,
suelo y clima, se potencia en la elaboracion del producto y en su marketing, realzando su
singularidad. Esta singularidad que ofrece un producto de calidad diferenciada, ademés encuentra
en estos momentos un sector de publico mas receptivo que nuncay que, poco a poco, es creciente.
Ademas, se hace necesario el conocimiento de variedades con caracteristicas de interés que han
estado presentes o son residuales en nuestra zona o que podrian estarlo, al complementar y
mejorar las caracteristicas de los vinos actuales.

El Consejo Regulador de la D.O.P. “Vinos de Madrid”, lleva afios impulsado y realizando
prospecciones en vifiedos antiguos con la ayuda de bodegas y viticultores. La variedad Listan
Prieto es una variedad que se cultivaba en la zona ya en el siglo XV, y asi lo muestran los diferentes
pies centenarios encontrados en varias parcelas de la D.O.P. Vinos de Madrid y en otras de
Comunidades Auténomas limitrofes. Historicamente tiene su importancia porque es una de las
primeras variedades de vid que se llevaron a América tras el descubrimiento (Tapia et al., 2007) y
que todavia se cultiva en numerosos paises del nuevo continente con el nombre de Criolla, entre
otros. La sinonimia mas conocida de esta variedad es Mission (California), pero tiene otras muchas
como Negra Criolla, Rosa del Pert y Negra Corriente (Peru), Criolla Chica (Argentina), Pais (Chile),
Misionera o Negra Criolla (Bolivia), Mision (México), Palomina Negra (Espafia), Listrao (Portugal),
Hariri (Marruecos) por citar las mas importantes (Cabello et al., 2019).
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Alonso de Herrera (1513) menciona y describe la variedad “Palomina Negra” como “una

de las variedades cultivadas en el Reino de Castilla”. La describe como “variedad de racimos
grandes y sueltos, de maduracion tardia y de la que se elaboraban vinos claros y buenos”. En
1807 Rojas Clemente cita el cultivo de Listan Prieto en Andalucia. La describe como “variedad de
uvas no muy translucidas”. Garcia de los Salmones (1914) cita el cultivo de la variedad Palomina,
de uva tinta, en las provincias de Avila y de Toledo y también en Extremadura. La variedad descrita
como Palomina por Alonso de Herrera (1513) y la Palomino Comun descrita por Rojas Clemente
(1807) coincidirian con la descripcién morfoldgica de Listan Prieto. La Palomina o Palomino Comun
presenta racimos conicos muy largos y densidad media, la baya es negra azulada y de maduracion
tardia. Esta variedad da una gran cantidad de racimos (Zerolo et al., 2006).

El objetivo de este trabajo es estudiar el comportamiento agronémico y enoldgico de la
variedad Listan Prieto que se cultivo sin duda en el pasado en la region de Madrid y limitrofes para
ver el interés que tendria recuperarla, por su interés histérico y por la diferenciacién y tipicidad que
puede aportar a los vinos de la zona.

2. Material y Métodos

El material utilizado en este trabajo para el estudio agronémico y enologico proviene de la
coleccion de variedades de vid de “El Encin”, perteneciente al Instituto Madrilefio de Investigacion
y Desarrollo Rural, Agrario y Alimentario (IMIDRA) de la Comunidad de Madrid y de dos bodegas
de los municipios de Cenicientos y Cadalso de los Vidrios en la D.O.P. Vinos de Madrid.

El suelo de la coleccién de El Encin (Alcala de Henares) se caracteriza por un color pardo
claro en seco y pardo rojizo en humedo, textura arcillosa-limosa, sin estructura, ligeramente
aglomerado y bastante compacto. Las plantas, de 14 afios de edad, estan conducidas con poda
corta en espaldera mediante un sistema de “cordén simple”. El clima general de Alcala de Henares
es mediterraneo continental, con una temperatura media anual de 13.1°C y una precipitacion anual
de 434 mm.

Los suelos donde se localizan los vifiedos de los agricultores (Cenicientos, Cadalso de los
Vidrios) estan intimamente relacionados con la geologia del Sistema Central, eminentemente
granitica, donde también aparecen gneises y rocas filonianas. El vifiedo se asienta en laderas y
piedemontes de las inmediaciones de la Sierra, asi como en llanuras aluviales. Los pH son &cidos
o neutros (entre 5,5y 7,5), con ausencia total de carbonatos y con una textura franco-arenosa
predominante. La altitud de los vifiedos esta entre los 600 y 800 m sobre el nivel del mar, con una
precipitacion media anual de 650 mm. El numero de horas de sol que se reciben en la zona de
produccion oscila entre 2.300 y 2.800 horas.

El material prospectado en vifiedos de varias regiones se identifico con 26 marcadores
microsatélites (Zarouri et al., 2015; y se describio morfologicamente con 67 caracteres (CPVO,
2009; 01V, 2009) coincidiendo completamente con el perfil de las plantas utilizadas para el estudio
agronomico y enologico.

Se realiz6 un seguimiento fenoldgico utilizando la escala BBCH utilizada para la vid por
Rustioni et al. (2014). Cuando las bayas pasan el estado fenoldgico 85 y el racimo estd enverado
al 100%, comienza el seguimiento de la maduracion del fruto mediante la medida semanal de
azucares en la uva por refractometria. Los vinos se elaboraron segun las metodologias
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tradicionales de la zona para vinos tintos. Se utilizaron varios tipos de depdsitos de fermentacion
(acero inoxidable, barro y hormigoén) y se realizaron crianzas en barricas de roble.

3. Resultados

La variedad Listan Prieto se cultiva actualmente en Canarias (39 ha en 2009) y esta
autorizada en las Denominaciones de Origen de Abona, El Hierro, Gran Canaria, La Gomera, La
Palma, Tacoronte-Acentejo, Valle de Giimar y Valle de la Orotava. Sin embargo, las
prospecciones realizadas en vifiedos antiguos de la geografia peninsular (Tabla 1) confirman que
esta variedad se cultivaba hace mucho tiempo también en bastantes regiones de la meseta
castellana, corroborando la informacion publicada en las citas bibliogréficas antiguas (Herrera,
1513; Rojas Clemente, 1807, Garcia de los Salmones, 1914). La figura 1 muestra las ubicaciones
donde se ha localizado esta variedad en la peninsula.
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Fig. 1: Situacion geografica de localizaciones donde se encontraron plantas aisladas de la
variedad de vid Listan Prieto en la Peninsula Ibérica. En algun caso, vifedos completos.

En la Comunidad de Madrid, las cepas localizadas se cultivan en terrenos arenosos y
rodeados de Garnachas Tintas, con frecuencia de pie franco con personalidad propia, pues
destacan sobre las demas en su gran porte y vigor, dejando colgar racimos de gran tamafio muy
abiertos y alargados de colores violeta y morado, a los que les cuesta enverar. Las cepas son
faciimente reconocibles por su sarmiento de color rosado y de porte semierguido. Su potente
sistema radicular perfora el suelo en todas direcciones en busca de alimento y sus hojas tienen un
importante tamafio. Se han localizado fundamentalmente en vifiedos de las subzonas de San
Mantin de Valdeiglesias y EI Molar (figura 2), ambas zonas dominadas por la variedad Garnacha
Tinta y por terrenos cercanos al Sistema Central con predominio de suelos arenosos.
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Fig. 2: Localizacion geografica de las 4 subzonas en la D.O.P. Vinos de Madrid.

Tabla 1. Plantas de Listan Prieto localizadas en la Peninsula Ibérica.

Provincia/Pais | Localidad/Region Nombre muestra Identificacion Referencia
bibliografica

Madrid Cenicientos Huertezuelo Listan Prieto IMIDRA

Madrid Cadalso de los Vidrios | Raton Listan Prieto IMIDRA

Madrid San Martin de Pefia Caballera Listan Prieto IMIDRA

Valdeiglesias

Madrid Colmenar de Oreja Paraje numero dos | Listan Prieto IMIDRA

Madrid Villaconejos Camilo del silo Listan Prieto IMIDRA

Madrid Valdilecha Main Listan Prieto IMIDRA

Madrid Valdemorillo Majuelo de la mona | Listan Prieto IMIDRA

Madrid Carabafa La linde Listan Prieto IMIDRA

Madrid Navalcarnero Barranco Berbique | Listan Prieto IMIDRA

Céceres Valverde de la Vera Palomina Listan Prieto IMIDRA

Céaceres Valverde de la Vera Palomina Listan Prieto IMIDRA

Granada Cerro el Quemado Picuda Listan Prieto IMIDRA

Cuenca Campo de Hellin Moscatel Negro Listan Prieto Mena et al 2014

Toledo Torrijos Moscatel Negro Listan Prieto Mena et al 2014

Toledo Escalona Moscatel Negro Listan Prieto Mena et al 2014

Toledo Talavera de la Reina | Moscatel Negro Listan Prieto Mena et al 2014

Toledo Sierra de San Vicente | Moscatel Negro Listan Prieto Mena et al 2014

Toledo La Jara Moscatel Negro Listan Prieto Mena et al 2014
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Ciudad Real Campo de Calatrava | Moscatel Negro Listan Prieto Mena et al 2014
Ciudad Real Campo de Daimiel Moscatel Negro Listan Prieto Mena et al 2014
Ciudad Real Campo de San Juan Moscatel Negro Listan Prieto Mena et al 2014
Ciudad Real Tomelloso Moscatel Negro Listan Prieto Mena et al 2014
Navarra Luquin Moscatel Negro Listan Prieto Urrestarazu et al.
2015
Mélaga Ronda Ronda 4:2006 Listan Prieto Jimenez-
Cantizano, 2014
PORTUGAL Algarve Portimao Listan Prieto Cuhna et al 2016
PORTUGAL Listrdo Rs Listan Prieto Veloso et al 2010

La variedad responde bien a distintas formas de poda: la poda corta es buena ya que
tiende a abrir la planta para su correcta aireacién y con podas largas fructifica mejor, teniendo en
estos casos que controlar su vigor.

Es una variedad rustica y fuerte, de gran vigor (Tabla 2). En campo vegeta bien y es
resistente a las enfermedades habituales, que en esta zona es el oidio. Puede sufrir problemas de
corrimiento, al igual que la variedad Garnacha Tinta, cultivada en las mismas zonas y también con
gran vigor.

Se comporta bien injertada sobre 110 Richter, uno de los portainjertos mas utilizados en
la D.O.P. Vinos de Madrid y también con el Rupestris de Lot, utilizado tradicionalmente en la
subzona de San Martin de Valdeiglesias.

Precisa de laderas bien soleadas para expresar mejor su potencial viticola, suelos
notablemente acidos, tierras sueltas y muy arenosas. En suelo muy fértil no madura bien y en
suelo arcilloso produce racimos pequefios. Por esta razon se adaptaria mejor su cultivo a las
subzonas de San Martin de Valdeiglesias y EI Molar, donde precisamente se han encontrado
plantas en cultivo.

Tiene buena produccion (alcanza con facilidad los 3 kg/cepa), con buen rendimiento en
mosto. Los racimos son mas grandes que los de la variedad Garnacha Tinta y las bayas son muy
frutales y grandes, medianamente &cidas y con poco color.

Las uvas maduran muy tarde, llegando a alcanzar adecuados grados de madurez a finales
de octubre, y en alguna ocasion, en noviembre. Esta caracteristica hace la variedad interesante
de cara al cambio climatico, donde la maduracion se vera adelantada por el incremento de las
temperaturas. No obstante, se aconseja plantarla en orientaciones soleadas.
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Tabla 2. Caracteristicas agronémicas de Listan Prieto comparandola con otras variedades
tintas cultivadas a gran escala en la Region.

Tempranillo Garnacha Tinta Listan Prieto
Produccion Media (2-3 kg/planta) Media-Alta (4 Media (2-3 kg/planta)
kg/planta)
Fecha de Temprana Media Tardia
maduracion
Vigor Medio Alto Alto
Sensibilidad a Alta Alta Alta
mildiu
Sensibilidad a oidio | Alta Alta Media-Baja (menor en
racimo que en hoja)

Se han elaborado vinos ligeros, en algunas afiadas de alta graduacion. Se producen vinos
adecuados para crianza con uno o dos afios de envejecimiento en barrica de roble y al menos tres
meses en botella. La variedad ofrece vinos versatiles que se pueden adaptar a tendencias actuales
de elaboracion como son los recipientes de barro y de hormigén, donde se han conseguido buenos
resultados. El pH de los vinos de Listan Prieto fue adecuado para la conservacién en el tiempo y
la acidez titulable, que es superior a la encontrada en vinos de la variedad Tempranillo.

Los vinos presentan moderada intensidad de color, con tonos violaceos muy acusados.
La intensidad olfativa es persistente y duradera, con aromas limpios y donde llama la atencion las
notas a menta inusuales en otras variedades. El vino es de facil entrada y paso por boca, un poco
acido, fresco y sedoso. El sabor recuerda a caramelos de menta y deja un retrogusto agradable a
fresa acida y de persistencia media.

4. Conclusiones

El cultivo de la variedad Listan Prieto, claramente tradicional en la D.O.P. Vinos de Madrid
puede resultar de gran interés por su historia, su presencia actual en la region, por la peculiaridad
de los vinos elaborados con sus uvas y por su adaptacién a las caracteristicas edafolégicas y
climéticas. Es de gran importancia la maduracion tardia de esta variedad, que le daria mejores
posibilidades futuras frente a otras variedades teniendo en cuenta las subidas de temperaturas y
golpes de calor producidos por el cambio climatico.
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Resumen

El balance entre cantidad de uva y desarrollo foliar es un aspecto critico para la
composicion de la uva. En muchos casos, la limitacion del nivel productivo unitario es
pretendido como factor principal para alcanzar cotas de alta calidad en el vino, pero se
conocen poco los efectos que las operaciones en verde pueden tener en las variedades
blancas. Por ello, este trabajo plantea el estudio de la eliminacion de la mitad de los
pampanos, con sus racimos, inmediatamente antes del envero, en el cv. Verdejo.

En el periodo 2017-2019, la respuesta del cv. Verdejo, en 110-R, fue estudiada, en
Valladolid, a partir de la aplicaciéon, en fase de pre-envero, de los tratamientos
experimentales: T, testigo (pampanos integros); DP, despampanado (eliminacion de un
pampano de cada pulgar, respetando el otro pampano). El disefio experimental es en 4
bloques al azar, con parcela elemental de 12 cepas de control, en un viiiedo en espaldera
vertical, plantado en 2012, podado en cordén Royat bilateral.

El despampanado produjo una reduccion drastica de productividad y de desarrollo
vegetativo. La reduccion de la produccion de uva, un 46%, fue debida a la eliminacién de la
mitad de los racimos, pues el resto de componentes del rendimiento no se vio practicamente
afectado. El peso de madera de poda fue notablemente reducido, un 38%, por la disminucién
del numero de pampanos, a pesar del aumento del peso del sarmiento. Consecuentemente, el
indice de Ravaz se vio ligeramente reducido por el despampanado. El despampanado provocé
un ligero aumento de azucares, pH y potasio, a la par que una leve reduccion de la acidez
total, el acido tartarico y el acido malico. La conveniencia del despampanado cerca del envero,
para regular la carga productiva, dependera de la limitacién hidrica que sufra el vifiedo y de
los componentes cualitativos que se quieran potenciar en la uva.

1. Introduccion

El balance entre cantidad de uva y desarrollo foliar es un aspecto critico para la
composicion de la uva, ya que el efecto sumidero de la uva frente a la superficie foliar, como
fuente de fotosintatos, resulta fundamental, dada la repercusion que dicho balance puede tener
en el desarrollo del vifiedo y en la composicién y la calidad de la uva (Candar et al. 2020). En
muchos casos, la limitacion del nivel productivo unitario es pretendido como factor principal para
alcanzar cotas de alta calidad en el vino, olvidando la importancia que tienen, ademas de la
relacion fuente-sumidero, otros factores ambientales y de manejo del canopy (Candolfi-
Vasconcelos et al. 1994), los cuales condicionan el transporte y la distribucién de los compuestos
organicos producidos durante la fotosintesis y la asimilacion de nutrientes (Keller et al. 2015).
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Una practica simple utilizada para reducir la carga de cosecha anual es el

despampanado (eliminacién parcial de pampanos) de la cepa, que evidentemente reduce el
numero de racimos de la misma, pero que modifica el nivel de la relacion fuente-sumidero, ya
que reduce tanto la superficie foliar cono el nimero de racimos, y, por tanto, puede alterar el
metabolismo interno de la planta (Kliewer y Dokoozlian 2005). Evidentemente, la reduccién neta
de la carga de cosecha provocada por el despampanado suele perseguir la modificacion de las
condiciones de maduracion de la uva, tanto a través del efecto en el propio metabolismo de la
planta como del efecto en el entorno microclimatico (Keller 2015). Sin embargo, la repercusion
en los aspectos agrondémicos y en la composicion de la uva depende de la competencia que se
establezca por la recepcién de fotoasimilados con los érganos de reserva y el crecimiento
vegetativo como sumideros de dichos fotoasimilados (Wisdom y Considine 2022).

La relaciéon funcional entre érganos vegetativos y reproductivos debe ser considerada en
el contexto de la influencia de diversos factores, entre los que se incluyen el clima, el suelo, el
material vegetal -mayormente la variedad vinifera- y el manejo del vifiedo, por lo que el patrén de
distribucion y almacenamiento de asimilados no puede extrapolarse a todas las situaciones y
debe ser abordado con el apoyo de la experimentacidn en cada explotacion viticola. Teniendo en
cuenta estas consideraciones, el trabajo persigue conocer la respuesta agrondémica y cualitativa
del vifiedo a la eliminacion de la mitad de los pampanos, llevada a cabo en la fase
inmediatamente anterior al envero, en el cv. Verdejo, para valorar su posible conveniencia en el
manejo del vifiedo en las condiciones de cultivo semiaridas del valle del rio Duero (Espafia).

2. Material y Métodos

El trabajo se llevé a cabo durante el periodo 2017-2019 en Valladolid (Castilla y Ledn,
Espafia). El material empleado es Vitis vinifera L, cv. Verdejo, sobre portainjerto 110 Richter,
plantado en 2012, con un marco de 2,8 m x 1,4 m (2.551 plantas.ha). La orientacion de filas es
NNE (N+25°). El sistema de conduccion es espaldera vertical, mediante cordon Royat bilateral y
poda con 4 pulgares de 2 yemas en cada brazo (16 yemas por cepa).

El ensayo experimental consiste en la aplicacion de dos tratamientos: T, testigo
(mantenimiento de pampanos integros), y DP, despampanado, que consiste en la eliminacién de
1 pampano de cada pulgar, respetando el otro pampano de dicho pulgar; en la fase
inmediatamente anterior al envero. El disefio experimental es en bloques al azar, con 4
repeticiones por tratamiento y parcela elemental de 12 cepas de control, con lineas contiguas a
cada lado destinadas al efecto borde.

El cultivo del vifiedo se llevd a cabo mediante apoyo de riego deficitario (25% ETo)
desde el estado de tamafio guisante hasta la semana anterior a vendimia, aplicado
semanalmente mediante goteros separados 75 cm.

El suelo del ensayo (tabla 1) presenta alta pedregosidad (mas de 65% de elementos
gruesos), lo que le confiere un buen drenaje, con una capacidad potencial de retenciéon de agua
estimada en 70 mm / m de profundidad. Es de tipo arcillo-arenoso en el 1er horizonte (20 cm) y
franco-arcillo-arenoso en los dos horizontes siguientes (20-100 cm), llano, sin limitaciones fisicas
ni quimicas para el cultivo de vifiedo.
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Tabla 1. Caracteristicas fisicas de los horizontes presentes en el perfil del suelo del vifedo
experimental.

. Textura U.S.D.A.
Profundidad (cm) Elementos gruesos (%) Arena Limo  Arcilla Clase textural
0-20 70,7 453 194 353  AcAr
20-45 68,8 474 195 331  FrAcAr
45-100 74,8 61,4 95 291  FrAcAr

En la tabla 2 aparecen reflejados los datos termopluviométricos del periodo 2017-2019.

Tabla 2. Datos termo-pluviométricos de las campaiias 2017, 2018 y 2019, en Valladolid.
Tm, temperatura media (°C): Tma, Tm¢, Tmy; Tmax, temperatura media de maximas (°C):
Tmaxa, Tmaxc, Tmaxy; Tmin, temperatura media de minimas (°C): Tmina, Tminc, Tminy; P,
precipitacion (mm): Pa, Pc, Pv. Los periodos corresponden, segun subindice, a las fechas:
a (anual): 1-oct/30-sep; ¢ (ciclo): 1-abr/30-sep; v (verano): 1-jul/30-sep.

Afio | Tma Tm¢ Tmy | Tmaxa Tmaxc Tmaxy | Tmina Tminc Tminy | Pa Pc Py

2017 | 131 189 20,6 | 20,7 275 29,3 6,2 105 12,0 | 2621 982 47,0
2018 | 124 180 216 | 195 259 30,9 6,1 10,8 13,1 | 521,8 270,2 50,2
2019 | 124 176 208 | 19,9 257 29,2 57 9,8 13,0 | 3025 1374 752

Se midieron los parametros siguientes: peso de madera de poda y numero de
sarmientos; peso de uva, numero de racimos y peso de baya; sélidos solubles totales, pH, acidez
total, acido tartarico, acido malico y potasio, en mosto. A partir de estos parametros se calcularon
otros parametros derivados. El analisis estadistico de los resultados se ha realizado mediante
andlisis de varianza con el programa SPSS 16.

3. Resultados
Desarrollo vegetativo

El desarrollo vegetativo, estimado a través del peso de madera de poda (tabla 3), se vio
significativamente reducido todos los afios por el tratamiento de despampanado, una media del
38%, con respecto al testigo. Esta reduccion se debid, logicamente, a la eliminacién de la mitad
(48%) de los pampanos de cada cepa, a pesar de que el incremento del peso del sarmiento
compenso parcialmente dicha eliminacion, con un aumento del 18%. La reduccién del numero de
sarmientos se produjo mayor y significativamente a través de los sarmientos francos, puesto que
la aportacidon de los chupones, aunque mostrd la misma tendencia a la reduccion, fue de muy
escasa cuantia.
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Tabla 3. Madera de poda (kg), N° total de sarmientos, N° de sarmientos francos, N° de
chupones, por cepa; Peso de sarmiento (g); Rendimiento en uva (t/ha), N° de racimos por
cepa, Peso de racimo (g), Peso de baya (g), N° de bayas por racimo; e Indice de Ravaz, a lo
largo del periodo 2017-2019, de los tratamientos T y DP. Nivel de significacion estadistica:
no significativo (-); p<0,05 (*).

Trat Madera N° N° N°  Peso Rdto N° Peso Peso N° |Indice
"| Poda Sarm. francos chup. Sarm. " Racimos Racimo Baya Bayas | Ravaz

T | 0932 157 150 0,7 594 | 684 20,8 1292 121 107,2 | 2,89

07 pp | o504 82 81 01 727|359 110 1272 123 1036 | 244
Sig' * * * * - * * - - - -
s T | 1348 154 46 08 877 |938 261 1401 1% 719 | 278
DP | 0750 82 79 03 931 | 500 144 1367 193 676 | 265
Sig' * * * * - * * - - - -
oo T | 0940 159 154 04 593 [1008 280 1407 142 993 | 435

DP | 0,631 8,0 79 01 789 | 561 14,6 1495 151 952 | 355
Slg. * * * * * * *

Media T | 1,073 156 150 06 688 | 877 25,0 136,7 153 928 | 3,34
(2017-2019) DP | 0,661 8,1 8,0 02 815 | 476 13,4 1378 155 888 | 2,88

Produccién de uva y componentes del rendimiento

El rendimiento en uva (tabla 3) se redujo drasticamente con el despampanado, una
media del 46%, con respecto al testigo, observandose, l6gicamente, diferencias estadisticamente
significativas todos los afios. Las diferencias en produccion fueron mayormente debidas a la
reduccion significativa del nimero de racimos por cepa, que también disminuy6 un 46 % en el
tratamiento despampanado con respecto al testigo. El peso del racimo no mostro diferencias
entre tratamientos, a pesar de que hubo ligeras variaciones entre los mismos en funcién del afio.
Los componentes del tamafio del racimo tampoco mostraron diferencias resefiables entre
tratamientos, pues el nimero de bayas apenas mostrd una media ligeramente superior en el
testigo mientras que el peso de baya mostré una media ligeramente superior en el tratamiento
despampanado, sin observarse diferencias estadisticamente significativas entre ambos
tratamientos en ninguno de los afios de estudio. El indice de Ravaz disminuy6 ligeramente, una
media del 14%, en el tratamiento de despampanado con respecto al testigo, como consecuencia
de la mayor reduccion de la produccion de uva que del peso de madera de poda, con respecto al
testigo.

Composicion de la uva

La concentracién de solidos solubles totales (tabla 4) se vio favorecida por el
despampanado, con aumento medio interanual de 0,7 °brix con respecto al testigo, aunque las
diferencias entre ambos tratamientos solo resultaron estadisticamente significativas en el ultimo
afo de estudio. El pH del mosto presentd una ligera tendencia al aumento con el
despampanado, frente al testigo, que solo resultd significativa en el segundo afio de estudio. La
acidez titulable mostré cierta tendencia a la reduccion en el tratamiento despampanado con
respecto al testigo, inversamente relacionada con la tendencia del pH, aunque las diferencias
solo resultaron estadisticamente significativas en el segundo afio de estudio. El &cido tartérico
mostré una tendencia similar a la acidez titulable, aunque con diferencias de menor cuantia.
Asimismo, el acido malico también se vio ligeramente reducido por el despampanado con
respecto al testigo. Las diferencias entre ambos tratamientos no fueron estadisticamente
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significativas en ninguno de estos dos pardmetros, aunque mantuvieron la tendencia entre
tratamientos a lo largo del periodo de estudio. El contenido de potasio en uva mostré una
tendencia general al aumento en el tratamiento despampanado frente al testigo, que a pesar de
no ser de gran cuantia presenté diferencias estadisticamente significativas en el primer afio y el
ultimo afio de estudio.

Tabla 4. Sélidos solubles totales (S.S.T., °brix), pH, acidez titulable (Ac. total, g TH2/L),
acido tartarico (g/L), acido malico (g/L) y potasio (ppm), a lo largo del periodo 2017-2019,
de los tratamientos T y DP. Nivel de significacion estadistica: no significativo (-); p<0,05

().

S.S.T. pH Ac. total Ac. tartarico Ac.malico Potasio

2017 T 24,0 3,66 4,55 8,31 1,12 1933
DP 24,3 3,67 4,46 8,30 1,09 2053

Sig. - - - - - *
2018 T 23,1 3,48 5,09 6,69 2,21 1685
DP 235 3,58 4,30 6,30 1,97 1727

Sig. - * * - - -
2019 T 225 3,29 5,72 7,27 1,48 1338
DP 23,9 3,32 5,37 712 1,33 1413

Sig. * - - - - *
Media T 23,2 3,47 512 742 1,60 1652
(2017-2019)  DP 23,9 3,52 4,71 7,24 1,46 1731

4. Conclusiones

El despampanado aplicado justo antes del envero produjo una disminucién significativa
del desarrollo vegetativo, reduciendo un 38% el peso de madera de poda con respecto al testigo,
que fue debida a la eliminacién de la mitad de los pampanos, a pesar del incremento de un 18%
del peso del sarmiento. Asi, el despampanado pudo suponer cierta reduccion de estrés hidrico al
vifiedo durante la fase de maduracién, al disminuir notablemente la superficie foliar del mismo.

La produccién de uva se redujo drasticamente a través del despampanado, una media
del 46%, con respecto al testigo, debido mayormente a la reduccion significativa del numero de
racimos por cepa. Sin embargo, el peso del racimo no mostré diferencias entre tratamientos, a
pesar de que hubo ligeras variaciones entre los mismos en funcién del afio. En este sentido, no
se constataron diferencias resefiables en los componentes del tamafio del racimo, entre
tratamientos, pues tanto el nimero de bayas como el peso de baya apenas mostraron valores
medios ligeramente superiores en el testigo y en el despampanado respectivamente. El indice de
Ravaz disminuy6 ligeramente a través del despampanado con respecto al testigo, como
consecuencia de la mayor reduccion de la produccion de uva que del peso de madera de poda.

El despampanado favorecié la concentracion de azucares, con aumento medio
interanual de 0,7 °brix, y, aunque mas leve, del contenido en potasio, con respecto al testigo.
Asimismo, el pH del mosto mostré una ligera tendencia al aumento debida al despampanado,
mientras que la acidez titulable presentd cierta tendencia a la reduccion, inversamente
relacionada con la tendencia del pH, a la par que el acido tartarico presentdé un comportamiento
similar a la acidez titulable, aunque con diferencias entre valores de menor cuantia. El 4cido
malico también se vio ligeramente reducido a traves del despampanado con respecto al testigo.
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En definitiva, atendiendo a los resultados observados, la conveniencia de aplicacion de

despampanado cerca del envero, para regular la carga productiva, dependera de la limitacién
hidrica que sufra el vifiedo y de los componentes cualitativos que se quieran potenciar en la uva.
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Resumen

La docencia y el aprendizaje de la poda de la vid son procesos que presentan
numerosos desafios, por la necesidad de realizar buena parte de la misma en condiciones
de campo y por estar limitada al periodo de reposo de esta planta, lo que no siempre es
compatible con las necesidades logisticas de la ensefanza. Por ello, debemos considerar
las opciones que nos proporcionan las nuevas tecnologias, ya que la digitalizacion en el
ambito de la ensefianza ha venido para quedarse. En este sentido, la utilizacion de los
denominados “gemelos digitales” puede ser una herramienta para mejorar la experiencia
de la ensefanza y aprendizaje en poda. En este trabajo se recogen los primeros resultados
conocidos a nivel internacional sobre el potencial del uso de gemelos digitales como
herramienta para la ensefianza de la poda de la vid. En concreto, presentamos los
resultados obtenidos cuando se utilizé esta metodologia para evaluar los conocimientos
adquiridos por los asistentes a dos jornadas de formacion en poda en las que, previamente,
se habian impartido unas charlas sobre poda con metodologias docentes tradicionales. Los
gemelos digitales consistian en reproducciones en 3D de estructuras de poda (pulgares),
sobre los que se presentaban 3 opciones de poda ejecutados virtualmente. Para evaluar el
aprendizaje, los asistentes a las jornadas debian escoger en 6 supuestos (6 gemelos
digitales de pulgares) cual de las 3 opciones de poda era la mas adecuada y justificarlo.

1. Introduccion

La revolucion digital genera continuamente nuevos términos que se convierten en frases
y clichés icdnicos, a menudo de corta duracion. En los ultimos 10 afios, términos como cloud
computing, plataformas, big data, ciudades inteligentes, machine learning, inteligencia artificial, y
se han acufiado para describir las modas recientes en computacién y comunicacion, impulsando
cada vez mas la automatizacion de la sociedad. El ultimo término que se afiade a este arsenal es
el “gemelo digital” o digital twin (Batty, 2018).

El concepto de gemelo digital se propuso por primera vez hace 15 afios, y desde
entonces, varias disciplinas han adoptado gemelos digitales, como la industria de la fabricacion y
el disefio de productos, ya que puede ayudar a los fabricantes a reducir los costos y mejorar la
calidad al optimizar los procesos de produccion y disefio. Este concepto también se esta utilizando
en la gestion de la salud, donde los gemelos digitales pueden ayudar a los médicos a predecir el
comportamiento de enfermedades y terapias en pacientes (Pylianidis et al., 2021). En resumen, el
gemelo digital es un término relativamente nuevo en el ambito de la tecnologia y la industria, pero
ha demostrado ser una herramienta Util para la simulacién y predicciéon en una variedad de
disciplinas. A medida que la tecnologia continua avanzando, es probable que sigamos viendo un
mayor uso de los gemelos digitales en diferentes campos y aplicaciones. Concretamente, el

-195 -



GRUPO DE TRABAJO [ 352 REUNION ]

EXPERIMENTACION EN
&,O VITICULTURA Y ENOLOGIA

progreso de la ciencia y la tecnologia tiene un impacto en el campo de la educacion todo el tiempo,
lo que conlleva a un cambio constante en su forma de transmisién. (Zhou & Wu, 2022). Si bien es
cierto que existen varias definiciones para los gemelos digitales, entre ellas se encuentra la
definicion que propone Tao et al., (2019) destacando la idea de que los gemelos digitales son una
herramienta que conecta los mundos fisicos y virtuales. En otras palabras, un gemelo digital puede
utilizarse para representar un objeto o proceso fisico en el mundo virtual, y proporcionar
informacidn sobre su estado y comportamiento en tiempo real.

En el caso presentado en este trabajo, lo que se pretende conseguir con esta herramienta
es facilitar la comprensién, y el aprendizaje de la poda de la vid, ya que se trata de la practica de
cultivo mas compleja en el vifiedo, que requiere conocer muy bien la fisiologia de la planta y los
objetivos que nos marcamos con la poda. Ademas, su ejecucion requiere de la visualizacion
tridimensional de los objetos que tienen que ser podados (pulgares o varas), los cuales son
complejos desde el punto de vista tridimensional y, ademas, es necesario visualizar bien muchos
detalles, como las yemas o el giro que toman los sarmientos, para poder decidir correctamente
dénde y cdmo ejecutar los cortes. Por si todo lo anterior no fuera suficiente, la dificultad de la
ensefianza de la poda es aun mayor, ya que la observacion y el aprendizaje de la poda solo puede
hacerse en invierno, lo que limita las posibilidades de formacion fuera de este periodo. Ademas,
las condiciones medioambientales pueden no ser las mejores el dia del curso: lluvia, falta de luz
natural... o, incluso siendo todas las circunstancias favorables, resulta complejo ensefiar en detalle
en el campo a un numero superior a seis u ocho estudiantes.

Como se ha destacado previamente, en términos generales, un gemelo digital es un
modelo virtual disefiado para reflejar con precision un objeto fisico, y cuando hablamos de gemelos
digitales en nuestra rama de estudio, nos estamos refiriendo a modelos virtuales que permitan
representar de manera fiel las estructuras a podar (pulgares o varas), las cuales han sido
previamente digitalizadas tridimensionalmente en campo mediante escaneo.

2. Material y Métodos

Para crear los gemelos digitales es necesario contar con un escaner 3D que permita
capturar la informacién necesaria para generar la representacion virtual. La eleccién del escaner
3D dependeré de las necesidades especificas de cada proyecto y las caracteristicas del objeto o
proceso que se desea simular. En el caso de la poda de la vid, es importante contar con un escaner
3D que sea capaz de capturar con alta precision y resolucion la estructura de la vid y las diferentes
técnicas de poda. En nuestro caso, el equipo utilizado fue el Artec Space Spider, ya que es un
escaner 3D de alta resolucion que puede capturar objetos pequefios con gran precision y colores
brillantes, lo que puede ser util para capturar la estructura de la vid y los detalles de las diferentes
técnicas de poda.

En este estudio se desarrollaron seis gemelos digitales que simulaban situaciones reales
de poda de vid. Para ello, se capturaron seis pulgares antes de podar en un vifiedo de San Martin
de Unx. Una vez realizada la captura en campo, los modelos obtenidos se procesaron para
convertirse en una representacion virtual que pueda ser utilizada en la simulacién. Para ello se
empleo el software Artec Studio, que permite, ademas de apoyar en la captura del escaneo en
campo, procesar todas las imagenes hasta convertirlas en un objeto 3D o gemelo digital. (Artec3d,
2023)
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Fig 1. Ejemplo de un gemelo digital

Esta metodologia se presentd en dos cursos practicos de poda de vid en Madrid y
Pamplona, donde asistieron mas de 25 personas a cada uno de ellos, la mayoria de ellos técnicos
de viticultura o viticultores profesionales. Durante la formacién, se combinaron diferentes
metodologias, incluyendo aula, campo, videos y gemelos digitales. Los modelos digitales se
emplearon para, en la parte final de la jornada, evaluar el aprendizaje. Para ello, utilizando la
plataforma docente MiAulario, se prepard un examen en el que, para cada uno de los seis pulgares
escaneados a modo de gemelo digital, se presentaban, también como modelo tridimensional, tres
respuestas que recogian tres modalidades de poda para cada uno. Los participantes pudieron
observar las distintas situaciones de poda, evaluar cual seria la mejor opcion y ver la estructura
podada una vez realizados los cortes, teniendo que seleccionarla y explicar en un campo de texto
libre las razones de su eleccion. Al finalizar la actividad, se realizé una evaluacion de la experiencia
y del interés de la metodologia de los gemelos digitales por parte de los estudiantes. La formacion
fue llevada a cabo en colaboraciéon con la Escuela de Innovacion del Vino, la Plataforma
Tecnologica del Vino y la empresa Viticultura Viva.
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3. Resultados

A continuacién, se presentan las respuestas de los asistentes juntos con las preguntas
que se les planted al finalizar ambos cursos de poda

Totalmente de

roserde _

De acuerdo

Neutro

En desacuerdo

Completamente en
desacuerdo

0 20 40 60 80 100

Il Aprendizaje en linea [ Evaluacion del aprendizaje

Il Aprendizaje fuera de temporada [l Aprendizaje con condiciones meteoralégicas adversas

Fig 2. Respuestas de los asistentes a la pregunta “Considero que los gemelos digitales son un
recurso didactico interesante para...”

La mayoria de ellos (Fig. 2) estuvo de acuerdo en que los gemelos digitales son un recurso
didactico interesante para aprender online, cuando las condiciones climaticas no lo permiten o
cuando nos encontramos fuera de la temporada de poda. Ademas, aunque hubo algunas
diferencias en cuanto a su utilidad para evaluar el aprendizaje, el 90% de los asistentes estuvieron
de acuerdo en que los gemelos digitales son Utiles para esta tarea.

Totalmente de

o |

De acuerdo
Neutro

En desacuerdo

Completamente en
desacuerdo

0 20 40 60 80 100

. Fotografias o presentaciones de diapositivas D Observacion de |a vifia en campo

Ml Diagramas en pizarra [ videos

Fig 3. Respuesta de los asistentes a la pregunta “Considero que los gemelos digitales mejoran la
experiencia de aprendizaje con respecto a...”

-198 -



GRUPO DE TRABAJO [ 35° REUNION ]

EXPERIMENTACION EN
&,O VITICULTURA Y ENOLOGIA

Los resultados (Fig. 3) indican que el 50% de los asistentes estuvieron de acuerdo en que
los gemelos digitales mejoran el aprendizaje en comparacion con la observacion en campo,
mientras que el 30% tuvo una opinion neutral y menos del 20% estuvieron en desacuerdo.
Ademas, la mayoria de los asistentes estuvo de acuerdo en que los gemelos digitales son utiles
para mejorar el aprendizaje con respecto a otras areas. Es importante destacar que los gemelos
digitales pueden complementar y enriquecer la experiencia de aprendizaje, pero no
necesariamente reemplazar la observaciéon en campo, ya que ambas formas de aprendizaje
pueden ser importantes y complementarias.

Complemento muy | |
complemento Gtil | NENERG———
Tiene alguna utilidad [ ]
Tiene poco interés o utilidad
Mo tiene interés o utilidad

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90

Fig 4. Respuestas de los asistentes a la pregunta “Considero la evaluacién general como
instrumento de capacitacion”

En cuanto a las respuestas obtenidas en la tercera pregunta (Fig. 4), se puede observar
como todos ellos consideraron util o muy util dicho complemento.

Totalmente de acuerdo |— S
De acuerdo NG
Neutro Il
En desacuerdo
Completamente en desacuerdo i

0 10 20 30 40 50 60 70 80

Fig 5. Respuestas de los asistentes a la pregunta “Considero que este recurso es una herramienta
util para la formacion del personal técnico de mi empresa o institucion”

Por ultimo, es interesante saber que los asistentes a ambos cursos consideraron que los
gemelos digitales son una herramienta util para la formacién de personal técnico (Fig. 5). En dichas
formaciones, los gemelos digitales pueden ser utilizados para ensefiar a los estudiantes como
funcionan los sistemas y procesos, y como solucionar problemas en situaciones reales. Esto
permite a los estudiantes practicar en un entorno seguro y controlado, y adquirir habilidades
técnicas de manera mas efectiva.

4. Conclusiones

A pesar de la diversidad de los conocimientos previos sobre la poda entre los asistentes,
todos consideraron de manera muy positiva la utilizacién de esta herramienta. La utilizacion de
gemelos digitales para la ensefianza puede ser una herramienta valiosa para mejorar la
experiencia de aprendizaje de los estudiantes. En el caso de la poda de la vid, los gemelos digitales
pueden representar estructuras de poda en 3D, lo que permite a los estudiantes explorar la
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estructura y comprender mejor como se deben realizar las diferentes técnicas de poda. Ademas,
los gemelos digitales pueden ser utilizados en cualquier momento, independientemente de la

temporada de poda, lo que permite a los estudiantes practicar y aprender en cualquier momento
del afio.

Los asistentes encuestados valoraron que, aunque esta metodologia no puede nunca
sustituir al 100% a la experiencia de ver una cepa en condiciones de campo, resulta de mucha
utilidad como complemento formativo para estudiantes como para la imparticion de cursos a
cuadrillas de poda y técnicos de campo. Esto sugiere que los gemelos digitales pueden ser una
herramienta valiosa para complementar las metodologias docentes tradicionales y mejorar la
experiencia de aprendizaje de los estudiantes.
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Resumen

La polilla de la vid Lobesia botrana Denis & Schiffermiiller, 1775 es la plaga mas
importante del vifiedo causando dafios importantes en las producciones,
fundamentalmente indirectos en forma de botritis. EI monitoreo de la plaga, mediante el
empleo de trampas de feromona, permite obtener informaciéon sobre la dinamica
poblacional de la plaga, asi como determinar el momento mas adecuado para la aplicacion
de las posibles estrategias para su control.

En Navarra se dispone de una red de monitoreo de la plaga que lleva registrando
datos desde hace casi 20 aios, en base a cuyos datos se han definido tres zonas de
comportamiento de la plaga. Esta red estd formada por técnicos y agricultores que
gestionen en torno a 45 puntos anuales.

En esta publicacion se realiza el analisis comparativo de la campaiia 2022 con
respecto a la serie de datos historico por zonas, asi como la tendencia, en el
comportamiento de la plaga, en estos 20 afos, probable consecuencia del cambio climatico.

1. Introduccion

La polilla del racimo, Lobesia botrana, es una de las principales plagas que afecta a los
vifiedos. Extendida por toda Europa meridional, norte de Africa, Proximo Oriente y Sur de Sud
América. En Espafia en 1926 sefiala como extendida en Barcelona, en Orense en 1927 y
sucesivamente en Almeria Alicante, Lérida, Tarragona, Badajoz, Toledo y Avila. En 1933 se
comprueba su presencia en Leon, Lugo y Pontevedra. Actualmente esta presente en toda la
peninsula.

Los adultos presentan unos 6 mm de longitud y 12 mm de envergadura alar. Las hembras
ponen entre 50 y 80 huevos de forma aislada. Los huevos son aplanados y tienen forma lenticular,
de unos 0,8 mm de diametro. Su coloracién va cambiando de transparente hasta amarillo a medida
que van madurando y previo a su eclosion se observa la larva con la cabeza oscura. Las orugas
son de color verdoso y pasan por 5 estadios larvarios evolucionando de 1 mm al nacer hasta
alcanzar el centimetro antes de crisalidar. La crisélida es de color marron y esta protegida por una
envoltura algodonosa y se suelen encontrar en el suelo, en la corteza de las cepas o en los
racimos.

En Navarra, presenta tres generaciones anuales pudiendo llegar a una cuarta en funcién

de las condiciones climaticas de final del verano y de la zona geogréfica (Ribera Baja). Pasa el
invierno en forma de crisalida en la corteza de las cepas, en el suelo, etc. En primavera los adultos
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emergen de forma escalonada e inician el vuelo dando lugar a la primera generacién. Estos adultos
realizan las puestas sobre la corola o las bracteas de los botones florales. Las larvas de esta
primera generacion se comen los botones florales, flores e incluso bayas recién cuajadas, no
suponiendo, en general, un dafio importante para el cultivo. La segunda generacion comienza a
volar hacia mediados del mes de junio (cuajado) siendo méas agrupado y la tercera, a principios de
agosto (envero). Los adultos realizan las puestas en las bayas y, una vez eclosionados, las larvas
roen los granos o penetran realizando galerias. Estos dafios directos no son los mas importantes,
son los dafos indirectos, sobre todo en la tercera generacion, los que pueden ser mas graves
puesto que son via de entrada hongos que causan podredumbres, especialmente botrytis,
afectando a la produccion y a la calidad final.

2. Material y Métodos
Red de monitoreo en navarra

Para poder conocer la dindmica de la poblacién de la plaga y poder realizar una correcta
aplicacion de los diferentes métodos de lucha existente contra la polilla del racimo, es preciso
conocer el ciclo de la plaga mediante una red de monitoreo y disponer de un sistema de anélisis.
Ademas, es necesario un sistema de comunicacion o de difusion agil de esta informacion.

Desde el afio 2005 en Navarra existe una red de monitoreo y seguimiento de la polilla del
racimo gracias a cuyo trabajo se dispone de una gran cantidad de datos con los que poder
determinar, en cada momento y en cada zona de produccion el momento mas adecuado para
realizar el control de la plaga, asi como para poder analizar y determinar el comportamiento de la
plaga en la Comunidad.

Esta red de monitoreo, coordinada desde la Seccion de Viticultura y Enologia del Gobierno
de Navarra (EVENA), esta integrada por agricultores, personal técnico de bodegas, personal
técnico de la administracién y de empresas publicas. Esta compuesta por 20 colaboradores que
gestionan en torno a 45 trampas anuales. Colocan las trampas, realizan la revision y conteo
semanal de las trampas, se encargan del mantenimiento de las trampas y reportan los datos de
las capturas a la Estacion de Avisos.

Tras casi 20 afios de seguimiento de la polilla se ha zonificado el comportamiento de la
plagay se estéa trabajando con tres zonas de comportamiento homogéneo para la plaga (ver figura
1). Cada una de las trampas de monitoreo estd adscrita a una zona y en base a los datos
registrados se emiten los correspondientes avisos y recomendaciones que son diferentes en
fechas en funcion de la zona.

Desde el afio 2017 en Navarra se cuenta con la herramienta web “Estacion de Avisos’
coordinada por INTIA (Instituto Navarro de Tecnologias e Infraestructuras Agroalimentarias SA).
Con este sistema se gestiona toda la informacion sanitaria de los cultivos producidos en Navarra.
Con esta herramienta de caracter publico, el personal técnico y colaboradores realizan el registro
de los datos de las capturas de las trampas de monitoreo. A través de visor de la Estacion de
Avisos esta informacion se muestra a todo el sector, incluyendo el anélisis de la informacidn sobre
la situacién de una plaga en unas diferentes zonas y en diferentes momentos (graficos o
recomendaciones de actuacion). Ver figura 2

- 202 -



VITICULTURA Y ENOLOGIA

GRUPO DE TRABAJO [ 35° REUNION ]
EXPERIMENTACION EN

3. Resultados

Tal y como se ha mencionado anteriormente el analisis de la informacion disponible en estos
casi 20 afios de monitoreo ha permitido definir 3 zonas de comportamiento de la polilla del racimo
diferentes en Navarra. Zona 1 - Ribera Baja, Zona 2 - Ribera Alta y Zona 3 - Zona Montaiia.

Se analiza en cada zona la campafia 2022 y un pequefio resumen de la serie de los 20
anos de capturas.

Zona 1 - Ribera Baja

En esta zona se realiza el seguimiento de 11 trampas de monitoreo En la figura 3 se
muestra la media de capturas en 2022 de las 11 trampas con respecto a los datos medios
histdricos de todas las trampas en esa misma zona.

Capturas desde la semana 14 (principios de abril) hasta la semana 34 (finales de agosto).
La curva de vuelo ha marcado muy bien la primera generacion, no asi la segunda y tercera en las
que ha habido cierta confusién entre el final y el inicio de cada una de ellas respectivamente.

En 2022 ligero retraso en el inicio del vuelo de la plaga (12 generacion), semana 14 (2 de abril)
con un pico de capturas retrasado entre una y dos semanas. Final de la generacion a finales de mayo-
principios de junio. La segunda generacion comenz6 a principios de junio y se caracterizo por la rapidez
en su desarrollo, practicamente en tres semanas volaron todos los adultos con un pico de vuelo mas alto
que en lo recogido en los datos historicos y adelantado una semana. Final de este segundo vuelo a
principios de julio con lo que este ciclo duré 5 semanas frente a las 7 semanas de media del histérico.
Tercer vuelo de la plaga a partir del 10 de julio con niveles ligeramente inferiores. En base a los modelos
de prediccion se estima que hubo inicio de la cuarta generacion.

Con respecto a los datos de la serie historica en la campafia 2022 se ha observado una
disminucion en torno a un 50% de las capturas totales de la plaga en esta zona. Destaca también
el aumento de las capturas del pico de vuelo en 2% generacion (20%) mientras que en 32
generacion se ha producido un descenso del 30%. Otro aspecto relevante y diferenciador del
comportamiento de la plaga en esta campafia ha sido el hecho de que los picos de vuelo de
segunda y tercera generacion suelen ser muy similares en cuanto a cantidad. Sin embargo, en
esta campafia no se ha cumplido, en tercera generacion el pico de vuelo ha descendido en un
42% con respecto al pico de la segunda. Destaca también el aumento en un 83% del pico de
segunda con respecto al de primera generacion frente al 38% en la serie histérica. Ha ocurrido
también que mientras, las capturas totales en tercera generacion aumentaban en un 38%
aproximadamente con respecto a las de segunda, en este afio 2022 se ha producido un ligero
descenso de las mismas. Las temperaturas extremas durante el verano, asi como la ausencia de
lluvias en 2022 pueden estar detras de esta variacion en el comportamiento de la plaga.

Zona 2 - Ribera Alta
Seguimiento de 18 trampas de monitoreo con cuyos datos, tal y como se observa en la

figura 4 la curva de vuelo en 2022 las tres generaciones han estado muy bien marcadas y
siguiendo, mas 0 menos, el patrén del histérico.
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Registro de las primeras capturas en la semana 16 (mediados de abril) y final de
seguimiento del vuelo en la semana 35 (finales de agosto).

En 2022 ligero retraso en el inicio del vuelo (mediados de abril) lo que provocéd un
desplazamiento hacia la derecha de la primera generacién, con un nivel de capturas inferior.
Adelanto muy importante de la segunda generacion (inicio a principios de junio) con menor nivel
de capturas y con un pico muy elevado que se produjo en la semana 25 (mediados de junio) de
forma muy rapida practicamente en el inicio de este vuelo. En esta zona no se ve tan marcada el
acortamiento de la segunda generacion, destaca sobre todo la rapidez de desarrollo y el pico
inicial. Tercera generacion con comienzo en la semana 30 (23 de junio) y también menor cantidad
de capturas. Probablemente inicio de vuelo de una cuarta generacion.

Con respecto a los datos histéricos destaca, en la campafia 2022, la disminucién en torno
a un 55% de la presion total de la plaga en esta zona. Hecho que se ha producido en las tres
generaciones siendo la tercera en la que mayor disminucion se ha constatado (75%). Las capturas
en los picos en los tres vuelos han seguido comportamientos diferentes: mantenimiento en
primera, aumento del 50% en segunda y disminucion del 50% en la Ultima generacién controlada.

Se observan también en esta zona las diferencias importantes en el comportamiento de
los picos de capturas producidos entre las diferentes generaciones. Descenso del 68% de las
capturas entre el pico de segunda generacion y el de tercera, frente a los niveles similares que
marca la curva de historicos. Destaca ain mas en esta zona la diferencia de comportamiento en
los picos entre primer y segundo vuelo: incremento de 128% en 2022 frente al 50% de media en
los afios de registro.

Con respecto a las capturas segun las generaciones se observan también diferencias de
comportamiento en esta campania. Mientras que en la serie historica el total de capturas de primera
y segunda generacion eran muy similares, en la campafia 2022 ha habido un incremento del 48%
de capturas. En el caso de comparar las capturas entre segunda y tercera generacion en tercer
vuelo aumentan un 48% mientras que en la campafia 2022 las capturas han disminuido un 53%.

Zona 3 - Zona Montaia

Seguimiento de 9 trampas con capturas en 2022 desde la semana 17 (finales de abril)
hasta la semana 39 (finales de septiembre) con las tres generaciones bien marcadas (figura 5).
Destaca el retraso con el consiguiente desplazamiento de 3 semanas de la primera generacion.
Se observa también la curva de vuelo de la segunda generacién con un pico al principio del vuelo
y adelanto en el desarrollo de la tercera generacion en una-dos semanas.

Retraso de dos semanas en el inicio del vuelo (ultima semana de abril) lo que provoco un
desplazamiento hacia la derecha de la primera generacion, con un nivel de capturas inferior. Inicio
de la segunda generacion muy similar en cuanto a fechas (mitades de junio), si bien destaca que
el inicio del vuelo coincide con el pico de la generacion. Las capturas en esta segunda generacion
también inferiores y no se observa que esta segunda generacion haya sido mas corta. Tercera
generacion que comienza en la semana 32 (principios de agosto) con el pico adelantado un par
de semanas y menor presion de plaga.
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Aligual que en el resto de zonas destaca, en esta campafia 2022, la disminucién en torno
a un 40% de la presion total de la plaga que se ha producido en las tres generaciones. A diferencia
de lo sucedido en las otras dos zonas de seguimiento, en esta zona el pico de la segunda
generacion no ha destacado por el incremento en el nimero de capturas, en este caso hay un
descenso del 16% de adultos capturados en el pico de vuelo.

No se observan en esta zona las diferencias importantes entre los picos de vuelo
producidos en las tres generaciones que se veian claramente en las otras dos areas. Mencionar
el descenso del 25% de capturas entre el pico de primera y segunda generacion que se ha
producido en 2022 mientras que en los registros historicos se mantienen similares. Con respecto
a las diferencias de capturas entre generaciones la mayor diferencia se encuentra entre la segunda
y tercera que, segun los histéricos, aumenta un 18% mientras que en la campafia 2022 se ha
mantenido similar.

Zonal-
Ribera Baja

Fig. 1. Mapa de Zonificacion Comportamiento Polilla del Racimo

Fig. 2. Visor estacion de Avisos: Puntos de Monitoreo y Situacion a 03/05/2023
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Fig. 3. Historico Capturas - Capturas 2022. Zona 1
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Fig. 4. Histérico Capturas - Capturas 2022. Zona 2
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Fig. 5. Histérico Capturas - Capturas 2022. Zona 3
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4. Conclusiones

El seguimiento de la plaga en campo a través de trampas de monitoreo es un trabajo
determinante para conocer el comportamiento de la polilla y poder elegir en cada momento y en
cada zona, la estrategia de control mas adecuada. La implementacion del monitoreo lleva consigo
la implicacién de las personas productoras y relacionadas con la actividad, asi como el disponer
de herramientas de facil acceso (Estacion de Avisos) con las que poder gestionar esta informacién.

Disponer de una red de estaciones con la que poder acceder a los datos climaticos para
el analisis conjunto con los datos de capturas resulta también fundamental para poder evaluar el
comportamiento de la plaga y tratar de predecir comportamientos futuros.

Campafias como la de 2022 con temperaturas extremas y escasa precipitaciones traen
consigo variaciones en el comportamiento de la polilla que complican tanto su seguimiento como
su control.

Con los datos registrados durante estos casi 20 afios de monitoreo junto con los datos de
variacion de temperaturas medias en las zonas, se intuyen ciertas tendencias de variacion en el
comportamiento de la plaga en las diferentes zonas productoras que habra que seguir analizando.

Se observa disminucién de las capturas de la plaga en la Ribera Baja y en la Ribera Media,
hecho que no se aprecia en la Zona de Montafia. Destaca el adelanto del inicio de vuelo de la
plaga en las tres zonas productoras. Ciertos desplazamientos en el comportamiento de la plaga
tendentes a adelantar los picos poblacionales, en algunos casos, y a acercarlos mas al inicio de
los vuelos de las generaciones. Presencia de inicios de cuartas generaciones en algunos de los
afos de control, como en 2022, nos da también una idea del cambio en el comportamiento de la
plaga, que si encuentra condiciones adecuadas puede seguir desarrollandose.
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Resumen

La relacion entre superficie foliar y carga de cosecha puede ser un factor decisivo
en la produccion de uva orientada a vino de alta calidad en la que se aplica deshojado
para favorecer la aireacion de la cepa, debido a la importancia del balance entre fuente y
sumidero en la maduracién de la uva. Por ello, se plantea un trabajo sobre la eliminacion
de la mitad de las hojas, de forma alterna a lo largo de todos los pampanos,
inmediatamente antes del envero.

En el periodo 2017-2019, se estudia, en Valladolid, la respuesta productiva y
cualitativa del cv. Verdejo, en 110-R, a partir de la aplicacion, en fase de pre-envero, de los
tratamientos experimentales: T, testigo (pampanos integros); DH, deshojado parcial
(eliminacién de hojas alternas de cada pampano, respetando los racimos). El disefio
experimental es en 4 bloques al azar, con parcela elemental de 12 cepas de control, en
vifiedo en espaldera vertical, plantado en 2012, podado en cordon Royat bilateral.

El deshojado alterno provocé escasos efectos de reduccion del desarrollo
vegetativo, con apenas una disminucién del 5% en el peso de madera de poda, y muy
escaso impacto de disminucion en la produccion de uva, menos del 3%, con respecto al
testigo, sin modificar el indice de Ravaz. El deshojado no causé diferencias notables en
los parametros basicos de composicion de la uva, con apenas unas décimas de reduccién
en la concentracion de aztcares, el pH y el acido malico, y apenas unas décimas de
aumento en la acidez total y el acido tartarico, con respecto al testigo, sin modificar la
concentracion de potasio.

El interés de la aplicacion del deshojado alterno, en la proximidad del envero, para
aligerar el posible estrés hidrico y mejorar la aireacion del canopy, dependera de las
condiciones climaticas y del coste de aplicacion en cada situacion de cultivo.

1. Introduccion

La relacién entre superficie foliar y carga de cosecha puede ser un factor decisivo en la
produccion de uva orientada a vino de alta calidad en la que se aplica deshojado para favorecer
la aireacion de la cepa, debido a la importancia que el balance entre fuente y sumidero puede
tener en la maduracion de la uva, hasta el punto de que se ha llegado a proponer la clasificacion
de niveles de ratio entre area foliar y carga de cosecha (Kliewer y Dokoozlian 2005).

En diversas zonas productoras, sobre todo amparadas por figuras 0 marcas de calidad,

se ha pretendido imponer una limitacion maxima del nivel productivo unitario en aras de
conseguir una materia prima que permita alcanzar un nivel de alta calidad en el vino, olvidando la
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importancia que tienen, ademas de la relacion fuente-sumidero, otros factores ambientales y de
manejo del canopy (Keller 2015). Los compuestos organicos, producidos durante la fotosintesis y
la asimilacién de nutrientes, deben ser transportados desde las hojas a otros sumideros, con
especial relevancia a los racimos. La distribucion se produce en funcién de los recursos globales
de la planta, a diversas escalas, pues la acumulacion de sustancias en la baya depende de la
dimension de la estructura foliar, de la eficiencia productiva de asimilados de las hojas y de la
competencia entre érganos de reserva y de crecimiento (Wisdom y Considine 2022).

El deshojado reduce, evidentemente, la relacion fuente-sumidero, ya que disminuye la
superficie foliar con respecto al numero de racimos, y, por tanto, puede alterar el metabolismo interno
de la planta (Candar et al. 2020). Sin embargo, la distribucion de asimilados en los distintos 6rganos
sumideros depende de la proximidad de los 6rganos, segun la cual, aunque las hojas de un pampano
exportan asimilados a otros pAmpanos, cuanto mas cerca esté la fuente mas probable es la llegada
de asimilados al sumidero, de manera que, por esta razén, un racimo recibiria fotoasimilados
mayormente de las hojas méas cercanas, pero los mecanismos que intervienen en la distribucién de
asimilados en los 6rganos sumideros son diversos y complejos (Taiz y Zeiger 2006). Por otro lado, la
competencia entre sumideros determina la prioridad de captacion de asimilados. En este sentido, los
racimos tienen gran prioridad desde el cuajado, sobre todo desde hojas adyacentes y cercanas, pero
a partir del envero deben competir con los 6rganos de reserva (Candolfi-Vasconcelos et al. 1994), lo
cual condiciona la acumulacion final de asimilados en la uva.

Evidentemente, la reduccion de parte de la superficie foliar provocada por el deshojado
facilita la aireacion del canopy, particularmente orientada a los racimos, con la finalidad de
reducir el riesgo de infeccién por enfermedades fungicas y la consecuencia de modificacién de
las condiciones microclimaticas de maduracion de la uva, la cual representa un objetivo
fundamental en el proceso de produccion viticola.

La relacion funcional entre érganos vegetativos y reproductivos debe ser considerada en
el contexto de la influencia de diversos factores, entre los que destacan el clima, el suelo, el
material vegetal -mayormente la variedad vinifera- y el manejo del vifiedo, por lo que el patrén de
distribucion y almacenamiento de asimilados no puede extrapolarse a todas las situaciones y
debe ser abordado con el apoyo de la experimentacién en cada explotacién viticola. Con esta
orientacion, el trabajo persigue conocer la respuesta agrondmica y cualitativa del cv. Verdejo a la
eliminacién de la mitad de las hojas, de forma alterna a lo largo de todos los paAmpanos, aplicada
en la fase inmediatamente anterior al envero, para valorar su posible conveniencia en el manejo
del vifiedo en las condiciones de cultivo semiaridas del valle del rio Duero (Espafa).

2. Material y Métodos

El trabajo se llevd a cabo durante el periodo 2017-2019 en Valladolid (Castilla y Ledn,
Espafia). El material empleado es Vitis vinifera L, cv. Verdejo, sobre portainjerto 110 Richter,
plantado en 2012, con un marco de 2,8 m x 1,4 m (2.551 plantas.ha). La orientacion de filas es
NNE (N+25°). El sistema de conduccion es espaldera vertical, mediante cordon Royat bilateral y
poda con 4 pulgares de 2 yemas en cada brazo (16 yemas por cepa).

El ensayo experimental consiste en la aplicacion de dos tratamientos: T, testigo
(mantenimiento de pampanos integros), y DH, deshojado parcial, que consiste en la eliminacion
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de hojas alternas de cada pampano, en la fase inmediatamente anterior al envero. El disefio

experimental es en bloques al azar, con 4 repeticiones por tratamiento y parcela elemental de 12
cepas de control, con lineas contiguas a cada lado destinadas al efecto borde.

El cultivo del vifiedo se llevd a cabo mediante apoyo de riego deficitario (25% ETo)
desde el estado de tamafio guisante hasta la semana anterior a vendimia, aplicado
semanalmente mediante goteros separados 75 cm.

El suelo del ensayo (tabla 1) presenta alta pedregosidad (mas de 65% de elementos
gruesos), lo que le confiere un buen drenaje, con una capacidad potencial de retencién de agua
estimada en 70 mm / m de profundidad. Es de tipo arcillo-arenoso en el 1" horizonte (20 cm) y
franco-arcillo-arenoso en los dos horizontes siguientes (20-100 cm), llano, sin limitaciones fisicas
ni quimicas para el cultivo de vifiedo.

Tabla 1. Caracteristicas fisicas de los horizontes presentes en el perfil del suelo del vifedo
experimental.

Textura U.S.D.A.

Profundidad (cm) Elementos gruesos (%) Arena Limo_ Arcilla Clase textural
0-20 70,7 453 194 353  AcAr
20-45 68,8 474 195 331  FrAcAr
45-100 74,8 61,4 95 291  FrAcAr

En la tabla 2 aparecen reflejados los datos termopluviométricos del periodo 2017-2019.

Tabla 2. Datos termo-pluviométricos de las campaias 2017, 2018 y 2019, en Valladolid.
Tm, temperatura media (°C): Tma, Tm¢, Tmy; Tmax, temperatura media de maximas (°C):
Tmaxa, Tmaxc, Tmaxv; Tmin, temperatura media de minimas (°C): Tmina, Tminc, Tminy; P,
precipitacion (mm): Pa, Pc, Pv. Los periodos corresponden, seguin subindice, a las fechas:
a (anual): 1-oct/30-sep; ¢ (ciclo): 1-abr/30-sep; v (verano): 1-jul/30-sep.

Afio | Tma Tm¢ Tmy | Tmaxa Tmaxc Tmaxy | Tmina Tminc Tminy | Pa Pc Py

2017 | 131 189 20,6 | 20,7 275 29,3 6,2 105 12,0 | 2621 98,2 47,0
2018 | 124 180 216 | 195 259 30,9 6,1 10,8 13,1 | 521,8 270,2 50,2
2019 | 124 176 208 | 19,9 257 29,2 57 9,8 13,0 | 3025 1374 752

Se midieron los parametros siguientes: peso de madera de poda y numero de
sarmientos; peso de uva, numero de racimos y peso de baya; sélidos solubles totales, pH, acidez
total, acido tartarico, acido malico y potasio, en mosto. A partir de estos parametros, se
calcularon otros parametros vegetativos, productivos y cualitativos. El analisis estadistico de los
resultados se ha realizado mediante andlisis de varianza con el programa SPSS 16.

3. Resultados
Desarrollo vegetativo

El crecimiento vegetativo, estimado a través del peso de madera de poda (tabla 3), no se
vio modificado sustancialmente ningun afio por el tratamiento de deshojado, suponiendo apenas
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una reduccion media del 5%, con respecto al testigo. Esta ligera reduccion se debid
exclusivamente a la disminucién del peso del sarmiento, puesto que el numero de sarmientos,
tanto francos como chupones, no se vio afectado por la operacion de deshojado a lo largo del
periodo de estudio.

Produccién de uva y componentes del rendimiento

El rendimiento en uva (tabla 3) mostré una disminucion media en el tratamiento de
deshojado, de aproximadamente el 3%, con respecto al testigo, sin que la diferencia resultase
estadisticamente significativa ninguno de los afios. Ninguno de los componentes del rendimiento
se vio apreciablemente afectado por el deshojado, observandose muy poca variacion interanual
tanto en el numero de racimos, que fue el componente que perjudicé ligeramente la produccion
de uva citada, como en el peso del racimo, que fue algo mas favorable al tratamiento de
deshojado. En este sentido, el nimero de bayas del racimo resulté ligeramente superior en el
testigo, mientras que el peso de baya fue algo mas alto en el tratamiento deshojado, siendo la
diferencia en ambos parametros de muy escasa cuantia, sin significacién entre tratamientos. El
indice de Ravaz tampoco mostré diferencias notables entre el tratamiento de deshojado y el
testigo, dada la ligera reduccion causada por el deshojado tanto en la produccién de uva como
en el peso de madera de poda, con respecto al testigo.

Tabla 3. Madera de poda (kg), N° total de sarmientos, N° de sarmientos francos, N° de
chupones, por cepa; Peso de sarmiento (g); Rendimiento en uva (t/ha), N° de racimos por
cepa, Peso de racimo (g), Peso de baya (g), N° de bayas por racimo; e Indice de Ravaz, a lo
largo del periodo 2017-2019, de los tratamientos Ty DH. Nivel de significacion estadistica:
no significativo (-); p<0,05 (*).

Trat Madera N° N° N°  Peso Rdto N° Peso Peso N° |Indice
"| Poda Sarm. francos chup. Sarm. " Racimos Racimo Baya Bayas | Ravaz
2017 T | 0932 157 15,0 0,7 594 | 6,84 20,8 1292 1,21 107,2 | 2,89
DH | 0835 152 14,8 04 549 | 6,68 21,0 1251 1,22 96,3 | 3,13
Sig. - - - - - - - - - - -
2018 T 1,348 154 14,6 08 87,7 | 9,38 26,1 1401 196 719 | 2,78
DH | 1,301 158 14,9 09 825|982 254 1505 1,98 67,7 | 3,00
Sig. - - - - - - - - - - -
2019 T | 0940 159 15,4 04 593 (10,08 280 140,7 142 993 | 4,35

DH | 0926 157 152 05 591 916 276 1417 148 96,0 | 3,93
Sig.

Media T | 1,073 156 150 06 688 | 877 25,0 136,7 153 928 | 3,34
(2017-2019) DH | 1,021 156 149 06 655 | 855 246 1391 156 86,7 | 3,35

Composicion de la uva

La concentracion de sélidos solubles totales (tabla 4) no se vio modificada notablemente
por el deshojado ninguno de los afios de estudio, observandose un valor muy similar al del
testigo, con apenas una reduccién de 0,1 °brix. EI pH y la acidez total del mosto fueron muy
similares en ambos tratamientos, con diferencia entre valores practicamente inferior a 1 décima
todos los afios, favorable al tratamiento deshojado con respecto al testigo en términos de acidez.
El acido tartarico mostré una tendencia similar a la acidez titulable, aunque con diferencias entre
tratamientos ligeramente mayores, en torno a 3 décimas, favorables al tratamiento deshojado,
que dada su escasa cuantia tampoco resultaron estadisticamente significativas. El acido malico,
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contrariamente, se vio ligeramente reducido a causa del despampanado, en torno a 2 décimas
de media interanual, que tampoco fueron suficientes para resultar estadisticamente significativas.
El contenido de potasio en uva no mostré diferencia entre tratamientos, con valores medios del
deshojado y del testigo casi idénticos.

Tabla 4. Sélidos solubles totales (S.S.T., °brix), pH, acidez titulable (Ac. total, g TH2/L), acido
tartarico (g/L), acido malico (g/L) y potasio (ppm), a lo largo del periodo 2017-2019, de los
tratamientos T y DH. Nivel de significacion estadistica: no significativo (-); p<0,05 (*).

S.S.T. pH Ac. total Ac. tartarico Ac. malico Potasio

2017 T 24,0 3,66 4,55 8,31 1,12 1933
DH 24,0 3,61 4,59 8,66 1,02 1907

Sig. - - - - - -
2018 T 23,1 3,48 5,09 6,69 2,21 1685
DH 23,0 3,53 5,25 7,10 1,96 1713

Sig. - - - - - -
2019 T 225 3,29 572 7,27 1,48 1338
DH 224 3,26 5,67 7,25 1,28 1338

Sig. - - - - - -
Media T 23,2 3,47 512 742 1,60 1652
(2017-2019)  DH 231 3,46 517 7,67 1,42 1653

4. Conclusiones

El deshojado aplicado justo antes del envero no produjo una disminucidn significativa del
desarrollo vegetativo, reduciendo apenas un 5% el peso de madera de poda con respecto al
testigo, como consecuencia de la reduccion del peso del sarmiento.

La produccién de uva apenas se vio reducida un 3% por el deshojado con respecto al
testigo, sin que dicha reduccion resultase significativa ninguno de los afios. Ninguno de los
componentes del rendimiento se vio apreciablemente afectado por el deshojado, observandose
muy poca variacion interanual tanto en el nimero de racimos, que fue el componente que
perjudicé ligeramente la produccion de uva citada, como en el peso del racimo, que fue algo mas
favorable al tratamiento de deshojado. El indice de Ravaz tampoco mostré diferencias notables
entre tratamientos, dada la ligera reduccion causada por el deshojado tanto en la produccion de
uva como en el peso de madera de poda, con respecto al testigo.

El deshojado no caus6 diferencias notables en los parametros basicos de composicion
de la uva, mostrando valores muy similares al testigo, con apenas unas décimas de reduccién en
la concentracion de azucares, el pH y el acido malico, y apenas unas décimas de aumento en la
acidez total y el &cido tartarico, con respecto al testigo, sin modificar la concentracion de potasio.

En definitiva, atendiendo a los resultados observados, la aplicacién de deshojado alterno
a lo largo del pampano, en época muy proxima al envero, no ha modificado sustancialmente la
respuesta agrondmica del vifiedo, aunque puede haber aliviado parcialmente el estrés hidrico
que sufre el viiedo de Verdejo en la fase de maduracidn y reducido el riesgo de infeccion por
enfermedades fungicas, por lo que el interés de su utilizacidn dependerd de las condiciones
climaticas y del coste de aplicacion en cada situacion de cultivo.
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Resumen

El proyecto ReCROP apuesta por un modelo de agricultura sostenible basado en un
aumento de la biodiversidad y funciones del suelo. Se esta trabajado en un estudio coordinado
por EVENA entre 1998 y 2017 en una vifia de Tempranillo ubicada en la localidad de Bargota,
municipio navarro adscrito a la D.0.Ca.Rioja. En este estudio se aplicaron cinco tratamientos
de fertilizacion (tres composts, uno mineral y un control). En colaboracién con el Lawrence
Berkeley National Laboratory se esta empleando una aproximacion de genomas resueltos por
metagendmica e inferencia de traits funcionales. Ademas, se ha realizado una caracterizacion
fisicoquimica y bioldgica exhaustiva de los suelos y los peciolos.

Asi, se han medido aumentos significativos de materia organica y contenido en
carbono, actividad biolégica, diversos micro y macronutrientes y capacidad de retencion
hidrica en los tratamientos con enmiendas organicas en comparacion con el control. Los
tratamientos de enmiendas organicas tuvieron una influencia significativa en la composicion
estructural de las comunidades microbianas del suelo, y el tratamiento sin fertilizacion mostré
el valor mas alto en todos los indices de diversidad calculados. Por otro lado, sélo se
obtuvieron 38 genomas representativos a partir de 250 bins de calidad, pudiendo indicar que el
suelo del vifiedo tenia pocos procariotas abundantes. En estos momentos se esta trabajando
en la evaluacion de la diversidad funcional de los resultados obtenidos.

1. Introduccion

La microbiota realiza funciones esenciales en el ecosistema edafico, como el reciclaje de
nutrientes, el almacenaje de carbono y la conservacion de la materia orgénica, la filtracion y
retencién de agua, etc. (1). Algunas practicas de manejo del suelo en viticultura (e.g., el laboreo
frecuente y la aplicacion de grandes cantidades de productos fitosanitarios) descuidan la calidad
y biodiversidad del suelo y contribuyen a su deterioro (2). Es esencial fomentar practicas agricolas
que contribuyan a la mejora de la biodiversidad del suelo como atributo clave de los sistemas
agricolas sostenibles, especialmente en el actual contexto de crisis climatica (3).

Por otro lado, el desarrollo de las llamadas técnicas démicas, como la metagenémica,
proporciona una nueva forma de examinar el mundo microbiano que tiene el potencial de
revolucionar la comprension del ecosistema edafico. Uno de los retos actuales de estas técnicas
es procesar la complejidad de los datos obtenidos y extraer informacion relevante. Recientemente,
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se han desarrollado herramientas informéticas que permiten ensamblar los datos y asignar con
precision fragmentos del genoma a organismos especificos (4). Asimismo, desde una perspectiva
funcional, la riqueza de especies per se tiene poca importancia; lo fundamental es el repertorio
funcional de la biota del suelo. Cada vez se hace mas hincapié en los rasgos funcionales o traits,
que se definen como caracteristicas fisiolégicas, morfolégicas y de comportamiento que influyen
en el rendimiento o la aptitud de un organismo en unas condiciones ambientales determinadas (5).
Estos fraits son Utiles para establecer vinculos mecanicistas entre la biodiversidad y el
funcionamiento de los ecosistemas.

El objetivo principal de este estudio es evaluar el impacto de 20 afios de aplicacién
continuada de residuos organicos compostados en un vifiedo tipo de la variedad Tempranillo sobre
el funcionamiento del suelo. Se trata probablemente del unico ensayo a largo plazo de este tipo
en condiciones mediterraneas. Para ello, se estan analizando los datos metagendmicos del suelo
utilizando un enfoque de genomas resueltos y de traits funcionales.

2. Material y Métodos

El estudio muestreado fue coordinado por la Estacion de Viticultura y Enologia de Navarra
(EVENA). Se trata de una parcela plantada de vifia en el afio 1977, de la variedad Tempranillo con
portainjerto 110R. (Ubicacion UTM 30N X:557.317 Y: 4.703.740). El disefio experimental del
ensayo se plantea en bloques al azar con tres repeticiones. Cada subparcela tiene 108 m? y consta
de dos hileras de 18 m de longitud con 15 cepas en cada hilera. Entre 1998 y 2017 se aplicaron
cinco tratamientos de fertilizacion: (i) Abonlir, un compost peletizado elaborado a partir de residuos
vegetales, animales y lodos de depuradora producido por Slir S.L. (Pellet); (i) un compost
elaborado a partir de la fraccién organica de los residuos sélidos urbanos de las instalaciones de
Carcar (Urban); (iii) un compost elaborado a partir de estiércol de oveja (Manure); (iv) un
tratamiento de fertilizacion inorgénica aplicado cada dos afios (Mineral); y (v) un tratamiento sin
fertilizacion (Unfertilized).

i dh

Abono peletizado

P,

Residuos sélidos urbanos Abono inorganico

v
y
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Momento de aplicacién

Fig. 1. Fotografias de los diferentes tratamientos realizados.

A partir del DNA extraido de los suelos muestreados en mayo del 2022, el Centro Nacional
de Andlisis Genomico (CNAG-CRG) realizé una secuenciacion metagendmica mediante lllumina
NovaSeq6000; se utilizé una longitud de lectura de 2 x 150 y un protocolo de > 18 Gb por muestra.
Ademas, se realizd una caracterizacion fisicoquimica y biolégica exhaustiva de los suelos y de los
peciolos de las vifias.

3. Resultados

Aunque a nivel de planta sélo se observaron diferencias estadisticamente significativas en
el contenido en potasio y azufre, se midieron claras diferencias entre los tratamientos en cuanto a
muchas propiedades del suelo. Por ejemplo, se midieron aumentos significativos de materia
organica y contenido en carbono, actividad bioldgica, diversos micro y macronutrientes y
capacidad de retencion hidrica en los tratamientos con enmiendas organicas en comparacion con
los tratamientos control (Tabla 1).

Tabla 1. Algunos resultados de propiedades fisicoquimicas y bioldgicas de los suelos.

Pellet Urban Manure Mineral Unfertilized
Materia organica
%) 1.8+0.12 2.0+0.12 2.1+0.12 1.3+0.1b 15+0.10
()
Carbono total (%) 5.7+0.12 6.0+ 0.00 6.0+ 0.1 5.7+0.12 59+0.1a
Respiracion (m 0.75 +
P (mg 0794002 | 080%003 | 067£002% | 0584002
C-CO2 kg h) 0.062
Potasio soluble
1054 + 49a 785 + 22b 817 + 26° 656 + 28¢ 658 + 55¢
(mg kg-')
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Azufre (mg kg-') 0.64 £0.022 0.69 £ 0.012 0.67 £0.022 0.56 £ 0.020 0.57 £0.020
Materia seca (%) 90 + Qab 90 + Qab 89+ 1a 91+0p 9100
Capacidad de

retencion hidrica a 27 + 02 28+ 12 28 +0a 27+ 12 25+ 00
33 kPa (%)

En cuanto a la biodiversidad estructural analizada a nivel de comunidad con la proteina
ribosomal uS3, se obtuvieron 600 grupos de especies (GE). El Tratamiento tuvo una influencia
significativa en la composicion estructural de las comunidades microbianas del suelo, representando el
18% de la variacion (Pseudo-F = 1,4, p = 0,002). Como se muestra en el biplot del analisis de
redundancia (RDA) de la Fig. 2, los tratamientos Unfertilized y Mineral se separaron de los suelos
enmendados organicamente a lo largo del eje horizontal, mientras que el tratamiento Pellet se separd
de Urban y Manure a lo largo del eje vertical. Segun el PERMANOVA, el efecto causado por el
tratamiento de fertilizacion sobre la composicion de la comunidad microbiana fue estadisticamente
significativo (F = 1,86, p = 0,0001), y varios GE mostraron diferencias estadisticamente significativas
entre los tratamientos. En cuanto a los indices de diversidad calculados a partir de los GE, el tratamiento
Unfertilized mostré el valor méas alto en todos los indices (Tabla 2). En cambio, los tratamientos Urban
y Mineral mostraron los valores mas bajos de riqueza y diversidad de Shannon, mientras que Pellet y
Urban mostraron los valores mas bajos de los indices de Simpson y Pielou.
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Fig. 2. Biplots de RDA (a) (con el tratamiento como variable explicativa) y PCA (b) (se sefalan los
20 grupos de especies con mejor ajuste) con los grupos de especies como variables respuesta.

Tabla 2. indices de diversidad estructural.

Richness Shannon Simpson Pielou
Pellet 572 £ 32 6.021 + 0.0082 0.99640 + 0.000112 0.9482 + 0.00112
Urban 554 + 8P 6.001 +0.0182 0.99650 + 0.000082 0.9501 + 0.00102
Manure 563 + 720 6.019 + 0.018e 0.99662 + 0.00008z> 0.9505 + 0.00142b
Mineral 556 + 3P 6.008 + 0.0082 0.99673 + 0.00005b 0.9507 + 0.0013z
Unfertilized 571+ 22 6.054 £ 0.009 0.99685 + 0.00004¢ 0.9539 + 0.0011°

Por otro lado, llama la atencidn que, a pesar de que la secuenciacion fue lo suficientemente
profunda y de que se ensambl6 un alto porcentaje de las lecturas, sélo se obtuvieron 38 genomas
representativos a partir de 250 bins de calidad. De estos 38 genomas, 33 correspondian a
bacterias y 5 a arqueas, y estaban relacionados con Nitrososphaera, Nitrospira, Rubrobacter,
Solirubobacter, Patulibacter y Arthrobacter sp. Esto podria indicar que el suelo del vifiedo tenia en
general pocos procariotas abundantes.

La salida Distillate de DRAM proporciona una organizacién centrada en los genes anotados.
La Fig. 3a muestra la abundancia relativa de los recuentos de genes en una amplia variedad de rutas
metabdlicas; no hubo diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos con respecto a
estas categorias. Se observd una tendencia similar en el heatmap de la cobertura de las rutas
metabdlicas obtenida en la salida Product de DRAM (Fig. 3b); hubo pocas diferencias entre las
muestras y los tratamientos no se agruparon entre si. En estos momentos se esta trabajando en la
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utilizacion del pipeline microTrait (6) para una evaluacion més exhaustiva de la diversidad funcional de
los resultados obtenidos, tanto a nivel de assemblies como de genomas resueltos.
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Fig. 3. Recuentos de abundancia relativa en cada categoria de genes en DRAM (a).
Heatmap de la cobertura de rutas metabélicas obtenida en DRAM (b).
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4. Conclusiones

Consideramos clave entender el efecto de las practicas de fertilizacion organica en la

estructura y funcion de la biodiversidad edafica, asi como la influencia de la microbiota en los
cambios observados a nivel del resto de propiedades de suelo determinadas. Este tipo de practicas
podria ayudar a resistir mejor los fendmenos climéticos extremos y a aumentar la resiliencia del
vifiedo, al mejorar aspectos como la fertilidad del suelo y la conservacion del agua.
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Resumen

Durante las ultimas décadas, se esta observando un fendmeno de pérdida de
diversidad del patrimonio genético en la vid. Este fenémeno, conocido como erosion
genética, se produce tanto a nivel varietal, por la disminucién del numero de variedades
cultivadas, como a nivel intravarietal, debido al cultivo de un escaso numero de clones de
cada variedad. El proceso tiene como consecuencia la pérdida de biotipos que podrian ser
de interés ante la aparicion de nuevas formas de estrés biético y abiético.

En este contexto, el Gobierno de La Rioja ha impulsado la creaciéon de un Banco de
Germoplasma, con 1.667 accesiones de las principales variedades de la D.O.Ca. Rioja, asi
como el desarrollo de una nueva seleccion clonal de las variedades Tempranillo y Graciano.

Este trabajo presenta los resultados obtenidos en cuanto a parametros de
produccion, duracion del ciclo, analisis de mosto y de vino y vigor, para cuatro clones
preseleccionados de Tempranillo y otros cuatro de Graciano. Los resultados obtenidos
muestran la gran variabilidad existente entre los diferentes biotipos, confirmando el
potencial que tiene la diversidad intravarietal frente a desafios como el cambio climatico.

1. Introduccién

Entre las mas de diez mil variedades de uva presentes en el mundo, tan solo
dieciséis de ellas ocupan la mitad de la superficie dedicada en la actualidad al cultivo de la
vid. Si trasladamos la comparativa a Espafa, nos encontramos con que el 80% de la
superficie viticola esta plantada con nueve variedades de las que tan solo dos, Tempranillo
y Airén, representan el 43% de la misma. A principios del siglo XX, Nicolas Garcia de los
Salmones catalog6 casi dos mil quinientas variedades de vid en nuestro pais, de las que
menos de doscientas se siguen cultivando en mayor o menor medida. Desde entonces, la
diversidad del patrimonio genético existente se ha reducido de forma alarmante, corriendo
el riesgo de perderse. Este fendmeno, conocido como erosién genética, se esta produciendo
no solo a nivel varietal sino también a escala intravarietal puesto que, de igual manera, el
numero de clones empleados en cada variedad resulta escaso.

La erosion de los recursos genéticos produce un aumento de la vulnerabilidad del cultivo

ante la aparicion de nuevos escenarios. Es por ello que, la diversidad de material vegetal aporta
un valor afiadido a la singularidad y tipicidad de los terroirs viticolas y, ademas, supone una via de
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adaptacion del vifiedo a condiciones adversas como las que se estan derivando del cambio
climatico.

Por todo ello, resulta fundamental preservar y ampliar la diversidad genética que
disponemos en las distintas regiones viticolas para adecuarnos, entre otros aspectos, a la actual
variacion del clima. Con este propésito, el proyecto europeo VITISAD, un acrénimo que funde
espafiol y francés para focalizar la sostenibilidad (durabilité) de la viticultura en un marco de
adaptacion al cambio climatico, ha enfocado uno de sus principales objetivos en la busqueda,
estudio y recuperacién de material vegetal con esa capacidad de aclimatacion. VITISAD ha
contado con la cooperacion, durante el periodo 2019-2022, de cinco socios espafioles y franceses
(Instituto Vasco de Investigacion y Desarrollo Agrario-NEIKER, Direccion General de Desarrollo
Rural, Agricultura y Ganaderia del Gobierno de Navarra, Chambre d'Agriculture des Pyrénées-
Atlantiques, Institut Frangais de la Vigne et du Vin-IFV y Direccion General de Agricultura y
Ganaderia del Gobierno de La Rioja), siendo financiado a través del Programa Interreg V-A
Espafia-Francia-Andorra (POCTEFA 2014-2020)

2. Material y Métodos

El trabajo que aqui se presenta esta relacionado con la linea de diversidad intravarietal
del proyecto VITISAD (/béariez et al., 2021), llevada a cabo por el Gobierno de La Rioja (Baroja et
al., 2020) y centrada en una seleccion de clones o accesiones de las variedades Tempranillo y
Graciano. Esta seleccion se ha efectuado sobre la base de estudios previos realizados en
campafias anteriores, en los que se ha evaluado la aptitud, frente a un escenario viticola
cambiante, de material procedente del Banco de Germoplasma de la finca institucional La Grajera
(Logrofio, La Rioja). Este Banco, integrado por 1.667 accesiones de variedades autorizadas en la
D.0O.Ca. Rioja, de las que 729 estan referidas a Tempranillo y 102 a Graciano, tiene su origen en
una amplia y exhaustiva prospeccion y seleccion de cepas singulares que se ha venido realizando
desde el afio 1999 por toda la Denominacion, recogiendo material de un total de 162 parcelas
repartidas por 52 términos municipales que, por sus caracteristicas de calidad, antigiedad y
singularidad, merecia preservarse en una misma plantacion. Posteriormente, en 2016 y a partir de
los clones que mostraron una aptitud mas interesante de cara al contexto viticola actual y futuro,
se plante6 una preseleccion con 30 clones de Tempranillo y otros 13 clones de Graciano que se
materializd como parcela comparativa plantada en la finca institucional Valdegén (Agoncillo, La
Rioja). En esta parcela, se efectud la seleccion final de cuatro clones de cada una de las
variedades mencionadas que, en funcidn de los resultados logrados hasta esa fecha, presentaban
un interés relevante frente al cambio climatico. Con ello, se pretendia disponer de material que
ofreciera soluciones a distintos problemas que dicho cambio climatico acarrea y que,
fundamentalmente, son debidos al incremento de temperaturas asociado al mismo. De este modo,
se procurd encontrar clones que, frente al progresivo acortamiento del ciclo de la vid, aproximaran
la madurez tecnoldgica a la madurez fendlica. Ambas se han visto desajustadas por efecto del
cambio climatico y, de cara a la elaboracion de vinos de calidad, resulta fundamental acercar los
dos tipos de maduracion para asumir con garantias la decision del momento de vendimia.
Igualmente, en este marco climético en transformacion, resulta conveniente mantener o
incrementar atributos de calidad como la acidez y la carga polifendlica del vino, asegurar una
graduacion alcohdlica equilibrada y controlar o limitar adecuadamente el desarrollo vegetativo y el
vigor de la cepa.
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En la referida finca Valdegon, se estudiaron cuatro clones de la variedad Tempranillo,

numerados como 807, 1078, 1084 y 1371, a los que se afiadi6 el clon comercial RJ-43 como
testigo comparativo, ademas de otros cuatro clones de la variedad Graciano: 942, 954, 955, 1253,
aportando como testigo el clon comercial RJ-117. Todos estos clones 0 accesiones estaban
dispuestos en un marco de plantacion de 2,80 x 1,15 m, en un sistema de conduccidn en cordon
Royat doble, con orientacion norte-sur y se encontraban injertados sobre el patron Richter 110. El
disefio experimental se establecié sobre cuatro bloques, en cada uno de los cuales se incluian
todos los clones referidos, a razén de diez cepas por bloque y clon.

Los datos analizados se refieren a las campafias 2020 y 2021 y se han centrado en
aspectos relacionados con la fecha de vendimia (nimero de dia del afio), la acidez del mosto (pH),
el grado alcohdlico del vino (%vol), parametros que caracterizan la carga polifenélica del vino como
el indice de polifenoles totales (IPT 280 nm), el contenido en antocianos (mg/l) y la intensidad de
color y el desarrollo vegetativo a través del peso medio del sarmiento (g). Las determinaciones del
mosto se efectuaron mediante el muestreo de bayas en el momento de vendimia, mientras que las
del vino se realizaron, en la bodega experimental del Instituto de Ciencias de la Vid y del Vino
(ICVV), a través de microvinificaciones en depositos de 100 litros, siguiendo el sistema de
elaboracion tradicional para vinos tintos en la que la uva fue despalillada, estrujada y sulfitada,
inoculando tras ello levaduras secas activas para lograr una fermentacion alcohdlica homogénea
y eficaz. Posteriormente, se realizd una siembra de bacterias seleccionadas para inducir la
fermentacidén malolactica. Una vez finalizada esta fermentacion, y tras estabilizar en frio y sulfitar
el vino, se procedid a analizar los vinos resultantes. Por su parte, el peso medio del sarmiento se
obtuvo como cociente entre el peso de la madera de poda de cada cepa estudiada y el nimero de
sarmientos de la misma.

3. Resultados

En la Tabla 1 se recogen los resultados obtenidos para los clones de Tempranillo.
Valorando los parametros que pueden resultar mas interesantes desde una prisma de clima
cambiante, los cuales aparecen resaltados en negrita, se puede indicar globalmente que los dos
clones que ofrecen mayores expectativas, en este sentido, son el clon 807, en el que destaca su
inclinacion hacia fechas de vendimia mas tardias asi como su buena aptitud en cuanto a la
intensidad de color y a la carga polifendlica y, sobre todo, el clon 1371 que, a pesar de presentar
una recoleccion temprana, ha logrado ajustar convenientemente la madurez fendlica y la madurez
tecnoldgica, equilibrando su elevado nivel de acidez con altos indices de antocianos e intensidad
de color. Este clon 1371 cuenta con caracteristicas ampelograficas singulares, distinguiéndose de
otros Tempranillos por su peculiar hoja con lobulos estrechos y senos peciolares amplios tipo
“perejil”. Asimismo, el clon 1084 podria resultar adecuado para situaciones en las que se precise
controlar el desarrollo vegetativo o el vigor de la cepa.
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Tabla 1. Parametros de caracterizacion de clones de Tempranillo.

807 1078 1084 1371 RJ43
Afio 2020 | 2021 | 2020 | 2021 | 2020 | 2021 | 2020 | 2021 | 2020 | 2021
Fecha vendimia 2419 | 24/9 | 17/9 | 14/9 [ 17/9 | 23/9 | 11/9 9/9 15/9 9/9
pH mosto 368 | 362 [ 355 | 370 | 3.63 | 367 | 343 | 3.59 | 354 | 3.65

Grado Alcoholico | 4490 | 12.80 | 1350 | 13.60 | 12.80 | 12.60 | 13.80 | 14.20 | 14.90 | 14.00

(%vol)

ntensidad de Color | 75 | 643 | 599 | 565 | 398 | 527 | 671 | 684 | 558 | 7.2
IPT vino 29.40 | 4640 | 4710 | 44.00 | 3840 | 42.80 | 46.80 | 48.90 | 41.70 | 45.60
éﬂ;‘;ﬁiams vino 424 | 469 | 384 | 460 | 379 | 485 | 479 | 527 | 467 | 522

Peso sarmiento (g) 89.27 | 139.76 | 84.49 | 106.18 [ 54.36 | 100.30 | 83.35 | 113.14 | 79.33 | 114.96

De forma andloga a la anterior, observando los datos recogidos en la Tabla 2
correspondiente a la caracterizacidn de los clones de Graciano, cabe resaltar al clon 942 por contar
valores altos de acidez acompafiados de un grado alcohdlico y un vigor mas bajos que el resto de
los clones analizados. El clon 955 ha sobresalido por su riqueza en polifenoles, antocianos e
intensidad de color, mostrando ademas un buen nivel de acidez, expresada en términos de pH.
También debemos considerar la contribucion del clon 954 para adecuarse a cosechas tardias sin
detrimento de la acidez.

Tabla 2. Parametros de caracterizacion de clones de Graciano.

942 954 955 1253 RJ117
Afio 2020 | 2021 | 2020 | 2021 | 2020 | 2021 | 2020 | 2021 [ 2020 | 2021
Fecha vendimia 810 | 1/10 | 5M0 | 13/10 | 110 6/10 8/10 | 1/10 5110 6/10
pH mosto 335 338 |3.37 |346 3.30 345 3.51 | 340 3.34 3.39

Grado  Alcoholico
(%vol)

L?;%”Sidad de Color | 1531 [ 11.75 | 1201 | 10.83 | 17.38 | 1152 | 1294 [ 883 | 1156 | 9.05
IPT vino 3530 | 42.30 | 38.60 | 4320 | 51.40 | 4420 | 4320 | 39.80 | 3830 | 32.20
fr;‘;‘;l‘;ia”“ Vo | 381|563 |445 |53 |529 | 603 |43 |483 |412 | 374
Peso sarmiento () | 61.11 | 75.94 | 92.67 | 104.45 | 118.05 | 146.05 | 98.06 | 113.22 | 11634 | 12157

1215 | 13.04 | 12.79 | 13.72 [ 1411 | 13.41 | 1317 | 12.75 [ 12.82 | 12.81

4. Conclusiones

Es interesante resaltar que se ha encontrado gran variabilidad entre los diferentes clones
o0 biotipos estudiados, confirmando el potencial que tiene la diversidad intravarietal frente a
desafios como el cambio climatico. A pesar de ello, es necesario ampliar los afios y zonas de
estudio de esta experiencia para poder establecer conclusiones definitivas.
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Resumen

Saccharomyces cerevisiae XG3 es una levadura autdctona aislada en la
Denominacion de Origen Protegida (DOP) Ribeiro (Galicia). Esta cepa ha sido seleccionada
en la Estacion de Viticultura e Enoloxia de Galicia (Evega-Agacal) por su potencial
enolégico. Mostré un buen poder fermentativo y capacidad de implantacion y permiti6
obtener vinos diferenciados a nivel quimico y sensorial en bodega experimental. La cepa
se ha liofilizado para su aplicacién a escala industrial. En este trabajo se presentan los
resultados sobre su utilizacion en bodegas de la DOP Ribeiro para fermentacion de mosto
Treixadura comparandola con levaduras comerciales de uso en la zona. La cinética
fermentativa y la capacidad de implantacion fueron satisfactorias en todos los casos. A
nivel quimico se observaron diferencias en el grado alcohélico y la acidez total de los vinos
dependientes de la cepa de levadura comercial utilizada en cada una de las bodegas. A nivel
de aroma, los vinos elaborados con XG3 presentaron mayor contenido de alcoholes
superiores, ésteres acéticos y ésteres etilicos. Estas diferencias repercutieron en el perfil
sensorial de los vinos. Por tanto, el uso de la levadura autoctona S. cerevisiae XG3 puede
ser una herramienta util para fomentar la diferenciacion de los vinos Treixadura de la DOP
Ribeiro.

1. Introduccion

La fermentacion del mosto para obtener de vino es posible gracias a la actividad de las
levaduras, microorganismos capaces de transformar el aztcar en alcohol, CO2 y un gran nimero
de compuestos minoritarios, pero cualitativamente importantes que determinan las caracteristicas
quimicas y sensoriales del vino (Swiegers y col., 2005).

Las caracteristicas organolépticas del vino dependen, entre otros factores, de las
levaduras que lleven a cabo la fermentacion (Blanco y col., 2013; 2014). Por eso, en la mayoria
de las bodegas utilizan levaduras comerciales para este proceso. Asi, garantizan una correcta
fermentacién y la calidad de los vinos. Sin embargo, esta practica también conduce a la
homogenizacion y pérdida de la tipicidad de los vinos. En este sentido, se cree que el uso de
levaduras autdctonas, bien adaptadas a las condiciones de los mostos y bodegas, ayudaria a
expresar la singularidad de cada variedad y zona. En el mercado existen diversas casas
comerciales que ofrecen una amplia gama de levaduras recomendadas para distintos estilos de
vino. Estas levaduras proceden de distintas regiones de Francia, Italia, o de algunas comunidades
auténomas en Espafia. Sin embargo, por ahora no hay disponible ninguna levadura de origen
gallego en el mercado.
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En la Estacion de Viticultura e Enoloxia de Galicia (Evega-Agacal) se ha trabajado en el

aislamiento, identificacion genética y caracterizacién enolégica de cepas de Saccharomyces
cerevisiae obtenidas a partir de procesos de fermentacion espontanea. Fruto se estos estudios se
selecciond la cepa S. cerevisiae XG3 que destacaba por su influencia positiva en las
caracteristicas quimicas y sensoriales del vino (Blanco y col., 2012, 2013 y 2014). En 2018 se
formd un grupo operativo para la aplicacion de esta cepa a nivel industrial en bodegas de la DOP
Ribeiro. En el grupo operativo, coordinado por la Fundacion Juana de Vega, participaron la Evega-
Agacal, el CSIC (ICVV) y las bodegas O Ventosela, Priorato de Razamonde y Gandarela. En este
trabajo se presentan los resultados mas relevantes obtenidos de la aplicacion de S. cerevisiae
XG3 en las bodegas.

2. Material y Métodos
2.1. Liofilizacion y verificacion de las propiedades de la levadura

La liofilizacion de la levadura S. cerevisiae XG3 se llevé a cabo en la empresa Lallemand Bio S.L.
donde se le realizaron pruebas para comprobar su unicidad, estabilidad genética y respuesta al
proceso de secado.

2.2. Fermentaciones

En los ensayos de aplicacion de S. cerevisiae XG3 a escala industrial cada bodega siguid
su protocolo habitual de vinificacion. Se utilizé mosto de la variedad Treixadura que se distribuy6
en dos depdsitos, en uno de ellos se indculo la cepa XG3 y en otro una levadura comercial (Tabla
1). Los ensayos se realizaron en las camparias de 2019 y 2020.

Tabla 1. Ensayos realizados en las distintas bodegas y campanas.

L 2019 2020
Bodega (Codigo) XG3 LSA XG3 LSA
Priorato de Razamonde (PR) 1000 L 5000 L (LSA1) 1000 L 10000 L (LSA2)
O’Ventosela (VT) 5000 L 10000 L (Esp) 10000 L 40000 L (LSA3)
Gandarela (GD) 4000 L 5000 L (LSA4) 2800 L 5000 L (LSAS5)

La evolucion de las fermentaciones se siguié mediante la medida diaria de la densidad y
la temperatura. A partir del mosto y en la fase inicial (Fi), fase tumultuosa (Ft) y final (Ff) del proceso
se recogieron muestras para ver la evoluciéon de la poblacion de levaduras y el control de
implantacidn de la cepa inoculada. Una vez terminada la fermentacion, los vinos se trasegaron y
sulfitaron (50 mg/L), se estabilizaron por frio, y se embotellaron para posteriores analisis.

2.3. Control microbiolégico de las fermentaciones
Las muestras de mosto y fermentacion se diluyeron de forma adecuada y se sembraron
en medio WL Nutrient Agar (Scharlau Microbiology). Las placas se incubaron a 28°C hasta la

aparicion de colonias visibles, tras lo cual se procedié al recuento de levaduras y al aislamiento de
un numero representativo de colonias de cada muestra para su posterior identificacion. Los
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aislados se crecieron en Lysine Medium (Oxoid) para su diferenciacion en levaduras de tipo
Saccharomyces y no-Saccharomyces.

Aquellos aislados identificados como Saccharomyces se caracterizaron a nivel de cepa
mediante la técnica de analisis de los patrones de restriccion del mtDNA (mtDNA-RFLPs) segun
el protocolo descrito por Querol y col. (1992).

2.4. Analisis quimicos de los vinos

Para el analisis quimico de los mostos y de los vinos se utilizaron los métodos oficiales
(OlIV, 2018). En mosto se determinaron: grado Brix, azucares reductores, pH y acidez total. En el
vino se determinaron: grado alcohdlico, azUcares reductores, acidez total, acidez volatil, pH,
glicerol y sulfuroso libre y total.

La identificacién y cuantificacion de los compuestos volatiles de los vinos se realizd
mediante cromatografia de gases y espectrometria de masas (GC-MS) siguiendo el protocolo
descrito por Vilanova y col. (2010).

La valoracién de diferencias estadisticamente significativas en los parametros quimicos
del vino entre los distintos ensayos se llevo a cabo mediante un analisis de varianza (ANOVA)
utilizando el software XLStat-Pro (Addinsoft, Paris, France, 2011).

2.5. Analisis sensorial

La evaluacion sensorial de los vinos se llevd a cabo en la sala de catas de la Evega. El
panel de jueces estuvo formado por 11 catadores expertos (6 mujeres y 5 hombres con edades
comprendidas entre 33 y 60 afios). Se realizd una cata descriptiva cuantitativa (QDA) utilizando
una ficha de cata que incluia 5 descriptores olfativos y 8 gustativos, ademas de valorarse la calidad
global de los vinos. Cada descriptor se puntu6 en una escala de 0 (no presente) a 10 (maxima
intensidad). Con los datos obtenidos de intensidad y frecuencia se calculé la Media Geométrica
(% GM), que se define como la raiz cuadrada del producto de la intensidad y la frecuencia relativas
de cada descriptor. A partir de la media geométrica de los descriptores se elabor6 el perfil sensorial
de los vinos.

3. Resultados
3.1. Cinética fermentativa y dinamica de la poblacion de levaduras

Los resultados de la actividad fermentativa de XG3 variaron dependiendo de la campafia
y la bodega. En la Fig. 1 se muestra la evolucion de las fermentaciones en la bodega Priorato de
Razamonde campafia 2020 en donde, a pesar de desarrollarse una fermentacion algo mas lenta,
la levadura autoctona era capaz de finalizar el proceso satisfactoriamente. La utilizacion de un
protector en la fase de rehidratacion de la levadura, asi como un manejo adecuado de la nutricion
durante la fermentacion, ambas practicas de uso habitual en bodega, ayudaron a optimizar la
competitividad y eficacia de XG3 en el transcurso de la fermentacion.
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Fig. 1. Evolucién de las fermentaciones en la bodega Priorato de Razamonde en 2020.

En cuanto a la dinamica de la poblacién de levadura durante la fermentacion en la Tabla
2, se observa que el numero de levaduras viables en el mosto desfangado oscil6 entre 3,14 y 4,97
log CFU/mL. Este valor tan bajo en PR en 2020 es debido probablemente a un fuerte desfangado
en esa campanfa. Tras la inoculacion de los depdsitos la poblacion de levaduras aumento hasta el
inicio de la fermentacién y hasta la fase tumultuosa. En el caso de las bodegas PR e VT, la
poblacién se mantuvo en valores altos hasta el final, indicando una buena resiliencia de las cepas
a las condiciones de la bodega y del vino. Sin embargo, en la bodega GD las fermentaciones
mostraron la tipica curva de crecimiento de microorganismos con aumento hasta mediados de

fermentacion para disminuir al final del proceso.

Tabla 2. Dinamica de la poblacién de levaduras durante la fermentacién

PR VT GD

2019| PR-LSA1 | PR-XG3 | VT-Esp | VI-XG3 | GD-LSA4| GD-XG3
m 4,93 4,93 4,66 4,66 4,93 4,93
Fi 7,39 7,50 6,81 7,08
Ft 7,68 7,50 7,86 8,07 7,02 il
Ff 7,66 7,57 7,96 7,86 5,87 8,17

2020/ PR-LSA2 | PR-XG3 | VT-LSA3 | VI-XG3 | GD-LSA5| GD-XG3
m 3,14 3,14 4,97 4,97 4,84 4,84
Fi 7,95 7,80 6,59 7,74 7,84
Ft 7,76 7,84 8,26 8,26 7,94
Ff 7,81 7,93 8,29 8,40 7,35 6,14
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3.2. Control de implantacion de las levaduras

El andlisis genético de las levaduras aisladas en distintas fases de la fermentacion
confirmd una capacidad de implantacion satisfactoria de las distintas cepas de S. cerevisiae
inoculadas. En la Fig. 2 se puede observar que tanto las cepas comerciales como la cepa XG3
fueron las levaduras predominantes (100 % o > 90 %) en las fermentaciones donde se inocularon
tanto en la bodega PR como en GD. Como excepcién, en la bodega VT la cepa XG3 se implanto,
pero los controles de esta instalacion fermentaron de forma espontanea, de tal forma que estaban
presentes distintas cepas de S. cerevisiae (datos no mostrados).

A) Priorato de Razamonde (PR) = LSA2 P44
Pl N | P43 mPA2
m i E—
g ?g | mnon-Sc mLSA1
g |
3 50 - =P31  =mP30
o 40 -
S 3 - [ XG3 P26
o 20
10 j I m P20 mP13
0 ,
m@ | X632 LSAl | me@ | xo3 | lsa | P11 =P7
2019 2020 \ =P6 mP1
B) Gandarela (GD) mSA5 P68
100
w 20 mP64  mP34
s 80
5 70
3 60 m P33 = non-Sc
o 50
2 40
2 30 XG3  mLSA4
e 2
18 | m P21 P12
m@)  XG3(2)  LSA4 | m@3)  XG3(2)  LSA5
2019 | 2020 P6 mPS

Fig. 2. Control de implantacion de las cepas de S. cerevisiae en las bodegas Priorato de
Razamonde (PR) y Gandarela (GD). P1 a P68, XG3, LSA1, LSA2, LSA4y LSA 5 son
diferentes cepas de S. cerevisiae. Non-Sc son especies no-Saccharomyces.
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Los resultados del analisis de los parametros basicos de los vinos se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3. Caracteristicas quimicas basicas de los vinos.

Priorato Razamonde O’Ventosela Gandarela

Parametros PR-LSA PR-XG3 VT-LSAS VT-XG3 GD-LSA GD-XG3
2019 2020 2019 2020 201 2020 2019 2020 2019 2020 2019 2020

AT* (glL) 61 55 68 63 45 46 47 55 56 49 59 44
AV (glL) 027 030 02 028 025 019 026 0,18 020 026 016 020
Acido tartrico (g/L) 25 22 33 31 18 28 19 21 26 16 24 14
Glucosa + fructosa (g/L) 3,2 0,2 39 0,7 0,2 0,2 0,2 0,2 04 0,2 0,2 0,2
Glicerol (g/L) 43 50 50 51 40 48 50 57 63 65 62 55
Alcohol (% Viv) 131 132 128 13,0 132 128 130 126 122 140 129 129
pH 332 350 324 331 371 354 367 365 367 382 359 384

S0; libre (mg/L) 43 4 42 36 10 10 10 10 12 10 10 12

SO, total (mg/L) 92 125 93 9% 69 118 52 83 92 48 69 68

*AT: acidez total expresada como g &cido tartarico /L; **AV: acidez volatil expresada como g acido acéticolL; §:
fermentacion espontanea en 2019.

Se observd una tendencia de la levadura autoctona XG3 a producir vinos con mayor

acidez total y menos alcohol que las cepas comerciales con las que se compard. Esta tendencia
no la habiamos encontrado en estudios preliminares comparativos con otras cepas autoctonas
utilizando la variedad Treixadura (Blanco y col., 2012) ni cuando se emple6 mosto de las
variedades Godello o Albarifio (Blanco y col., 2013).

La composicion volatil de los vinos incluyé las familias de alcoholes, compuestos C6,
acetatos, ésteres etilicos y acidos volatiles (Tabla 4).

Tabla 4. Concentracion (ug/L) de grupos de compuestos volatiles en los vinos, por
bodega y campaiia.

Priorato de Razamonde O’Ventosela Gandarela
Grupo quimico Ao PR-LSA PR-XG3 Sig. VT-LSA VT-XG3 Sig. GD-LSA GD-XG3 Sig.
Alsohol 2019 23947 34727 ns 31145 61864 ns 45665 59500 *
coholes
2020 41824 34218 ns 35865 86599 * 46669 43471 ns
2019 537 704 ns 1451 1151 ns 825 1049 b
Compuestos C6
2020 734 561 ns 1210 1163 ns 410 706 *
2019 13708 8468 b 6647 19068 b 17913 10106 ok
Acetatos
2020 10860 10150 ns 1693 10595 b 8405 10704 *
. 2019 2676 2778 ns 5186 3443 ns 3853 2286 ok
Esteres etilicos
2020 4236 4292 ns 3337 4150 ns 3065 4305 b
. » 2019 17732 17365 ns 20684 15346 ns 22355 13773 ok
Acidos volatiles
2020 15168 15230 ns 9113 11329 ns 14682 15918 ns

Sig: significancia *, **

Y

*kk

respectivamente; ns: no significativa.
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Las mayores diferencias entre los vinos elaborados con la cepa autoctona y una comercial

se encontraron en la bodega Gandarela donde XG3 contribuia a la diferenciacién de los vinos en
el contenido de acetatos, ésteres y compuestos C6 en ambas camparias. El contenido de acetatos
era mayor en los vinos de O"Ventosela elaborados con XG3 y en Priorato de Razamonde en 2019.
En 2020 se observd un aumento del contenido de ésteres etilicos y acidos volatiles en los vinos
elaborados con XG3 en todas las bodegas, aunque no siempre esas diferencias fueron
significativas. El aumento de estas dos familias de compuestos por accién de la cepa XG3 también
se describid previamente en vinos elaborados con las variedades Godello y Albarifio (Blanco et
al., 2013).

3.3. Evaluacion sensorial de los vinos

En la campafia de 2019 los vinos elaborados con levadura comercial (LSA) obtuvieron
mejor calificacion para la intensidad y calidad aromatica, aunque también fueron mas herbaceos,
sobre todo en la bodega PR. Sin embargo, en 2020 esto solo ocurrié en la bodega GD. En cuanto
a los aromas florales y afrutados los vinos obtenidos con XG3 eran mejor valorados en las
bodegas PRy VT en la afiada 2019, y GD en la afiada 2020 (Fig. 3).

a) Anada 2019 b) Aiada 2020

Intensidad GD-LSA Intensidad
100 100

GD-XG3

Herbdceo Calidad PR-LSA Herbéceo Calidad

Flord Fruta Floral Fruta

Fig 3. Evaluacion sensorial de los vinos de a) 2019 y b) 2020 en las distintas bodegas.

4. Conclusiones

Saccharomyces cerevisiae XG3 es una levadura vinica autoctona, aislada en la DOP
Ribeiro, que posee un buen potencial enoldgico para elaborar vinos de calidad. En formato de
levadura seca activa, XG3 fermentd de forma satisfactoria mostos de la variedad Treixadura a
escala industrial en varias bodegas, implantandose sobre otras levaduras del mosto. En el vino
provoco un ligero aumento de la acidez y una reduccién del grado alcohoélico, ambas propiedades
de interés para mitigar algunas de las consecuencias del cambio climatico en enologia. A nivel de
composicion volatil, XG3 incrementd la concentracidn de algunos compuestos responsables del
aroma del vino, dependiendo de la bodega y la afiada. Como resultado, los vinos resultantes
mostraron perfiles sensoriales claramente diferentes de los elaborados con levaduras comerciales,
respetando las caracteristicas varietales. Por tanto, el uso do la levadura S. cerevisiae XG3
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fomenta la diversificacion de los vinos, y abre la posibilidad para las bodegas de disponer de una
levadura de origen gallego en el mercado.
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Resumen

En el contexto del cambio climatico actual se ha demostrado que las altas
temperaturas suponen un adelanto de la fecha de maduracion afectando también a las
caracteristicas y propiedades de la uvay a la calidad del vino. En este sentido es importante
priorizar los estudios que permitan evaluar la adaptacion de las variedades de vid a las
distintas zonas de cultivo. En este trabajo se ha llevado a cabo un estudio con variedades
de vid antiguas y comerciales, adaptadas a la alta montaiia, en la provincia de Huesca, entre
700y 1300 m de altitud. Durante el periodo 2016-2020, se tomaron en vendimia los datos de
producciéon y muestras de uvas, asi como muestras de los vinos obtenidos de estas
variedades. En lo referente a las uvas y el mosto, se han estudiado los parametros
correspondientes a la madurez tecnoldgica y a la madurez fendlica. En cuanto a los vinos,
se han determinado los parametros basicos tras el proceso de vinificacion en todas las
variedades, asi como los aromas en algunos de ellos. Todos los vinos destacaron por su
elevada acidez y aromas alcoholicos. La mezcla de vinos blancos destacé por sus aromas
frutales y florales. Algunas de las variedades de uva destacaron por su nivel de produccion,
madurez fenélica y caracteristicas del vino, lo que las define como variedades idoneas para
su cultivo en estas zonas de estudio.

1. Introduccién

En la actualidad, el cambio climatico supone un reto necesario de abordar a corto y a largo
plazo para mejorar el sector vitivinicola. Entre los principales efectos derivados del cambio
climatico, nos encontramos con un aumento de la temperatura y una falta de precipitaciones, lo
que supone una disminucion en la calidad y produccién vitivinicola (Resco, 2012; Martinez et al.,
2016).

Para finales de siglo se ha estimado un aumento medio de la temperatura global entre 1y
4°C (IPCC, 2019). Temperaturas extremadamente calidas pueden afectar negativamente a la vid,
produciendo una aceleracién de la floracion y una madurez inadecuada de la uva. Como
consecuencia de todo ello, se obtendran vinos desequilibrados y de calidad deficiente (Jones et
al., 2005).

Con el objetivo de paliar los impactos climatolégicos que supone el cambio climéatico para
la vid, es imprescindible estudiar nuevos sistemas de adaptacion para el cultivo. El aumento de las

- 239 -



VITICULTURA Y ENOLOGIA

GRUPO DE TRABAJO m
EXPERIMENTACION EN
altas temperaturas puede tener menos impacto en los vifiedos que se encuentran en las zonas
frias como las de alta montafia. Uno de los objetivos de este estudio, ha sido la evaluacién

agrondmica y aptitud enoldgica de variedades de vid cultivadas en vifiedos situados entre 700 y
1300 m de altitud en la provincia de Huesca.

2. Material y Métodos

2.1. Material Vegetal

Se vendimi6 de manera manual durante las campafas de 2018, 2019 y 2020 en una vifia
ubicada en la localidad de Barbenuta (Biescas) a 1212 m de altitud y en tres vifias ubicadas a 673
m de altitud situadas en el valle de Hecho, entre las localidades de Javierregay y Embun. En la
Tabla 1 se incluye el nombre de la variedad, tipo de uva, la ubicacion y los afios de vendimia . De

cada una de ellas en vendimia se recogieron 100 bayas para los andlisis de uva y mosto.

Tabla 1. Variedades estudiadas, tipo de uva, afio de vendimia y ubicacion en origen.

Variedades Comerciales

Variedad Tipo de uva Ano Localizacion
Cabernet Franc Tinta 2018, 2019, 2020 Barbenuta, Biescas (Huesca)
Chardonnay Blanca 2018, 2019, 2020 Barbenuta, Biescas (Huesca)
) Entre Embun y Javierregay (Valle de
Garnacha Angel Tinta 2018, 2019, 2020
Hecho, Huesca)
Entre Embun y Javierregay (Valle de
Garnacha Balén Tinta 2018, 2019, 2020
Hecho, Huesca)
. Entre Embun y Javierregay (Valle de
Garnacha Sarnés Tinta 2018, 2019, 2020
Hecho, Huesca)
Gewdrztraminer Blanca 2018, 2019, 2020 Barbenuta, Biescas (Huesca)
Pinot Noir Tinta 2018, 2019, 2020 Barbenuta, Biescas (Huesca)
Riesling Blanca 2018, 2019, 2020 Barbenuta, Biescas (Huesca)
Variedades Desconocidas
Variedad Tipo de uva Ano Localizacion
B1 (Oneca)* Blanca 2018, 2019, 2020 Barbenuta, Biescas (Huesca)
B4 Tinta 2018 Barbenuta, Biescas (Huesca)
C2A Blanca 2018, 2019 Barbenuta, Biescas (Huesca)

* La caracterizacion de esta variedad mediante SNPs dié como resultado el genotipo GEN_SNP_4132, y corresponde con la
variedad registrada recientemente con el nombre de Oneca.
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2.2. Produccion

Los datos de produccion de las vifias se recogieron en el periodo 2016-2020. Se calculd
el rendimiento de las tres vifias de Garnacha en base a los kilogramos de cada variedad recogida
y del nimero de cepas y hectareas cultivadas.

2.3. Caracterizacion de la Aptitud Enoldgica
Anélisis de la uva y del mosto

Los analisis de las muestras de uva y del mosto de las vendimias de 2018 y 2019 se
realizaron segun los métodos descritos en Torres et al., 2016, en la Unidad Asociada al CSIC de
la Universidad de Navarra. Las determinaciones de los parametros de madurez tecnoldgica para
cada variedad se hicieron en tres muestras de quince bayas cada una y se midieron los Sélidos
Solubles Totales (SST), con un refractometro digital ABBE, y se expresaron como °Brix, el pH se
determind mediante un pHmetro Crison micropH 2000 y la acidez total (g TA/l) mediante una
valoracién &cido-base. El contenido de &cido L-malico (g/l) se determind con el método enzimatico,
siguiendo las recomendaciones del fabricante Enzytec L-Malic Acid; R-Biopharm (Darmstadt,
Germany). Para las determinaciones de la madurez fenélica del mosto se tomaron tres
repeticiones de veinte bayas de cada variedad. Se determinaron las siguientes caracteristicas
cromaticas: antocianos totales (extracto macerado a pH 1,0), antocianos extractables y el indice
de polifenoles totales (IPT) (extracto macerado a pH 3,2).

Caracterizacion quimica del vino

La caracterizaciéon quimica del vino de las vendimias 2018, 2019 y 2020 se llevé a cabo
segun los métodos oficiales establecidos para el analisis vinico en el Laboratorio Agroambiental
del Gobierno de Aragdn. Los detalles de la metodologia seguida estéan descritos en Sanchez-
Monfort (2019). Se determinaron el grado alcohdlico, el pH, contenido en azlcares reductores,
extracto seco, acidez, total, cido malico, acido lactico, acidez volatil, el indice de polifenoles
totales (IPT) y la intensidad de color. Los compuestos mayoritarios del vino se analizaron por
cromatografia de gases de forma cuantitativa segiin el método propuesto por Ortega et al., 2001.
Los detalles de la metodologia seguida estan descritos en Chamarro (2021). Ademas del estudio
de los vinos procedentes de las distintas variedades de uva, se estudiaron las caracteristicas de
un ‘Coupage’ blanco elaborado a partir de una mezcla de las variedades Chardonnay,
Gewdrztraminer y Riesling; un ‘Coupage’ tinto, mezcla de Cabernet Franc, Garnacha Sarnés y
Pinot Noir y una mezcla de las tres Garnachas denominada Garnacha tintas.

3. Resultados y Discusion

3.1. Produccion

La Fig. 1 representa los rendimientos medios en kg/cepa y kg/ha en las tres vifias de
Garnacha en el periodo de estudio 2016-2020. No se encontraron diferencias significativas del
rendimiento entre las 3 vifias en estudio, a pesar de que el manejo fue muy diferente en cada una

de ellas. La notable dispersion encontrada en la produccion en la vifia de Garnacha Sarnés fue
debida a efectos climatologicos puntuales (heladas) en alguno de sus afios de estudio.
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Fig.1. Rendimiento medio de la variedad Garnacha en las tres vifias de estudio en las vendimias
del 2016 al 2020. (A) kg/cepa. y (B) kg/ha. Los datos son medias * error estandar (n=4-5).

3.2. Caracterizacion Enolégica

3.2.1. Parametros Analiticos del Mosto

En la Tabla 2 se muestran los resultados sobre la madurez tecnolégica de la uva
recogida en las vendimias 2018 y 2019. Los datos son la media y el error estandar del peso de
100 bayas, y los °Brix, pH y acidez titulable son media de 3 réplicas de 15 bayas cada una. Se
encontraron diferencias significativas entre variedades en todos parametros de madurez
tecnoldgica estudiados.

Tabla 2. Parametros analizados para determinar la madurez tecnolégica del mosto en las
nueve variedades de vid estudiadas en las vendimias 2018 y 2019. Los datos son medias *
error estandar (n=4-6). Para cada columna, las letras distintas indican diferencias
significativas (Test de Duncan con P < 0,05)

Variedades Vendimia Peso 100 Bayas (g) ° Brix pH Acidez (g *TAIL)
Tintas
Carbenet Franc 2018-2019 93.6+4.6b 23.1+06b 32+01¢c 71+03b
Garnacha Balén 2018-2019 162.8+4.4d 252+0.2d 32+0.1bc 50+04a
Pinot Noir 2018-2019 106.1+11.1¢ 20.7+05a 33+0.1d 54+04ab
Blancas
B1 2018-2019 106.6+2.0c 240+08¢ 310.1b 71+0.1b
Chardonnay 2018-2019 103.2+ 2.3 be 226+03b 30+0.1a 57+0.3b
Gewiirztraminer 2018-2019 633+12a 21.0+£02a 33+0.1d 49+02a
Riesling 2018-2019 97.0 £ 5.3 bc 211+04a 34+01d 84+03c

*TA: acido tartarico

En lo que respecta a los niveles de sdlidos solubles totales (°Brix), destacé la variedad
Garnacha Balén por su alto contenido (25,2 ° Brix), siendo Riesling, Gewdrztraminer y Pinot Noir
las variedades que menor contenido presentaron (21,1 ° Brix). En todas las variedades estudiadas
se encontraron valores de pH en torno a 3.0, mientras que los valores de acidez total (g TA/L)
fueron muy heterogéneos, siendo Riesling la variedad con mayor acidez (8,4 g TA/L), y Garnacha
Balén y Gewlirztraminer las variedades que menor acidez presentaron (= 5.0 g TA/L).
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Analizando los parametros que definen la madurez fendlica en las variedades tintas (Fig.
2), podemos decir que la variedad Cabernet Franc es la que mas se diferencio significativamente
del resto de variedades estudiadas, presentando mayor contenido en antocianos totales (mg/l),
antocianos extractables (mg/l), intensidad de color, % extractabilidad e indice de polifenoles totales
(IPT 280). Sin embargo, las variedades Garnacha Balén y Pinot Noir presentaron perfiles similares
entre ellas, excepto para la tonalidad.

Nuestros resultados indican que Carbernet Franc presenta una serie de caracteristicas
que le confieren una ventaja adaptativa para su cultivo en alta montafia ya que produce un nivel
de antocianos interesante por lo que la hacen recomendable para los Coupages tintos.

Peso 100 bayas (g) Antocianos totales (mg/L) Antocianos extractables (mg/L)
200 c 800 b 200 b
150 = b 600 4 . 150 + a ab
100 2 L 400 : 1 100 z I
50 . 200 - 50
0 0 0
Cabernet Garnacha Pinot Noir Cabernet Garnacha Pinot Noir Cabermet Gammacha Pinot Noir
Franc Balén Franc Balén Franc Balén
Madurez fenolica pepitas Intensidad Tonalidad
100 15 1
- - b ;3: b
i a
50 10 } a 0.5 _ =
0 0 0
Cabernet Garnacha Pinot Noir Cabernet Garnacha Pinot Noir Cabernet Garnacha Pinot Noir
Franc Balén Franc Balén Franc Balén
Extractabilidad IPT 280
100 b . 80 b
a 60 -- a
= -
50 40 + t
20
0 0
Cabernet Garnacha Pinot Noir Cabernet Garmnacha Pinot Noir
Franc Balén Franc Balén

Fig.2. Parametros analizados para determinar la madurez fendlica del mosto de las tres
variedades tintas estudiadas en las vendimias 2018 y 2019. Los datos son medias * error
estandar (n=6). Para cada barra, las distintas letras indican diferencias significativas (Test

de Duncan con P < 0,05).

3.2.1. Parametros Analiticos del Vino

Los resultados referentes a las analiticas del vino de las nueve variedades y los tres
"‘Coupages’ estudiados en las vendimias 2018, 2019 y 2020 se encuentran dentro de los rangos
establecidos para los tipos de vinos blancos y tintos (datos no mostrados). Los parametros
significativamente distintos fueron mas altos en los vinos tintos que en los vinos blancos, a
excepcion del contenido de azUcares reductores, acidez total y acido malico. Aunque no se
analizaron todos los vinos en los mismos afios, los resultados del vino indicaron que todas las
variedades presentaron buenas aptitudes enologicas y aptas para ser cultivadas en zonas de alta
montafia. Destacaron los vinos de las variedades Garnacha Balén y Cabernet Franc por su
elevada intensidad de color y por su alto contenido en polifenoles totales. Por el contrario, la
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variedad B4 (una variedad antigua recuperada en la zona de Barbenuta con un perfil genético
desconocido) presentd valores de grado alcohdlico, acidez, intensidad de color e IPT 280,
inferiores al resto de las variedades tintas comerciales. Con todos estos datos se llevd a cabo un
Anélisis de Componentes Principales (ACP) para poder discernir en su conjunto el efecto de los
parametros analiticos del vino en las variedades y Coupage estudiados (Fig.3.). Los dos ejes
explican un 72,64 % de la variabilidad total, el 46 % se recoge sobre el eje de abscisas y el 26,4
% sobre el eje de las ordenadas. En la Fig. 3, se observa como los vinos obtenidos de las
variedades blancas B1, C2A, Riesling, Chardonnay y del Coupage de blancos se asociaron con
niveles altos de acidez total y contenido en acido malico y valores bajos de pH, mientras que los
vinos tintos, a excepcién de la variedad B4, se asociaron con altos contenidos de extractos secos,
azucares reductores, intensidad de color e IPT 280. Se separan los vinos procedentes de la
variedad Gewdrztraminer por su alto valor de pH y su bajo contenido de &cido malico y acidez
total, y los vinos de la variedad B4 por presentar valores bajos en el contenido de extractos secos,
azucares reductores, intensidad de color e IPT 280.
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L/ .
! /J Garnacha tintas contrib
= i 7 7
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Fig.3. Analisis de Componentes Principales (ACP) de los parametros analiticos del vino en
las 14 muestras estudiadas (Coupage blanco: Chardonnay, Gewiirztraminer y Riesling;
Coupage tinto: Carbernet Franc, Garnacha Sarnés y Pinot Noir; Garnacha tintas: Coupage
de Garnachas).

Se determinaron también los compuestos mayoritarios, pero solo en los vinos de los
Coupage blanco, tinto y de mezcla de Garnachas (datos no mostrados). El Coupage blanco y los
tintos presentaron perfiles aromaticos distintos entre si. EI Coupage tinto presentd una
predominancia de los grupos alcoholes, esteres varios y lactonas, otorgando aromas verdes,
alcohol y melocotdn, mientras que en el Coupage blanco predominaron los grupos de acetatos y
esteres lineales, otorgando aromas frutales, florales y parcialmente disolventes.
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4. Conclusiones

1. La caracterizacion molecular mediante SNPs de la variedad B1, recogida en una vifia
familar en Barbenuta (Huesca), resulté ser la misma variedad recuperada en un vifiedo de Navarra
y recientemente registrada por el Gobierno de Navarra e incluida en el catalogo de variedades
comerciales con el nombre de ONECA.

2. Todas las variedades en estudio alcanzaron una optima madurez tecnoldgica en alta
montafia.

3. Los mostos de las variedades tintas analizadas presentaron valores adecuados de
madurez fendlica. Destacé la variedad Cabernet Franc por su alto contenido en antocianos totales,
antocianos extractables, intensidad, extractabilidad e IPT 280.

4. Las variedades comerciales, Cabernet Franc y Pinot Noir cultivadas a 1200 m de altitud
y las Garnachas cultivadas a 600 m, presentaron aptitudes enoldgicas adecuadas para su
elaboracion y crianza.

5. Los Coupage tintos (Coupage de Garnachas y Coupage de Carbernet Franc, Garnacha
Sarnés y Pinot Noir) destacaron por los aromas alcohdlicos, mientras que en el Coupage blanco
(Chardonnay, Gewirztraminer y Riesling) predominaron los aromas a frutales y florales.

6. Todas las variedades evaluadas en este trabajo estan bien adaptadas a las zonas de
alta montafia, produciendo vinos con buena intensidad de color y menor grado alcoholico,
contrarrestando en gran medida las amenazas del cambio climatico para el cultivo de vid y la
produccion de vinos.
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Resumen

A pesar de que los vinos de Maceracion Carbénica (MC) son considerados como
vinos de alta calidad, los trabajos cientificos que describan sus caracteristicas
microbiolégicas, fisicoquimicas y sensoriales son muy escasos. Por ello en este trabajo se
ha pretendido caracterizarlos desde distintos puntos de vista mediante diferentes ensayos
experimentales y analisis de vinos del mercado.

De los resultados obtenidos se puede concluir que, desde un punto de vista
microbiolégico, la vinificacion por MC es mas compleja que la elaboracion por despalillado,
debido a una presencia mayor de microorganismos en todas las etapas del proceso. Por
otra parte, en la vinificacion por MC se obtienen distintas fracciones de vino con
caracteristicas organolépticas y composicion fisicoquimica muy distinta, siendo el vino de
prensa el de mayor calidad sensorial. Sin embargo, el vino de lagrima tiene unas
caracteristicas fisicoquimicas similares en muchos parametros a los elaborados mediante
despalillado, pero con diferencias importantes en el grado alcohdlico y la acidez. Por ello,
esta técnica podria utilizarse como herramienta para combatir algunos efectos del cambio
climatico. La comercializacion independiente de las distintas fracciones de vino permitiria
a las bodegas responder a diferentes demandas del mercado a partir de la misma
elaboracion, por lo que esta técnica podria considerarse econdomicamente muy atractiva
para la diversificacion de los vinos.

1. Introduccién

La vinificacion Maceracion Carbonica consiste en someter las uvas a condiciones
anaerobicas (Flanzy, 2003). Asi, los racimos de uva intactos, sin despalillar ni estrujar, se
introducen en depdsitos y se mantienen bajo una atmdsfera de dioxido de carbono. En estas
condiciones anaerdbicas, se produce una fermentacion intracelular (Fl) en el interior de las uvas
enteras que desencadena la produccion de alcohol, la degradacion del acido malico, fendmenos
pectoliticos y proteoliticos, la formacion de compuestos volatiles y la difusién de compuestos
fendlicos de la piel a la pulpa (Tesniere & Flanzy, 2011). Sin embargo, algunas de las uvas se
rompen con el llenado de los depositos y liberan su zumo en el fondo del depésito, donde fermenta
por accion de las levaduras. Por lo tanto, la Fl de las uvas enteras y la fermentacion alcohdlica
(FA) por las levaduras del mosto se producen simultaneamente en el depdsito. Tras esta primera
fase, se procede al descube del depdsito, obteniendo un vino parcialmente fermentado
denominado “lagrima” (LMC). Por otra parte, la fraccion sélida formada por las uvas que han
permanecido enteras se prensa, dando lugar al vino de prensa (PMC). A continuacién, comienza
una segunda fase en la que ambos vinos, mezclados o separados, completan su FA por levaduras
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y la fermentacion malolactica (FML) por bacterias lacticas (BL). Los vinos MC son muy diferentes
de los producidos por el método tradicional mediante despalillado y estrujado (DE). Se describen
como vinos tintos ligeros con bajo contenido en taninos, mas aromaticos, con menor intensidad de
color y sabores frutales mas intensos; tienen una vida méas corta y deben consumirse pronto
(Castillo-Sanchez et al., 2006; Etaio et al., 2009).

En este trabajo se ha caracterizado la vinificacion por MC describiendo las caracteristicas
microbioldgicas, fisicoquimicas y sensoriales de los vinos obtenidos mediante diferentes ensayos
experimentales y analisis de vinos del mercado.

2. Material y Métodos

Se llevaron a cabo diferentes vinificaciones en bodega experimental durante las camparias
de 2019, 2020y 2021. En todas ellas se realizaron elaboraciones por MC separando las fracciones
lagrima y prensa, y teniendo como testigo un vino elaborado por despalillado y estrujado a partir
de la misma partida de uva. Todas las elaboraciones se realizaron por triplicado.

Los vinos elaborados se analizaron fisicoquimicamente segun los métodos oficiales de la
Comunidad Europea (ECC, 1990) y con autoanalizador por métodos enzimaticos. El analisis de
los compuestos aromaticos fermentativos se realiz6 siguiendo el método descrito por Ortega et al.
(2001), con pequefias modificaciones. Los analisis sensoriales se realizaron una vez finalizada la
FML. Las muestras se evaluaron de acuerdo con una categorizacion verbal de la diferencia entre
cada una de ellas y la muestra de control elaborada por despalillado (ninguna diferencia, diferencia
leve, moderada y grande).

La poblacidn microbiana presente (levaduras y bacterias) se analiz6 en cuatro de las fases
del proceso de vinificacion: 24 h después del encubado (M1), en fermentacion tumultuosa (M2), al
final de la FA (M3) y al final de la FML (M4). Para ello, se sembraron diluciones seriadas de las
muestras en diferentes medios de cultivo (GYP para levaduras, MRS para bacterias lacticas y
Manitol para bacterias acéticas) y se encubaron en las condiciones adecuadas para cada
microorganismo. Al final de los periodos de incubacion, se procedié al recuento (ufc/mL) en las
placas con 30-300 colonias. Se aislaron 10 colonias al azar por placa para su posterior
identificacion a nivel de especie mediante el sistema MALDI-TOF.

Se realiz6 un andlisis de la varianza (ANOVA) para todos los resultados analiticos
determinados para los distintos vinos con el programa IBM® SPSS® Statistic version 26. En el
analisis sensorial, cada veredicto de la escala se convirti6 al nimero correspondiente segun
Meilgaard et al. (2016). Se realizé un analisis no paramétrico de Kruskal-Wallis y se establecieron
diferencias significativas mediante la prueba U de Mann-Whitney (p<0,05-0,01).

3. Resultados
En la campafia de 2019 se optimizaron las condiciones de elaboracion por MC a pequefia
escala (Santamaria et al., 2021 a y b). En las siguientes campafias se llevaron a cabo las

vinificaciones en diferentes condiciones, lo que nos permitid caracterizar tanto los vinos
elaborados, como los microorganismos presentes durante el proceso.
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En lo referente a las poblaciones de levaduras presentes durante las elaboraciones, se

observaron recuentos similares a lo largo de la fermentacién en los tres tipos de vinos (elaboracién
tradicional, y lagrima y prensa procedentes de la MC), mientras que sélo se detectaron diferencias
entre ellas en el muestreo realizado después de la FML (Fig. 1). Las dos fracciones obtenidas por
MC contenian una mayor poblacién residual de levaduras en los vinos acabados, o que podria
comprometer su estabilidad durante el almacenamiento (Etiévant et al., 1989). En las primeras
fases de la fermentacion alcohdlica, las diferentes condiciones de vinificacion de los vinos MC
parecen favorecer la presencia de levaduras no-Saccharomyces (datos no mostrados).

9 - mDE
mLMC
aPMC

Log ufc/ml
Y
AT

M1 M2 M3 M4

Fig. 1. Recuento de levaduras en cuatro momentos de la elaboracién: 24 h
después del encubado (M1), en fermentacion tumultuosa (M2), al final de la FA (M3) y al
final de la FML (M4). Elaboracion con despalillado y estrujado (DE), y vinos de lagrima
(LCM) y de prensa (PMC) procedentes de maceracion carbdnica.

Con respecto a las bacterias lacticas presentes en los depositos durante el encubado,
los vinos MC presentaban niveles claramente superiores a los vinos DE (Fig. 2), lo que justificaria
su FML maés rapida, pero también podria comprometer su conservacion (Viridis et al., 2021).
Oenococcus oeni fue la Unica especie detectada al final de la FML en los vinos elaborados por
MC, mientras que en DE también se detectaron especies de los géneros Lactobacillus y
Pediococcus en ese momento (datos no mostrados).

La poblacion de bacterias acéticas presentes a lo largo de las fermentaciones disminuy6
en todos los casos debido a las condiciones anaerdbicas de los tanques de vinificacion, ya que las
bacterias acéticas son microorganismos aerobios. Después de la FML, estas bacterias se
detectaron en los vinos MC, pero no en los vinos DE. Al igual que en el caso de levaduras y BL,
esta mayor presencia de microorganismos en los vinos terminados de MC podria amenazar su
conservacion, si las condiciones de almacenamiento no son las adecuadas (Bartowsky and
Henschke, 2008).
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Fig. 2. Recuento de bacterias lacticas en cuatro momentos de la elaboracion: 24 h
después del encubado (M1), en fermentacion tumultuosa (M2), al final de la FA (M3) y al
final de la FML (M4). Elaboracion con despalillado y estrujado (DE), y vinos de lagrima
(LCM) y de prensa (PMC) procedentes de maceracion carbdnica.
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Fig. 3. Recuento de bacterias acéticas en cuatro momentos de la elaboracion: 24 h
después del encubado (M1), en fermentacién tumultuosa (M2), al final de la FA (M3) y al
final de la FML (M4). Elaboracién con despalillado y estrujado (DE), y vinos de lagrima
(LCM) y de prensa (PMC) procedentes de maceracion carbénica.

También hubo diferencias significativas en los valores de los pardmetros quimicos de los
tres tipos de vinos (datos no mostrados). La composicion fisicoquimica de los vinos DE era similar
a la de la fraccion LMC, mientras que la de los vinos PMC era muy diferente. Ademas, los vinos
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ésteres y acidos). En la caracterizacion organoléptica, los vinos PMC fueron considerados como
los mejores, tanto para los parametros olfativos como gustativos.

El hecho més sorprendente fue la baja graduacion alcoholica de los vinos LMC. Flanzy
(2003) describi6 que, durante el encubado de uvas enteras se produce una evaporacion del etanol
generado por la fermentacion del mosto (LMC), que es absorbido por las uvas enteras y que dara
lugar posteriormente al vino de prensa. Este hecho justificaria las diferencias de grado alcohdlico
de las dos fracciones, y también que el grado alcohdlico del vino de prensa sea superior al del DE.
Pero si consideramos los rendimientos vinicos de las dos fracciones, PMC y LMC, su mezcla daria
lugar a un grado alcohdlico final similar al obtenido en los vinos DE. Esto justificaria el hecho de
que los vinos comerciales de MC tengan una graduacién similar a los de DE (Gonzalez-Arenzana
et al., 2020), ya que las bodegas no suelen separar ambas fracciones. Estas diferencias en el
grado alcohdlico de ambas fracciones obtenidas por MC se han observado repetidamente en todos
los ensayos realizados durante los tres afios (datos no mostrados). Estos resultados indican que
podrian obtenerse vinos con contenido alcohdlico reducido de forma sencilla, utilizando
unicamente la fraccion LMC. El menor contenido alcohdlico de la fraccion LMC también provoco
que estos vinos tuvieran una mayor cantidad de acido tartarico en solucion y, por tanto, una mayor
acidez total. Por lo tanto, este método de vinificacion podria ser una alternativa para combatir el
aumento de grado y la pérdida de acidez que se producen como consecuencia del cambio
climatico en una parte del vino obtenido.

4. Conclusiones

La vinificacién por MC se lleva a cabo en condiciones muy diferentes a la elaboracion por
despalillado y estrujado. Esta situacion provoca diferencias tanto en los microorganismos que
conducen las fermentaciones como en la poblacién residual de los vinos terminados. La Fl,
proceso exclusivo de la vinificacion por MC, y probablemente también las diferencias
microbiologicas, conducen a la obtencidn de vinos con caracteristicas fisicoquimicas y
organolépticas muy diferentes. La separacidn de diferentes fracciones de vino en las elaboraciones
por MC, permite obtener vinos con caracteristicas muy diferentes, especialmente en el grado
alcoholico. La comercializacion independiente de las distintas fracciones de vino permitiria a las
bodegas responder a diferentes demandas del mercado a partir de la misma elaboracién.
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Resumen

Uno de los problemas que afronta la industria vitivinicola de los ultimos afos es el
incremento del grado alcohdlico de los vinos. En 2013, nuestro grupo de investigacion
propuso un proceso alternativo de fermentacion para la reduccion de grado. El objetivo es
que las levaduras respiren parte de los azlcares, para lo que se debe proporcionar aire
activamente durante bastante tiempo. Tras una caracterizacion de cepas de levaduras no-
Saccharomyces, se establecieron el rendimiento en etanol, la produccién de acético, y la
cantidad de azucares consumida durante la aireacion como criterios de selecciéon. En un
ensayo de prueba de concepto obtuvimos una bajada de 3,6% de etanol (v/v), mayor que
las conseguidas con estas levaduras en un proceso tradicional, en fermentaciones
aerdbicas coinoculadas con Saccharomyces cerevisiae y Metschnikowia pulcherrima.
Ademas, observamos que las cepas de S. cerevisiae también permitian bajar el grado
alcohdlico en condiciones aerdbicas, pero producian un incremento de acido acético que
impedia su utilizacion. Para poder utilizar S. cerevisiae en solitario, haciendo el proceso
mas sencillo y facil de controlar, hemos recurrido a la mejora genética por evolucién
dirigida. También hemos explorado la diversidad natural, para identificar cepas de S.
cerevisiae que no produzcan un incremento de acético en condiciones aerdbicas.
Recientemente hemos patentado la utilizacion de una cepa de S. cerevisiae en condiciones
de aireacion definidas. El uso de M. pulcherrima con esta cepa de S. cerevisiae facilita la
gestion de la aireacion.

1. Introduccion

Aunque el vino forma parte de la dieta mediterranea, paradigma de dieta saludable, y se
ha mostrado un efecto beneficioso de la ingesta moderada de vino para prevenir ciertas
enfermedades, lo cierto es que no existe consenso sobre una dosis beneficiosa de manera
general. Por el contrario, la organizacion mundial de la salud alerta sobre los efectos nocivos del
alcohol en la salud, y también sobre el fomento de conductas violentas o peligrosas. Por otra parte,
debido al cambio climatico, pero también a las tendencias actuales de mercado, el contenido en
alcohol de los vinos esta incrementando desde hace unas décadas. Esto agrava las connotaciones
negativas sobre el consumo de vino, y aumenta su precio en muchos mercados debido a
impuestos y tasas asociados al contenido alcohdlico. El sector esta buscando soluciones a esta
amenaza en todas las etapas del proceso, desde el material vegetal y el manejo del cultivo, hasta
el proceso fermentativo y la desalcoholizacion parcial del producto final. Desde una perspectiva
microbiologica, la estrategia principal para reducir el grado alcohdlico pasa por reducir el
rendimiento en la conversion del azlcar del mosto en etanol.
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Saccharomyces cerevisiae es la principal especie responsable de la fermentacién
alcohdlica. Aunque esta especie es minoritaria en el mosto, se impone rapidamente sobre las otras
especies, siendo claramente dominante desde las fases intermedias del proceso. Por ese motivo
es también la especie que se utiliza como cultivo iniciador para garantizar la calidad de los vinos y
la fiabilidad de la fermentacion. Todo esto la convierte en la principal especie en la que fijarse para
reducir el rendimiento alcohdlico. Sin embargo, la variabilidad natural de este caracter es muy baja
(Palacios et al 2007), por lo que hasta ahora no se han identificado cepas naturales de S.
cerevisiae que permitan reducir el contenido en etanol de manera relevante (Palacios et al 2007).
Algunos investigadores han tratado de modificar mediante ingenieria genética el metabolismo de
esta especie, para convertir parte de los azucares en productos distintos al etanol, como &cido
lactico o glicerol. Sin embargo, ademas de los problemas comerciales y costes de puesta en el
mercado a los que se enfrentaria un vino elaborado con levaduras modificadas genéticamente, los
resultados de laboratorio con las cepas modificadas nunca han sido totalmente satisfactorios,
generalmente por la produccion de otros metabolitos distintos al deseado. Una alternativa més
viable comercialmente para la mejora genética de S. cerevisiae es la evolucion dirigida, ya que las
levaduras mejoradas por esta metodologia no son consideradas OMGs.

También es interesante la variabilidad en el rendimiento en etanol de levaduras no-
Saccharomyces, por lo que han sido objeto de estudio para producir vinos con un menor grado
alcoholico. Hay que tener en cuenta que, en general, estas levaduras no son capaces de terminar
la fermentacion alcohdlica, por lo que se utilizan en combinacién con S. cerevisiae. En la Ultima
década se ha empezado a considerar el uso de estas levaduras para producir vinos con un menor
grado alcohdlico. Aunque ya se cuenta con cepas en el mercado para este propésito, son muy
pocos los casos en que la bajada de grado supera el 1%, y en la mayor parte de ellos no se ha
estudiado el impacto sensorial. Para aprovechar su potencial tecnolégico, estas levaduras deben
cumplir otros requisitos para ser realmente Utiles en aplicaciones enolégicas (Gonzalez et al 2021).

Propuesta del Grupo Microwine: Uso de levaduras no-Saccharomyces en condiciones
aerdbicas.

Si se quiere disminuir la produccion de etanol sin recurrir a una parada de fermentacion,
el azucar tendra que ser dirigido a la produccion de otro u otros metabolitos. El glicerol se ha
considerado repetidamente como un buen candidato, debido a su contribucion positiva a la calidad
sensorial. Sin embargo, para bajar 1 grado alcohdlico, se incrementaria en 17 g la concentracion
de glicerol en el vino. Reducciones de grado mas importantes supondrian la elaboracién de vinos
muy alejados de lo esperable en cuanto a contenido en glicerol. En cambio, con la respiracién,
todo el azlcar es convertido en CO2 y agua. Asi, nuestra propuesta para reducir el grado alcohélico
consiste en permitir a la levadura respirar durante las primeras horas del proceso,
proporcionandole el oxigeno necesario, de manera que al menos parte de los azucares
consumidos en ese periodo sean respirados en lugar de fermentados. Posteriormente, dejaria de
suministrarse oxigeno, para continuar con el proceso convencional de fermentacion (Gonzélez et
al., 2013).

Puesto que S. cerevisiae es una levadura Crabtree positiva (a altas concentraciones de
azucar desarrolla un metabolismo casi exclusivamente fermentativo aunque se le proporcione
oxigeno), se propuso el uso de levaduras no-Saccharomyces, entre las cuales hay especies con
mayor capacidad para respirar que S. cerevisiae. Como la mayoria de estas especies no pueden
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terminar la fermentacion se necesitaria la participacion de S. cerevisiae, que se podria adicionar
en coinoculacion, o tras terminar la fase aerébica. En la Figura 1 se muestra el proceso propuesto.

Non-Saccharomyces S. cerevisiae
No sugars
l, j% Less ethanol
€& _
T s
L A N win
E Al I
x
E 3 = »5
s = Il
oy L

Fig. 1. Proceso de fermentacion aerébica para bajada de grado alcohdlico propuesto por
Gonzaélez et al. (2013). Y1 e Y2 representan los indculos de no-Saccharomyces'y S. cerevisiae
respectivamente. El mismo cddigo de color aplica a las células de levadura representadas dentro
del tanque. En la escala del etanol el rojo indica el alcohol producido, el verde la diferencia con el
alcohol esperable en un proceso estandar.

Resultados de la primera fase. Prueba de concepto.

El primer objetivo fue la seleccién de cepas de no-Saccharomyces adecuadas para el
proceso, es decir, capaces de respirar a altas concentraciones de azucar (Quirés et al 2014). Se
determind el cociente respiratorio (RQ) de 65 cepas de levadura pertenecientes a 28 especies,
incluyendo 4 cepas de S. cerevisiae como control. El rendimiento en etanol de las cepas de S.
cerevisiae, a pesar del efecto Crabtree, mostraba valores inferiores a los valores de condiciones
estandar, pero estas cepas presentaron una elevada produccién de acido acético, que invalidaba
su uso en estas condiciones. Se establecieron como criterios de seleccion el rendimiento en etanol,
la produccién de acético, y la cantidad de azucares consumida durante el tiempo de aireacion. Las
cepas mas destacables para el proceso pertenecian a las especies Metschnikowia pulcherrima,
Candida sake, y al género Kluyveromyces.

Posteriormente, se realizd una prueba de concepto a escala de laboratorio con una cepa
seleccionada de M. pulcherrima en condiciones de coinoculacion con S. cerevisiae (Morales et al
2015). Se obtuvo una bajada de hasta 3,6% v/v de etanol con el co-cultivo con las maximas
condiciones de aireacion ensayadas. Esta bajada en la produccion de etanol es mucho mas
importante que la conseguida con levaduras no-Saccharomyces en condiciones estandar. La cepa
de S. cerevisiae en solitario, en esas mismas condiciones de aireacion, produce 1,8% v/v menos
de etanol, pero una gran cantidad de acético.

Uno de los requisitos de este proyecto es trabajar en condiciones de aireacion durante un
tiempo limitado. Como el oxigeno puede afectar negativamente a la calidad del vino, se considerd
fundamental el ajuste de las condiciones de aireacion al minimo necesario para cumplir con el
objetivo propuesto. Ademas, hay otros factores, como la disponibilidad de nitrégeno y la
temperatura, que pueden afectar al crecimiento de las levaduras. Por ello se estudio en un disefio
ortogonal el efecto de estos 3 parametros sobre 4 especies de levadura, C. sake, Kluyveromyces
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lactis, M. pulcherrima, y S. cerevisiae (Rodrigues et al 2016). Los resultados se muestran en la
Figura 2. Como se observa, el rendimiento en etanol, sean cuales sean las condiciones, es mayor
para S. cerevisiae que para las otras especies estudiadas. También destaca la baja produccion de
acetico de C. sake y M. pulcherrima, y la elevada produccion de glicerol de M. pulcherrima. La
disponibilidad de oxigeno tiene un efecto negativo sobre el rendimiento en etanol para las 4
especies, pero la dependencia es muy diferente segun la cepa. La produccién de acido acético es
mayor cuanto mas oxigeno se proporciona. También la temperatura y el nitrégeno disponible
tienen un impacto importante sobre el metabolismo de las levaduras y sobre la reduccion del grado.
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Fig. 2. Boxplot de los parametros de fermentacion para las cepas estudiadas en distintas
condiciones de aireacion, temperatura y nitrégeno disponible (adaptado de Rodrigues et
al. 2016).

Finalmente, se realizd una prueba de escalado a 20 L con dos cepas de no-
Saccharomyces en inoculacion secuencial con Saccharomyces (Tronchoni et al 2018). Se puso a
punto la preparacion de los indculos de no-Saccharomyces para facilitar su implantacion en el
mosto natural no estéril. También en este trabajo se determind que el perfil de compuestos volatiles
en condiciones de aireacion es un factor importante para la seleccion de cepas para este proceso.

Segunda fase. Proceso de fermentacion aerébica con S. cerevisiae en solitario.

El uso de levaduras no-Saccharomyces requiere un control preciso del proceso que
dificulta su implementacion en la industria. Puesto que S. cerevisiae en condiciones aerobicas es
capaz de bajar el grado de manera importante, nos planteamos que cepas de S. cerevisiae que
no incrementasen la acidez volatil podrian utilizarse en el proceso aerdbico, simplificandolo
considerablemente. Por ello se abordd un trabajo de caracterizacién de aislados naturales de S.
cerevisiae que se pudiesen utilizar en condiciones aerobicas (Tronchoni et al 2022). Los resultaron
mostraron una escasa variabilidad en la produccién de etanol de esta especie (como ya habian
observado otros autores para condiciones anaerobicas), pero también una gran variabilidad en la
produccion aerdbica de acido acético (Figura 3). Tras una segunda fase de caracterizacion con las
cepas con menor produccion de acético, en que se realiz6 un analisis de compuestos volatiles, se
selecciond una cepa, y se puso a punto el proceso a escala de laboratorio. Se observé que la cepa
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seleccionada producia muy poco acético durante la fase de aireacidn, pero al pasar a condiciones
anaerobicas, los niveles de acido acético subian desproporcionadamente. Este problema se
resolvio incorporando al proceso una disminucion progresiva de la aireacion (en lugar de
interrumpirla en un solo paso).
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Fig. 3. Rendimiento en etanol y en acido acético de 25 cepas de S. cerevisiae tras 4 dias de
crecimiento en mosto natural en condiciones aerébicas (adaptado de Tronchoni et al.
2022). Las lineas moradas unen valores que no muestran diferencias estadisticamente
significativas.

Se solicitdé una patente para el uso de esta cepa en las condiciones definidas, y con una
empresa se ha realizado el escalado a nivel industrial hasta tanques de 2000 L. Se obtuvo una
bajada de 2,5% grados, y el vino fue considerado apto para consumo. Estamos trabajando sobre
el escalado a tanques de 20000 L.

Por otra parte, y también con el objetivo de utilizar cepas de S. cerevisiae en condiciones
aerdbicas, se ha abordado la obtencion de cepas mejoradas por evolucidn dirigida. El medio para
la evolucion se disefid basandonos en una observacion de un trabajo anterior en que un mutante
reg1, aliviado en represion por catabolito, y capaz de crecer sobre galactosa en presencia de
desoxiglucosa, producia muy poco acético en condiciones aerdbicas (Curiel et al 2016). Se
utilizaron 3 cepas de S. cerevisiae, y se crecieron en el medio de evolucion (galactosa como fuente
de carbono y concentraciones crecientes de desoxiglucosa) durante 140 generaciones. Al cabo de
este tiempo, se realiz6 una fermentacion en condiciones aerdbicas con la poblacién evolucionada,
y se analizaron los metabolitos al cabo de cuatro dias. Como se observa en la Figura 4, todas las
poblaciones evolucionadas tenian un rendimiento en acético inferior al parental, aunque algunas
tenian un consumo de azucares también inferior.

Se aislaron clones tanto de la poblacion evolucionada, como de la fermentacion realizada
con la fermentacién, y solamente algunos clones de una de las cepas parentales, EC1118, tenian
un rendimiento en acético inferior. Cuando se realizé el escalado a fermentador con estos clones,
todos ellos produjeron una elevada cantidad de acético, antes incluso del paso a condiciones
anaerdbicas, por lo que no fue posible mejorar este proceso mediante evolucién experimental
(Guindal et al 2023).
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Fig. 4. Consumo de azucar y rendimiento en acético de las poblaciones evolucionadas
tras 4 dias de crecimiento en mosto natural estéril (200 g/L de aztcar), en condiciones
aerdbicas. En cada gréfica el valor mas a la izquierda corresponde a la cepa original
y las otras tres representan poblaciones evolucionadas independientemente.

Tercera fase. Nueva seleccion de cepas y uso en combinacion con S. cerevisiae
seleccionada.

Se caracterizd una seleccion de aislados de la coleccidn del laboratorio, més de 100 entre
Saccharomyces y no-Saccharomyces, basada en el comportamiento en 4 dias de fermentacion
aerdbica en mosto natural. Atendiendo a la cantidad de azucares consumidos y al acético
producido, se seleccionaron 15 cepas pertenecientes a las especies S. cerevisiae (4),
Saccharomyces uvarum (2), Candida zemplinina (2), Lachancea thermotolerans (2), M.
pulcherrima (2), Pichia kluyveri (1) y Torulaspora delbrueckii (2), para una caracterizacion en
biorreactor. Los fermentadores se mantuvieron con aireacion los 4 dias iniciales, y se tomé la
muestra final a los 7 dias. De las cepas de S. cerevisiae, solamente resultd interesante la cepa
que ya habia sido seleccionada, pero varias cepas de no-Saccharomyces tenian un rendimiento
en acético muy bajo al final de la fase de aireacion. Se ha tratado de ajustar el proceso a escala
de laboratorio con cepas de S. uvarum, L. thermotolerans y de M. pulcherrima.

Con S. uvarum se prob¢ a realizar fermentaciones en solitario. La bajada de grado era
muy importante, y la produccién de acético muy baja, pero ambas cepas parecen tener un techo
en la concentracion de etanol permisiva, de manera que cuando se alcanza 8,5% etanol, dejan de
consumir azucares. Por tanto, se probaron en coinoculacién con la cepa de S. cerevisiae
seleccionada en el laboratorio. En estas condiciones, se terminan los azucares, la produccion de
aceético al final de la fase aerébica (dia 3) es baja, y aceptable al final de la fermentacion, aunque
seria conveniente tratar de ajustar la bajada de aireacidn para mejorarlo. No se continu6 porque
aun en coinoculacién con S. cerevisiae el final de la fermentacion se ralentiza en exceso.

Con las cepas de M. pulcherrima y L. thermotolerans se ensayd mezcla de cultivos
aerdbicos con otro de S. cerevisiae anaerébico. Tras mezclar ambos fermentadores, se continuaba
en condiciones anaerobicas. En el caso de L. thermotolerans, los resultados no fueron positivos,
0 bien la produccién de acético era muy elevada, o bien la bajada de grado era muy baja. En
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cambio, con Metschnikowia, los resultados eran prometedores, y se continué la puesta a punto del
proceso para una cepa de esta especie (Mp734).

Para la optimizacion del proceso con Mp734 y la cepa seleccionada de S. cerevisiae se
opt6 por la coinoculacion, para facilitar la implementacion del proceso. Los parametros que se
ajustaron fueron la proporcion de indculo de S. cerevisiae, el volumen de aireacion, y la adicion de
suplementos nitrogenados. La aireaciéon se mantuvo durante 3 dias y se interrumpi6 en un solo
paso para facilitar el proceso (por oposicién a la reduccion gradual utilizada con S. cerevisiae como
Unica cepa inoculada). Como se observa en la Figura 5, con cualquiera de las condiciones
ensayadas se consigue bajar el grado mas de 2% respecto del control de S. cerevisiae anaerobio,
manteniéndose el acético en niveles totalmente aceptables en la mayoria de las condiciones de
aireacion ensayadas. No se observan diferencias en el color de los vinos, pero si en los
compuestos volatiles.
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Fig. 5. Puesta a punto del proceso para Mp734 con Sc1018. A: Distintos indculos de S.
cerevisiae; B: Aireacion y Nitrdgeno; C: PCA basado en color; D: PCA compuestos volatiles.
Condiciones: 1, control (Sc anaerobio); 2, Sc 0.02 10 VVH; 3, Sc 0.05 10 VVH; 4, Sc 0.1 10 VVH;
5,S¢0.15VVHYAN; 6, Sc 0.1 5 VVH; 7, Sc 0.1 2.5 VVH.

Conclusiones

El proceso de fermentacion aerdbica puede proporcionar una importante bajada de grado
alcohdlico en comparacion con el proceso convencional, pero requiere de un control exhaustivo
del proceso, tanto de la inoculacién como de la oxigenacion. Disponemos de una cepa de S.
cerevisiae que puede ser utilizada en solitario, realizando una bajada gradual de la aireacién para
evitar el incremento de acético. La coinoculacion de una cepa seleccionada de M. pulcherrima con
esta misma cepa de S. cerevisiae permite una bajada importante de grado, y facilita el paso a
condiciones anaerabicas, sin necesidad de recurrir a dispositivos sofisticados de control.
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Resumen

Se examind el impacto de la aplicacion de acido monosilicico en la vid durante la
maduracién sobre la composicion quimica de los vinos tintos de Mencia. La aplicacion
foliar de acido monosilicico a la vid condujo a unos vinos menos oxidados, con niveles mas
bajos de acido acético, acetaldehido, acetato de etilo, diacetilo, acido glucdnico y glicerol,
asi como contenidos mas altos de fenoles totales, antocianinas y taninos. Ademas, los
contenidos de varios alcoholes de cadena media fueron mayores (p < 0,05) en vinos
elaborados con las uvas tratadas con silicio.

1. Introduccion

En la fase liquida del suelo, el silicio se presenta principalmente como &acido monosilicico
(H4SiO 4). En las plantas, el Si se acumula en la epidermis de diferentes dérganos. Esta
ampliamente descrito que el Si puede ser un elemento benéfico para el crecimiento de diversos
cultivos, limitando los efectos de estreses bi6ticos y abiéticos en las plantas aliviando los efectos
de enfermedades de las plantas (Rodrigues y Datnoff, 2015), toxicidades de metales (Wu et al . .,
2013), estrés por sal y sequia (Zhu y Gong, 2014), o deficiencias de micronutrientes (Martin-
Esquinas y Hernandez-Apaolaza, 2021). En cualquier caso, el efecto beneficioso del Si es muy
variable en funcién de la especie vegetal, pero es especialmente notable en plantas que acumulan
gran cantidad de silicio en sus brotes, como el arroz (Martin-Esquinas, A., & Hernandez-Apaolaza,
2021).

El uso de Si en Viticultura esta especialmente relacionado con la Viticultura biodinamica
(preparado 501). Se ha informado que el manejo biodinamico de las vides condujo a un aumento
en las actividades de varias enzimas tipicamente correlacionadas con la resistencia inducida de la
planta al estrés bidtico y abiotico (Botelho et al., 2016). La aplicacion por aspersion de metasilicato
de sodio en uvas Sauvignon Blanc aumentaron la acidez titulable y los niveles de varios
flavanoles, flavonoles , &cidos hidroxibenzoico e hidroxicindmico en los vinos, y disminuyeron la
acidez volatil (Gomes et al., 2020), y el uso de la aplicacion foliar de Si coloidal en uvas Griiner
Veltliner como alternativa a los_fungicidas convencionales para el tratamiento de enfermedades
fungicas aumentd las concentraciones totales de silicio en las hojas, el rendimiento y el peso del
racimo, y los vinos producidos a partir de uvas tratadas con Si obtuvieron una mejor clasificacion
en las evaluaciones sensoriales (Schabl et al., 2020) .
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La Denominacién de Origen Protegida Valdeorras con muchos vifiedos, proximos al rio

Sil, y humedad relativa elevada, incluso en verano, propicia unas condiciones favorables para el
desarrollo de B. cinerea, asi como otras enfermedades fungicas. El uso en enologia de uvas
infectadas con B. cinerea conduce a vinos menos valiosos, ya que la infeccién por este hongo
provoca la proliferacion de bacterias del acido acético en los vinos, lo que lleva a la formacién de
acido acético y acetato de etilo y también aumenta la tasa de oxidacién de polifenoles debido a
enzimas como lacasa y tirosinasa (Thakur et al., 2018); ademas, estos vinos contienen cantidades
mas altas de ciertos compuestos, como el glicerol y el acido gluconico , que durante mucho tiempo
han sido considerados como marcadores de B. Cinérea en uvas. Por estos motivos, hemos
estudiado cémo la aplicacion de acido monosilicico a la vid puede afectar a la_composicidn quimica
de los vinos tintos elaborados con uvas de Mencia en la zona de Valdeorras en comparacion con
los vinos control, para evaluar el efecto del Si sobre las caracteristicas de los vinos elaborados.

2 . Materiales y métodos

El experimento de campo se ha realizado en un vifiedo de 18 afios, situado en la
Denominacion de Origen Protegida Valdeorras, a unos 400 m snm, y proximo al rio Sil, en un
ambiente caracterizado por una alta humedad relativa (alrededor del 80%) durante el mes de
septiembre. Las plantas del cv. Mencia, injertadas en 110 Richter, en espaldera y podadas en
Cordon Royat, estan dispuestas de E a O en una pendiente < 5%, con una distancia entre cepas
de 2,30 m x 1,20 m. Se seleccionaron seis filas contiguas para el experimento. En tres de estas
filas (las filas impares), se aplicd una solucion acuosa de acido monosilicico (preparado en la
facultad de quimicas de la Universidad Auténoma de Madrid), que contenia 1,5 mmol/L de Si, con
un rociador de mochila a seis plantas diferentes contiguas tres veces (24 de julio, 13 de agosto y
1 de septiembre de 2019). Se aplicaron a cada planta alrededor de 100 mL de esa solucién
(alrededor de 4,20 mg de Si). Las otras tres filas (las filas pares) no se trataron con acido
monosilicico. Durante el ciclo vegetativo de la vid se realizaron los tratamientos habituales: dos
con fungicidas sistémicos y otros dos con fungicidas de contacto contra el mildium, y dos
tratamientos con fungicidas sistémicos y otro con fungicidas de contacto contra el oidio, y dos
tratamientos con fungicidas sistémicos contra la podredumbre gris, en todo el vifiedo.

La vendimia tuvo lugar el 29 de septiembre de 2019, una vez que el mosto superd un
grado alcohdlico probable de 11,5. Las uvas fueron cosechadas a mano, colocadas en canastos
plasticos de 20 kg y transportadas a la bodega de la E.T.S.I.A.A.B.; se recolect6 una canasta en
cada fila. En las lineas tratadas con acido monosilicico, cada cesto se completaba con toda la uva
cosechada en tres plantas, pero eran necesarias cuatro plantas para completar un cesto en hileras
control; claramente, el rendimiento fue mayor en las hileras tratadas con &cido monosilicico
(alrededor de 6,3 kg/planta) que en las hileras de control (alrededor de 5,1 kg/planta). Las uvas
fueron transportadas a Madrid en una furgoneta frigorifica, la temperatura se mantuvo entre 15y
20 °C;y se almacenaron durante la noche bajo tierra en esa camioneta, a unos 20 °C. La
vinificacion comenz6 el 30 de septiembre de 2019.

Las uvas fueron estrujadas y despalilladas; se adicion¢ disulfito de potasio (120 mg L-
1). Para la vinificacion se utilizaron seis tanques de acero inoxidable de 25 L. En los seis depdsitos
se realizd una vinificacién tradicional. Los tanques se inocularon con 40 g/100 L de levadura
Fermivin TS28; y la fermentacion alcoholica se realizé en camara frigorifica a 26 °C, realizandose
bazuqueo dos veces al dia. Después de seis dias, las pieles y las semillas se retiraron mediante
una suave decantacion de los vinos. Al final de la fermentacion alcohdlica, los vinos fueron
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inoculados con Uvaferm Bacterias. Finalmente, los vinos (alrededor de 14 L) fueron trasegados y
luego transferidos a botellas de vidrio de 750 mL, y luego de agregar solucién de disulfito de
potasio, se ajustd el anhidrido sulfuroso a 30 mg L1, permaneciendo en dichas botellas hasta su
andlisis. Asi, se elaboraron tres vinos de control (C) y tres vinos elaborados con uvas tratadas con
acido monosilicico (Si).

El contenido de azucar, el pH y la acidez total de los mostos se analizaron siguiendo los
métodos de la OIV (2010). Grado alcohdlico, pH, acidez total, acido acético, acido tartarico, acido
lactico, glucosa+fructosa, azucares reductores, extracto seco, densidad relativa, anhidrido
sulfuroso total, anhidrido sulfuroso libre, glicerina y &cido glucdnico en vinos, después de dos
meses de estancia en botella a 15 °C en camara, se determinaron por métodos de la OIV (2010).

El indice de fenoles totales, las antocianinas coloreadas y el indice de edad quimica se
midieron utilizando los procedimientos descritos por Zoecklein et al. (1995), a partir de los
propuestos por Somers y Evans (1977) . La intensidad del color y la tonalidad se determinaron
siguiendo el procedimiento de Glories (1984). Los antocianos totales se analizaron mediante el
procedimiento de Niketic-Aleksic y Hrazdina (1972). Los taninos totales se midieron después de
su precipitacion con metilcelulosa, utilizando el procedimiento de Sarneckis et al. (2006). Las
mediciones se realizaron con un espectrofotometro UV-VIS Boeco S-22.Las muestras se
analizaron por duplicado.

Las antocianinas y piranoantocianinas se identificaron y caracterizaron por HPLC con
deteccién de matriz de diodos e ionizacién por electropulverizacion acoplada a espectrometria de
masas (DAD-ESI/MS), segun lo descrito por Escott et al (2018) .

Los compuestos volatiles se determinaron por cromatografia de gases con deteccion de
ionizacién de llama (GC-FID), siguiendo el procedimiento descrito por Escott et al. (2018). La
contribucién de cada compuesto volatil al aroma del vino se evalué mediante el calculo de su valor
activo de olor (OAV), es decir, la relacion entre su concentracién en el vino y su umbral de
percepcion (Bouzas-Cid et al., 2018)).

Para comparar los datos obtenidos para los vinos con uvas tratadas con Siy los vinos
testigo, se realiz6 la prueba t de muestras independientes con SPSS para Windows (v. 26.0).

3 . Resultados y discusion

3.1. Analisis de mostos y general de vinos.

En la tabla 1 se muestran los resultados obtenidos para el analisis general de los vinos. El
vino testigo, mostré mayor densidad relativa y mayor contenido de acido acético, acido gluconico
y glicerina que el vino elaborado con uvas obtenidas de plantas que fueron tratadas con acido
monosilicico. Estas diferencias fueron significativamente diferentes (p < 0,05). Dichos parametros
son mas elevados en vinos elaborados con uvas infectadas con B. cinerea , tal como se ha descrito
durante mucho tiempo en la literatura enolégica (Kallitsounakis & Catarino, 2020). Ciertamente,
los racimos recolectados de plantas tratadas con acido monosilicico contenian menos uvas
con sintomas de ataque de B. cinerea que los racimos recolectados de plantas de control. El
mayor contenido de acido gluconico y glicerol en el vino testigo condujo a un mayor extracto seco,
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como era de esperar, a pesar de que no se observo una diferencia significativa (p < 0,05) en el
extracto seco entre los vinos testigo y los vinos tratados con Si. Ademas, los vinos de uvas tratadas
con Si son ligeramente mas alcohélico y mas acidos que los vinos testigo, pero estos parametros
no fueron significativamente diferentes (p < 0,05), y contenian una mayor concentraciéon de
acido tartarico (p < 0,05) que los vinos testigo, pero menor. concentracién de &cido L -lactico (p <
0,05). Estos hechos han sido expuestos por Gomez et al. (2020) en vinos Sauvignon blanc
elaborados con uvas después de la aplicacion foliar de metasilicato de sodio. Los niveles de acido
malico en ambos vinos estuvieron por debajo de 0,2 g L', lo que demuestra que el acido malico
se degradd durante la fermentacion malolactica. Asi, el mayor contenido de acido L-lactico en los
vinos testigo puede estar relacionado con la acumulacion de &cido citrico en uvas infectadas por B.
cinerea, dando lugar a vinos enriquecidos en &cido L-lactico (Kallitsounakis y Catarino, 2020).

Tabla 1. Valores medios y desviaciones tipicas de los parametros analiticos relacionados
con el analisis del mosto y la composicion general de los vinos. Los valores medios en la
misma fila seguidos de una letra diferente son significativamente diferentes (p < 0,05).

Valor medio y desviacién estandar
Uvas no tratadas Uvas tratadas con
Parametro con Si Si
Mostos Contenido de azucar, °Brix 21,7+ 0,6a 221+1,1a
Acidez total, g L-1, TAE* 5,03+ 0,42a 5,70 £ 0,64a
pH 3,81 +£0,02a 3,79+0,03a
Grado alcohdlico, 20 °C, % vol. 12,03 + 0,55a 12,26 + 0,47a
Extracto seco, g L -1 29,8 + 2,52 26,4 £1,07a
Densidad relativa 20/20 0,99570 + 0,0003%a | 0,99411 £ 0,00013b
Acidez total, gL -1, TAE* 4,67 £0,18a 4,93 £ 0,40a
pH 3,84 £ 0,14a 3,82 + 0,26a
_ Acido acético, g L -1 0,94 +£0,14a 0,64 +0,09b
Vinos Dioxido de azufre libre, mg L -1 12+ 2a 13+ 2a
Didxido de azufre total, mg L -1 34 +3a 29+ 5a
D -Acido glucénico, g L - 1,80 + 0,23a 0,97 £ 0,06b
L -Acido tartarico, g L -1 1,85+ 0,08a 2,05+0,07b
L -Acido lactico, g L -1 2,28 £0,12a 1,84 £ 0,06b
Glicerol, g L - 10,94 + 1,06a 8,38 + 0,58b

*TAE: equivalentes de 4cido tartarico

3.2. Color y composicion fenélica general de los vinos

El vino Si contenia mayores cantidades de fenoles totales, antocianos totales (pigmentos
rojos totales, incluidas las antocianinas, derivados de las antocianinas, como piranoantocianinas y
polimeros rojos formados por condensacion de antocianinas con favan-3-oles), antocianinas
totales y taninos totales que el vino C (Tablas 2,3 y 4); los contenidos de antocianos totales y
antocianinas totales fueron significativamente diferentes (p < 0,05). Estos resultados concuerdan
con los obtenidos por Ky et al. (2012) para vinos tintos Merlot elaborados con diferente proporcion
de uvas botritizadas. Ademas, como es bien sabido (Jackson, 2020), la extraccion de antocianinas
y taninos condensados (proantocianidinas) de la piel de la uva esta relacionada con la fractura de
las paredes celulares durante el estrujado de la uva antes de la fermentacién alcohdlica, y la
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intensidad de esa fractura esta relacionada con la rigidez de las paredes celulares; se puede
suponer que la integraciéon de Si en las paredes de las celulas debe aumentar la rigidez,
favoreciendo su fractura durante la trituracion. Esta hipotesis puede explicar el mayor contenido
de antocianos totales y antocianinas totales en el vino de Si. A pesar de que el contenido de fenoles
totales y taninos totales es mayor en el vino Si, no existen diferencias significativas (p < 0,05) al
compararlo con el vino C; este hecho puede explicarse porque los taninos condensados también
se extraen de las semillas de la uva, y porque la pulpa de la uva es la fuente de derivados de los
acidos hidroxicinamicos presentes en el vino.

Tabla 2 . Valores medios y desviaciones tipicas de los parametros analiticos relacionados
con el color y la composicion fendlica general. Los valores medios en la misma fila
seguidos de una letra diferente son significativamente diferentes (p < 0,05).

Valor medio y desviacién estandar
Uvas no tratadas con Si Uvas tratadas con Si
Parametro
indice de fenoles totales 27,32 £2,99a 28,07 £1,78a
Intensidad de color (Glorias) 5.353 +0.470a 5,027 £ 0,281a
Absorbancia del vino a 420 nm (%) 36,51 £ 0,99a 33,21 £ 0,50b
Absorbancia del vino a 520 nm (%) 48,74 £ 0,39 53,64 £ 2,64b
Absorbancia del vino a 620 nm (%) - 12,13+ 1,14a 10,98 + 2,32a
Matiz o tono 0,749 £ 0,020a 0,620 + 0,034b
Antocianos totales, mg L - 384 + 33a 442 £+ 20b
Antocianinas totales, mg L - 326 + 27a 385 + 20b
Antocianinas coloreadas, mg L - 14 +1a 17 + 2a
indice de edad quimica 0,091 + 0,006a 0,077 £ 0,006b
Taninos totales, mg L 1174 + 153a 1413 + 263a

Los resultados anteriores deberian causar una mayor intensidad de color en el vino Si en
relacion con el vino C. Sin embargo, el vino Si es ligeramente menos coloreado que el vino C, pero
los resultados no son estadisticamente significativos (p < 0,05); esto puede explicarse porque
la oxidacidn de catequinas en vinos oxidados (como el vino C) puede aumentar la intensidad del
color (Fregoni et al., 1986). Por otro lado, el vino C, a pesar de ser un vino joven, es un vino mas
evolucionado que el vino Si, como lo demuestran otros dos parametros: la tonalidad y el indice
edad quimica. Ambos son mas altos en vino C que en vino Si (p < 0,05). indice de edad quimica,
descrito por Somers y Evans (1977), es un parametro que indica el grado de polimerizacion de
antocianinas con favan-3-oles en un vino. Tedricamente, su rango numérico varia de 0 (falta de
polimerizacién) a 1 (polimerizacién completa). Para los vinos producidos en un afio determinado
en una regién determinada, la edad quimica de un vino puede permitir estimar el efecto de una
practica viticola o enoldgica sobre la evolucion de un vino en relacion con un control.

3.3 . Antocianinas y piranoantocianinas

Se han determinado diez antocianinas diferentes por HPLC-DAD. El contenido de estos
pigmentos (Tabla 3), suelen ser mayores en los vinos procedentes de uvas tratadas, excepto Pn-
Gl. Estos resultados concuerdan con los obtenidos por Ky et al. (2012) para vinos tintos Merlot
elaborados con diferente proporcion de uvas botritizadas.
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Las piranoantocianinas se forman durante el envejecimiento del vino por varios
mecanismos diferentes (He et al., 2012). La mayoria de ellos han sido detectados y cuantificados
(tres vitisina tipo A, una vitisina tipo B y cuatro hidroxifenil-piranoantocianinas). La mayoria de ellas
son mas abundantes en los vinos testigo (vinos méas evolucionados), pero dos de ellos (vitisina A
y su derivado acetilado) son mas abundantes en el vino Si (Tabla 4 ). Las diferencias entre vinos

son significativamente distintas (p < 0,05), excepto para la vitisina B, la vitisina A acetilada y el Mv-
AcGl-vinilfenol.

Tabla 3. Valores medios y desviaciones tipicas de las antocianinas. Los valores medios en
la misma fila seguidos de una letra diferente son significativamente diferentes (p < 0,05).

Valor medio y desviacidn estandar
Uvas no tratadas con Si Uvas tratadas con Si
Antocianinas
Dp-GlI 15,9+ 1,2a 21,9+23b
Pt-Gl 229+ 1,0a 32,4+25b
Pn-Gl 39,8 +0,4a 353+5,1a
Mv-Gl 386,5+17,9a 4589 + 21,5b
Pt-AcGl 6,7 +0,2a 79+0,4b
Mv-AcGl 99,2 +5,2a 113,4 £ 5,2b
Dp-CmGil 75+0,3a 8,0+0,2b
Pt-CmGl 49+0,2a 54+0,3b
Mv-cisCmGl 4,7+0,3a 57+0,2b
Mv-transCmGl 51,3+ 6,6a 64,8+ 3,1b

Tabla 4 . Valores medios y desviaciones tipicas de los derivados de antocianinas. Los
valores medios en la misma fila seguidos de una letra diferente son significativamente

diferentes (p < 0,05).
Valor medio y desviacion estandar
Uvas no tratadas con Si Uvas tratadas con Si
Derivado de antocianina
Pn-Gl-piruvato 36+0,1a 33+0,1b
Vitisina B 41+0,2a 39+0,1a
Vitisina A 11,2+ 0,2a 13,1+0,9b
Vitisina A acetilada 46+0,2a 48+0,1a
Mv-Gl-vinilcatecol 3,7+0,1a 34+0,1b
Mv-Gl-vinilfenol 6,0 +0,4a 52+0.0b
Mv-Gl-vinilguayacol 39+0,1a 3,7+0,1b
Mv-AcGl-vinilfenol 3,7+0,1a 35+0,2a

3.4 . Compuestos volatiles

Varios compuestos volatiles, en su mayoria formados durante la fermentacién alcohdlica,
fueron detectados y cuantificados. Los datos sobre su contenido se muestran en la Tabla 5 . Entre
ellos, el més abundante fue el 2,3-butanodiol, siendo su contenido bastante similar en ambos
vinos.
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Las concentraciones de acetaldehido y 1-propanol fueron significativamente mas altas (p
<0,05) en los vinos testigo. El acetaldehido es un marcador bien conocido de la oxidacion del vino
(Jackson, 2020), lo que indica que la oxidacion ha sido mas intensa en el vino testigo; esto se ha
reflejado también en los niveles de &cido acético (Tabla 1), acetato de etilo y diacetilo.

Por otro lado, los contenidos de varios alcoholes de cadena media (1-butanol, 2-metil-1-
butanol, 3-metil-1-butanol y 2-feniletanol) fueron mayores (p < 0,05) en los vinos tratados. Estos
alcoholes se forman principalmente durante la fermentacion alcohdlica por desaminacién de
aminoacidos; los aminoacidos de cadena ramificada, como L -valina, L -leucina y L -isoleucina, se
transforman en alcoholes de cadena ramificada a través de la via metabdlica de Ehrlich, asi como
los aminoacidos aromaticos (fenilalanina, tirosina y triptéfano) originan el 2-feniletanol ( Styger et
al. al., 2011 ). El desarrollo de B. cinerea en uva conduce a la disminucidn de los niveles de
nitrégeno facilmente asimilable (Hazelwood et al., 2008 , Ugliano and Henschke, 2009 , Styger et
al., 2011) y, por tanto, limita la formacion de varios alcoholes de cadena media en los vinos y la
produccion de acetato de isoamilo , que esta ausente en el vino testigo.

Tabla 5 . Valores medios y desviaciones tipicas de los compuestos aromaticos. Los
valores medios en la misma fila seguidos de una letra diferente son significativamente

diferentes (p < 0,05).
Compuesto aromatico Valor medio y desviacion estandar
Uvas no tratadas con | Uvas tratadas con Si
Si

metanol 137,2 +16,1a 118,9 + 18,5a
1-propanol 62,0+ 5,7a 43,6 +3,7b
1-butanol 14 +24a 42+0,2b

2-metil-1-butanol 149,7 + 18,0a 187,5 £ 13,5b
Alcoholes isobutanol 729+9.2a 66,4 +3,3a
3-metil-1-butanol 36,4 +5,8a 47,8 +5,0b
4-metil-2-pentanol 50,0 £ 0,0a 50,0 £ 0,0a
1-hexanol 46+0,3a 4,7+0,3a
2-feniletanol 32,0+4,5a 43,8+ 1,7b

2-3 butanodiol 1000,5 + 293,4a 988,8 + 125,1a
Acetato de etilo 63,5 + 3,5a 55,1 +4,3a
Esteres lactato de etilo 39,7 +9,9a 33,7+92a
Acetato de 2-feniletilo 52+0,1a 51%0,1a

Acetato de isoamilo Dakota del Norte 21+0,2

Compuestos de acetaldehido 18,2 + 8,2a 8,0£0,3b
carbonilo diacetilo 11,2+1,1a 10,4 +1,3a
acetoina 9,7 +5,6a 15,8 £ 6,5a

Nueve compuestos volatiles presentaron OAV > 1 en los vinos testigo (Tabla 6) y once en
los vinos tratados. En los vinos de Si, varios volatiles que se consideran negativos para la
apreciacion sensorial de los vinos (acetato de etilo, acetaldehido, diacetilo) presentaron un OAV
mas bajo que en el vino testigo. Por lo tanto, el menor contenido de estos tres odorantes en el vino
tratado debe considerarse positivo desde el punto de vista sensorial. Entre las sustancias que han
presentado un OAV alto, el valor mas alto corresponde al acetato de isoamilo, con un aroma
caracteristico a platano; ademas, este olor no se ha detectado en el vino testigo, probablemente
porque el acetato de isoamilo es menos abundante en los vinos elaborados con uvas botritizadas
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(Thakur et al., 2018), y este hecho puede conducir a una apreciacion sensorial diferencial de
ambos vinos.

Tabla 6. Umbrales de percepcion (mg-L -') y OAV's para los diferentes compuestos
volatiles. Los OAV se calcularon considerando los valores medios.

Compuesto volatil Umbral de percepcion (mg-L 1) OAV, vino OAV, vino
testigo tratado con
silicio

metanol 668 0.21 0.18
1-propanol 306 0.20 0.14
1-butanol 150 0.01 0.02
1-hexanol 1.1 418 4.30
isobutanol 40 1.82 1.66
2-metil-1-butanol 40 0.91 1.19
3-metil-1-butanol 50 2.99 3.75
2-feniletanol 14 2.28 3.13
2.3-butanodiol 150 6.67 6.59
Acetato de etilo 12 5.29 4.54
lactato de etilo 155 0.26 0.22
Acetato de 2-feniletilo 0.25 20.93 20.53
Acetato de isoamilo 0.03 - 71.67
acetaldehido 0,5 36.47 15.93
diacetilo 0,9 12.48 11.52
acetoina 150 0.06 0.11

4. Conclusiones

El estudio realizado ha permitido obtener informacion sobre el efecto de la aplicacion foliar
de acido monosilicico durante la maduracién de la uva en un vifiedo del cv. Mencia en la zona
demarcada de Valdeorras.

El tratamiento de plantas de vid con Si durante la maduracién permitié que el vino obtenido
estuviera menos oxidado que el vino testigo, con menores niveles de acido acético, acetaldehido,
acetato de etilo y diacetilo, lo que es considerado como positivo desde un punto de vista
sensorial. Ademas, la aplicacion de Si dio lugar a unos vinos con menores niveles de sustancias
caracteristicas de los vinos elaborados con uva botritizada, como &cido gluconico y glicerina, y
también con mayor contenido de fenoles totales, antocianos totales, taninos totales y varias
antocianinas, que también disminuyen en los vinos testigo.
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1. Introduccién

La maceracion prefermentativa en frio es una técnica aplicada con frecuencia en la
elaboracion de los vinos blancos. Consiste en mantener el mosto en contacto con los hollejos
después del estrujado y despalillado de la uva, antes de iniciarse la fermentacion alcohdlica. Este
proceso favorece la liberacion de los aromas varietales del hollejo, y también de otros compuestos
(aminoécidos, glutation, polifenoles...), por lo que aumenta la complejidad de los vinos y se
modifica su perfil sensorial, permitiendo la elaboracién de vinos con estilos diferentes. En los
ultimos afos la maceracion prefermentativa en frio, también denominada criomaceracion, se
realiza con el empleo de hielo seco (CO2 sélido), lo que produce un choque térmico que provoca
la rotura de las células del hollejo y se favorecen los procesos de extraccion de los compuestos
de la uva (Luki¢ et al., 2017). La adicién de hielo seco (denominado también nieve carbénica)
durante este proceso permite mantener la temperatura baja y una atmdsfera en condiciones
reductivas que minimiza las reacciones de oxidacion (Cai et al., 2014).

Los resultados obtenidos en numerosos estudios desarrollados sobre esta practica son
muy variables dependiendo de las caracteristicas de la uva (variedad, grado de madurez...), de
las condiciones de maceracion (duracion y temperatura) y del método de enfriamiento (congelacion
de uva, nitrégeno liquido, hielo seco, intercambiadores de calor...) (Esti y Tamborra, 2006;
Moreno-Pérez et al., 2013; Peng et al., 2013). Este tipo de elaboracion puede favorecer el
incremento del caracter varietal en los vinos, por lo que su estudio en nuevas variedades se
considera de gran interés para potenciar sus caracteristicas diferenciales (Baiano et al., 2017; Cai
etal., 2014; Lukic et al., 2017).

Uno de los factores mas estudiados ha sido la duracion de la maceracion. Singleton et al.
(1975) observaron que mas de 12 horas de maceracion eran un riesgo para la calidad de los vinos
blancos por su elevado contenido fendlico. Por el contrario, Arnold y Noble (1979) recomendaron
una maceracién de 15 horas para la variedad Chardonnay. Por otra parte, Selli et al. (2006)
observaron en vinos de Muscat mayor calidad aromatica con 6 horas de maceracion a 15%C que
con 12 h. En los dltimos afios, la prolongacion de la maceracion con hollejos durante la
fermentacion ha sido objeto de numerosos estudios. La duracion del tiempo de contacto con los
hollejos puede modificar la complejidad del vino, con la aparicién de nuevos atributos sensoriales
e incrementar su potencial de envejecimiento (Aleixandre-Tudé et al. 2015).

El objetivo de este trabajo fue el estudio de la influencia del tiempo de maceracién

prefermentativa en frio con hielo seco sobre la composicion y calidad sensorial de los vinos
elaborados con la variedad Tempranillo Blanco.
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2. Material y Métodos

El estudio se llevd a cabo durante la campafia 2019 con uva de la variedad Tempranillo
Blanco. La vendimia se realizé de forma manual con un nivel de madurez optimo y buen estado
sanitario. Aproximadamente, un total de 800 kg de uva fueron recogidos y divididos en cuatro lotes
de 200 kg cada uno. Uno de los lotes fue destinado a la vinificacion control, sin maceracion con
los hollejos. Una vez estrujada la uva se prensé en una prensa neumatica (3 bar), se adicionaron
60 mg /L de anhidrido sulfuroso y enzimas pectoliticas (1 g/HI, Lafazym CL, Laffort S.L.). El
desfangado del mosto se efectué en camara frigorifica a 10 °C durante 15 h. En los otros tres lotes
de uva, después del estrujado y despalillado se efectu6 una maceracion prefermentativa del mosto
con los hollejos a baja temperatura, mediante la aplicacion de hielo seco (CO2 s6lido). Se
adicionaron 10 kg de hielo seco en forma de pellets de 16 mm a cada lote de 200 kg de uva, con
el fin de alcanzar una temperatura de maceracién entre 10-12°C. La adicion se efectu6
paralelamente a la introduccion de la uva despalillada en los depésitos. Se estudiaron tres tiempos
diferentes de maceracion: 4, 6 y 8 horas. La separacién del mosto y los hollejos se efectud
mediante prensado en una prensa neumatica. Los mostos obtenidos se sulfitaron, se adicionaron
enzimas pectoliticas y se desfangaron en las mismas condiciones que la vinificacion control.

Posteriormente, los mostos clarificados, con un nivel de turbidez entre 70-80 NTU, se
trasegaron a otros depdsitos para llevar a cabo la fermentacion alcohélica mediante inoculacién
de levaduras comerciales Saccharomyces cerevisiae (Zymaflore X16, Laffort S.L.). Los ensayos
se efectuaron por triplicado en depdsitos de 30 L., que se mantuvieron en una camara frigorifica a
18-20 °C. Una vez concluida la fermentacién alcohdlica, los vinos se sulfitaron y se conservaron
en frio durante un mes antes de su embotellado, posteriormente se analizé su composicion quimica
y se efectuo la valoracion sensorial.

En los mostos desfangados se analizé el contenido nitrogenado (aminoacidos y glutation)
por HPLC (Garde-Cerdan et al..2014 y Martinez et al., 2014). En los vinos resultantes se determind
la composicion fisico-quimica general (grado alcohdlico, pH, acidez total, acido tartarico, acido
malico y potasio), los parametros colorimétricos (D.O. 420 nm y coordenadas CIELab) y la
composicion fendlica: polifenoles totales (IPT 280 nm), acidos hidroxicinamicos (D.O. 320 nm),
flavonoles (D.O. 365 nm), taninos y catequinas. Asimismo, se analiz6 el contenido de aromas
fermentativos mediante C. Gases (Ortega et al., 2001) y el de polifenoles de bajo peso molecular
por HPLC. El analisis organoléptico fue efectuado por un panel de cata que valord las diferentes
fases con puntuaciones decrecientes al aumentar la calidad, y los descriptores aromaticos y
gustativos mediante una escala estructurada de 10 puntos. Por otra parte, se realizaron pruebas
de cata triangulares, consideradas las mas adecuadas para discriminar entre muestras, conforme
a la Norma UNE-EN 1SO 4120:2022 (AENOR, 2022). El estudio estadistico de los resultados se
realiz6 mediante el analisis de varianza ANOVA y en caso de existir diferencias significativas, p <
0.05, se utilizd el test de Tukey para la separacion de medias (programa estadistico SPSS version
20.0).

3. Resultados

3.2. Composicion nitrogenada de los mostos

La composicion nitrogenada de los mostos se increment6 paralelamente al aumento del
tiempo de criomaceracion (Tabla 1).
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Tabla 1. Influencia del tiempo de criomaceracion sobre la composicion nitrogenada de los

mostos
Compuestos Testigo ah Criomasc:racién gh
Acido aspartico 30,37 b 30,79b 3164b 39,75a
Acido glutamico 88,41 94,88 91,20 90,63
Asparragina 6,82 6,81 7,01 7,13
Serina 46,45 b 52,25a 55,13 a 55,12 a
Glutamina 205,09 199,21 208,15 229,82
Histidina 58,87 58,07 64,96 63,89
Glicina 4,70 4,40 4,80 4,52
Treonina 43,22 b 49,96 a 53,18 a 53,49 a
Citrulina 12,65b 13,93 a 13,95a 14,95a
Arginina 541,10 565,06 604,81 606,23
Alanina 79,93 b 9711a 106,12 a 9453 a
GABA 44,45b 56,94 a 64,82 a 59,55 a
Tirosina 17,16 ¢ 19,48 b 21,26 a 20,46 ab
Cistina 15,05 14,47 14,98 14,57
Valina 18,83 b 18,61b 19,98 a 19,62 ab
Metionina 11,34 12,90 12,64 12,14
Triptofano 38,21b 4345a 4543 a 42,86 a
Fenilalanina 13,14 ¢ 1444 b 15,60 a 14,69 ab
Isoleucina 5,25 bc 522¢c 5,67 a 5,47 ab
Ornitina 2,28b 485a 5,48 a 6,01a
Leucina 794 c 8,43 bc 951a 9,05 ab
Lisina 4,67 4,39 4,37 4,11
Prolina 402,24 b 497,60 a 527,152 500,58 a
> Aminodcidos 1760,51b | 1954,30ab | 2064,81a | 2043,47a
Glutation 62,25b 80,92 a 76,86 a 7418 a

Letras diferentes en la misma fila indican diferencias significativas segun el test de Tukey p<0.05

Algunos aminoacidos (serina, treonina, citrulina, alanina, y-aminobutirico, triptofano,
ornitina y prolina) aumentaron su contenido a partir de 4 horas de contacto con los hollejos, y no
mostraron diferencias al prolongar la duracién de la maceracion. Otros compuestos (valina,
fenilalanina, isoleucina y leucina) alcanzaron la mayor concentracién con 6 horas de maceracion.
Unicamente el acido aspartico se incrementé hasta 8 horas de maceracién. El contenido total de
aminoacidos en los mostos criomacerados fue significativamente superior a los testigos a partir de
6 horas de maceracion, y similar al alcanzado con 8 horas. El aminoécido mayoritario en los mostos
de Tempranillo Blanco fue la arginina, seguido de la prolina, este compuesto no es metabolizado
por las levaduras durante la fermentacion. Estos resultados coinciden con lo indicado por
Hernandez-Orte et al. (1998), que obtuvieron el mayor contenido de aminoacidos después de 6
horas de maceracion en las variedades Chardonnay y Macabeo.
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La concentracion de glutation reducido (GSH) se vio incrementada de forma notable en
los mostos criomacerados, aumentando un 23 % después de 4 horas de criomaceracion y sin
mostrar diferencias significativas entre los diferentes tiempos empleados (Tabla 1). Los valores de
GSH obtenidos en los mostos de Tempranillo Blanco fueron muy elevados, se encontraron en un
rango entre 62-81 mg/l, corroborando los indicados en otros estudios sobre esta variedad. Di Lecce
et al. (2013) observaron un nivel de GSH del 38- 77% superior en mostos macerados al final de la
fermentacidn alcohdlica en la variedad Verdicchio. Pons et al. (2015) describieron un aumento del
contenido de glutation, entre 2-55%, en las primeras 4 horas de maceracién.

3.1. Composicion de los vinos

La criomaceracion afecto de forma significativa a la composicion de los vinos (Tabla 2),
disminuyendo la acidez total e incrementado los valores de pH, potasio y polifenoles totales.

Tabla 2. Influencia del tiempo de criomaceracion sobre la composicion de los vinos

Paramet Testi Criomaceracion
arametros estigo ah 6h ah

Grado alc.(% viv) 13.88 13.92 13.95 14.13
pH 3.46d 357¢c 364D 369a
Ac. Total (g/l) 6.70 a 6.06 b 5.85bc 581¢c
Ac. Tartarico (g/! 240 a 207b 1.77¢ 1.83¢
Ac. Mélico (g/) 2.05b 225a 231a 234 a
Potasio (mg/l) 713d 820 c 846 b 893 a
D.0. 420 nm 0,075a 0,063 b 0,069 ab 0,067 b
D.0. 320 nm 1.77¢ 9.00c 10.60 b 1210 a
D.0. 365 nm 1,63 ¢ 2,46 be 3,70b 516a
[PT 280 nm 9.40b 10.77b 13.03a 14.60 a
CIELab a* 044 a -0,69b -0,67b -0,71b
CIELab b* 498 a 4,19b 4,66 a 4,62 ab
CIELab L* 97,74 b 99,06 a 98,69 a 98,83 a
CIELab C* 500a 4,25b 471a 4,68 ab
CIELab H* 95,09 b 99,34 a 98,29 a 98,78 a
Taninos (g/l) 0,167 a 0,113b 0,149 a 0,162 a
Catequinas (mg/l) 35,19a 2494 b 26,33 b 25,00 b

Letras diferentes en la misma fila indican diferencias significativas segun el test de Tukey p<0.05

Este proceso dio lugar a una mayor extraccion de potasio, que aumento con el tiempo de
maceracion y precipito como bitartrato potasico, por lo que el contenido de acido tartarico y la
acidez total disminuyeron. La concentracion de acido malico fue ligeramente superior en los vinos
criomacerados frente a los testigos. El contenido de acidos hidroxicinamicos y flavonoles se
incrementd paralelamente al aumento del tiempo de criomaceracion; y el indice de polifenoles
totales alcanzd los valores mas altos con 6 y 8 horas de maceracion. La concentracion de taninos
apenas se vio influenciada por el empleo de esta practica, mientras que la de catequinas disminuy6
con independencia de su duracién. El color CIELab de todos los vinos fue amarillo/verdoso,
observandose un aumento en los valores de las coordenadas CIELab L* (claridad) y CIELab H*
(tono) en los vinos criomacerados frente a los testigos; y una disminucion de la coordenada CIELab
a* (rojo/verde). En otros trabajos también se observo un efecto variable de esta practica enolégica
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en funcion del tiempo y de la temperatura empleados. Wang et al. (2016) estudiaron el efecto de
diferentes técnicas de maceracion en frio sobre los vinos de la variedad Chenin Blanc, observando
que unicamente la fermentacion en contacto con los hollejos incrementé significativamente el
contenido de etanol, pH, color y compuestos fendlicos, y disminuyé la acidez total.

La composicion aromatica de los vinos se modific6 como consecuencia de la
criomaceracion (Tabla 3).

Tabla 3. Composicion aromatica de los vinos

Compuestos Testigo Criomaceracion

4h 6h 8h
1-Propanol 32.22 31.24 33.21 31.28
Isobutanol 0.348 b 0.359 ab 0416 a 0.376 ab
1-Butanol 33.89 31.76 34.24 32.89
Alcoholes amilicos 258 247 265 247
2-fenil-etanol 4315a 36.08b 37.95ab 34.69b
1-Hexanol 0.336 0.319 0.289 0.295
Alcohol bencilico 0.068 0.101 0.095 0.071
Metionol 1.86a 1.29b 119b 119b
cis 3-hexenol 0.442 0.244 c 0.246 ¢ 0.296 b
3-etoxi-1-propanol 0.433b 0.535a 0.527 a 0510a
Z Alcoholes 3N 349 373 348
Acetato isoamilo 7.00b 9.07 ab 10.07 a 10.05a
Acetato hexilo 0.087 0.106 0.097 0.104
Acetato 2-feniletilo 0.717¢ 0.851 bc 1.044 a 0.969 ab
% Acetatos 7.80b 10.02 ab 11.21a 1113 a
Propionato etilo 0.227 a 0.104 b 0111b 0.094 b
Etil-3-hidroxibutirato 0.579 0.603 0.674 0.622
Isobutirato etilo 0.016 a 0.011b 0.012 ab 0.013 ab
Butirato etilo 0.271 0.256 0.254 0.239
Hexanoato etilo 0.550 0.579 0.623 0.579
Octanoato etilo 0.541 0.665 0.617 0.562
Decanoato etilo 0.061 0.062 0.064 0.060
I Esteres 2.25 2.28 2.36 217
Acido isobutirico 2.35a 1.66 b 1.99 ab 1.71b
Acido isovalérico 3.20 2.60 2.50 2.55
Acido hexanoico 2.04b 410 a 347a 342a
Acido octanoico. 1.52b 258 a 2.69a 211a
Acido dodecanoico 0.154 0.302 0.337 0.319
2 Acidos 9.26 b 11.24 a 10.99 ab 10.72 ab
Lactato etilo 1.60 a 1.12b 112b 1.03b
Succinato dietilo 0.273b 0.277b 0421a 0.369a
Acetoina 0.576 bc 0.519¢ 0.847 ab 1.035a

Letras diferentes en la misma fila indican diferencias significativas segun el test de Tukey p<0.05
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Se observo un incremento significativo en la concentracién de acetatos (acetato de
isoamilo y de 2-feniletilo), que alcanzd su valor méximo con 6 horas de maceracién. Estos
compuestos manifiestan un alto impacto sensorial en el aroma de los vinos aportando notas
caracteristicas (platano, rosas, floral...). Otros compuestos volatiles (3-etoxi-1-propanol, &cido
hexandico, acido octanoico y acetoina) también aumentaron en los vinos criomacerados y algunos
disminuyeron respecto a los vinos testigo (2-fenil etanol, metionol, cis-3-hexenol, propionato, acido
isobutirico y lactato de etilo). La concentracidén total de acetatos y é&cidos en los vinos
criomacerados aumentd respecto a los testigos. Los acetatos fueron superiores en los vinos
criomacerados durante 6 y 8 horas, aunque sin diferencias significativas respecto a 4 horas. Los
acidos fueron mayores en los vinos criomacerados, aunque las unicas diferencias respecto a la
elaboracion testigo se observaron con 4 horas de maceracioon. El contenido total de ésteres no
se vio influenciado por el tipo de elaboraciéon ni por la duracion de la criomaceracion.

En otros trabajos los efectos de esta practica fueron variables en funcion del tiempo y la
temperatura empleados. Alti-Palacios et al. (2023) observaron que el tratamiento de
criomaceracion durante 6 horas mejord la concentracion relativa total de alcoholes, ésteres y
acidos en diferentes variedades blancas, pero no influy6 significactivamente sobre los terpenos.
Pen et al. (2013) indicaron que la criomaceracion incrementé el contenido de compuestos volatiles
paralelamente al descenso de la temperatura, mejorando la intensidad aromatica y complejidad de
los vinos de la variedad Meili. Otros autores (Rodriguez-Bencomo et al., 2008) no apreciaron
mejora sensorial en los vinos elaborados con maceracién prefermentativa, ni diferencias en el
contenido de volétiles libres.

La extraccion de numerosos compuestos fendlicos de la uva (acidos cinamicos, flavanoles
y flavonoles) se vio favorecida por la criomaceracion y su duracién, aunque algunos no mostraron
diferencias significativas entre 6 y 8 horas (Figura 1). Los polifenoles son responsables del color y
caracteristicas gustativas de los vinos, asi como de su potencial de envejecimiento, y debido a su
actividad antioxidante pueden ejercer efectos positivos sobre la salud. Su concentracion esta muy
influenciada por la variedad y los métodos de vinificacion que incrementan el contacto entre el
mosto y los hollejos (Baiano et al., 2017; Lukic et al., 2017). Gomez-Minguez et al. (2007) sefialaron
que el control de las condiciones de maceracidn (tiempo y temperatura) es muy importante para
reducir el pardeamiento en vinos blancos.

Flavanoles Flavonoles Acidos cinamicos
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Figura 1. Influencia del tiempo de criomaceracion sobre la composicion fendlica
(mg/l) de los vinos: (A) flavanoles, (B) flavonoles y (C) acidos cinamicos

Letras diferentes indican diferencias significativas segun el test de Tukey p<0.05
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Los efectos de la criomaceracion sobre la calidad organoléptica de los vinos de

Tempranillo Blanco fueron positivos, sin diferencias relacionadas con su duracion. Los vinos
testigo tuvieron una mayor puntuacion, y por tanto menor calidad segun la ficha de cata empleada
(Figura 2A). En los vinos elaborados mediante maceracion en frio aumentaron los aromas florales
y afrutados y el caracter varietal, y la estructura, persistencia y equilibrio gustativo (Figura 2B). Los
resultados de las pruebas triangulares unicamente permitieron diferenciar de forma significativa
los vinos testigo y los criomacerados durante 8 horas.
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Figura 2. Valoracion organoléptica de los vinos elaborados con diferentes tiempos de
maceracion prefermentativa (A) y descriptores sensoriales (B)

4. Conclusiones

Los resultados obtenidos en este trabajo han puesto de manifiesto la influencia del tiempo
de maceracion prefermentativa en frio con aplicacion de hielo seco sobre la composicidn quimica
y la calidad sensorial de los vinos de Tempranillo Blanco. Esta practica puede ser una alternativa
para diversificar el estilo de vinos elaborados con esta variedad, para la que se puede estimar una
duracién 6ptima de 6 horas.
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Resumen

El jasmonato de metilo (MeJ) es un elicitor que cuando se aplica en el vifiedo puede
mejorar la calidad de la uva. Aunque hay varios estudios sobre la influencia del MeJ en la
composicion de variedades de uva tinta, hasta donde sabemos, hay poca informacion sobre
variedades de uva blanca, especificamente Tempranillo Blanco. Por ello, en este trabajo se
estudio, por primera vez, el efecto de la aplicacion foliar de MeJ en el vifiedo, realizada en
dos estados fenoldgicos, envero y post-envero, sobre la composiciéon aromatica, fendlica y
nitrogenada de la uva de la variedad Tempranillo Blanco. Los resultados mostraron que el
contenido de compuestos volatiles de la uva aumenté después de la aplicacion de MeJ,
especialmente terpenoides, C13 norisoprenoides, bencenoides y alcoholes y, en general,
principalmente cuando el elicitor se aplicé en post-envero. En cuanto a los compuestos
fendlicos y nitrogenados, su concentracion mejoré después de los tratamientos con MeJ,
independientemente del tiempo de aplicacion. En consecuencia, el tratamiento con MeJ
mejoro la composicion volatil, fendlica y nitrogenada de la uva, siendo mas efectivo en post-
envero. Consecuentemente, la aplicacion foliar de MedJ en el viiiedo de Tempranillo Blanco
es una buena herramienta para mejorar la calidad de las uvas.

1. Introduccion

La variedad Tempranillo Blanco es una mutacién de la variedad Tempranillo encontrada
en Murillo de Rio Leza (La Rioja) en 1988 [1]. Esta variedad fue autorizada en la D.O.Ca. Rioja en
2008 y actualmente es una de las variedades de uva blanca con mayor superficie cultivada. Esta
variedad tiene similitudes con Tempranillo, las caracteristicas morfoldgicas, el comportamiento de
adaptacion a las condiciones de cultivo en La Rioja o la respuesta a enfermedades y plagas [2].

Debido a los efectos del cambio climatico, la fisiologia y fenologia de la vid estan
cambiando, provocando un desajuste entre la madurez fendlica y la tecnoldgica [3], lo que esta
condicionando la calidad de la uva y del vino, aumentando la concentracion de azucares en la
baya y provocando una disminucion de la acidez, sin alcanzar la madurez fendlica 6ptima. En este
sentido, existe un interés creciente en el uso de elicitores en vifiedo, ya que son moléculas capaces
de activar los mecanismos de defensa de las plantas, contribuyendo a su resistencia frente a
diversas condiciones de estrés biotico y abiodtico. Estudios preliminares han demostrado que la
aplicacién foliar de jasmonato de metilo (MeJ) puede afectar a la composicion de la uva,
principalmente modificando los compuestos fenolicos [4], nitrogenados [5] y aromaticos [6]. Todos
estos estudios se han realizado con variedades de uva tinta. Solo dos trabajos han abordado el
estudio de tratar foliarmente con MeJ variedades blancas, uno centrado en el efecto sobre el
contenido de terpenos [7] y el otro en la influencia en la composicion fendlica [8]. La aplicacion
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foliar de MedJ es una practica viticola interesante y de facil manejo para mejorar la composicion
aromatica, fendlica y nitrogenada de la uva. Ademas, este trabajo nos puede permitir evaluar el

comportamiento de una variedad de uva blanca tan importante en la D.O.Ca. Rioja y tan poco
estudiada como es la variedad Tempranillo Blanco.

2. Material y Métodos

Los tratamientos se realizaron en 2020 en un vifiedo experimental de Tempranillo Blanco
(Vitis vinifera L.) situado en la Finca de La Grajera (Logrofio). Para realizar las aplicaciones foliares
se prepararon disoluciones acuosas con una concentracion de 10 mM de MeJ (Sigma-Aldrich,
Madrid, Espafa), utilizando como agente humectante Tween 80 (Sigma-Aldrich) (1 mL/L) segun
trabajos previos [6, 9]. Las plantas control se trataron con una solucién acuosa conteniendo
unicamente Tween 80. Todos los tratamientos se aplicaron dos veces, en envero (Med-Env) o
post-envero (MeJ-Post), y una semana después de cada uno de estos dos estados fenoldgicos.
Para cada aplicacion, se rociaron sobre las hojas 200 mL/planta. Los tratamientos se realizaron
por triplicado y se dispusieron en un disefio de bloques al azar, con tres plantas por cada
tratamiento y repeticion. Cuando las uvas alcanzaron su momento 6ptimo de madurez tecnoldgica,
grado alcohdlico probable de 13% (v/v), se recolectd un conjunto aleatorio de 140 bayas por réplica
y tratamiento, que se congelaron a -20 °C hasta realizar los anélisis de composicion volétil, fendlica
y nitrogenada.

La determinacion de compuestos volatiles en los mostos se realiz6 mediante
microextraccion en fase solida por espacio de cabeza (HS-SPME) y posterior analisis por
cromatografia de gases (GC) acoplada a espectrometria de masas (MS), segun el método descrito
por Garde-Cerdan et al. [10]. Para analizar los compuestos fendlicos de las uvas, en primer lugar,
se llevd a cabo su extraccion, segun el método de Portu et al. [4]. Posteriormente, para determinar
los antocianos se llevé a cabo una inyeccion directa del extracto en el cromatografo liquido (HPLC)
(Agilent, Palo Alto, EE. UU.), estando las condiciones cromatogréaficas recogidas en Saenz de
Urturi et al. [11]. Mientras que para el anélisis del resto de familias de compuestos fendlicos
(flavanoles, flavonoles, acidos hidroxibenzoicos e hidroxicinamicos y estilbenos) fue necesaria una
etapa de extraccion en fase sélida (SPE) y posterior determinacion cromatografica, segun Garde-
Cerdan et al. [9]. El analisis de aminoacidos de los mostos se llevd a cabo mediante HPLC, con
derivatizacion previa, por el método descrito por Garde-Cerdan et al. [5].

Dado que los tratamientos se realizaron por triplicado, los resultados de compuestos
volatiles, fendlicos y nitrogenados se expresan como la media de 3 repeticiones (n = 3). El estudio
estadistico se realizd con el paquete estadistico SPSS (Chicago, EE. UU.). Los datos de
parametros compuestos volatiles, fendlicos y nitrogenados se procesaron mediante el analisis de
varianza (ANOVA) (p < 0,05).

3. Resultados
En las Figuras 1y 2 se muestran los resultados del contenido de aromas primarios del
mosto control y de las muestras procedentes de los tratamientos en el vifiedo con MeJ en envero

(MeJ-Env) y post-envero (MeJ-Post). Para todos los terpenoides se observé un aumento en su
concentracion en las muestras tratadas con MeJ, a excepcion del linalool para MeJ-Env (Figura
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1a). En el caso de citronelol y p-cimeno, este aumento fue significativo independientemente del
momento de la aplicacién (Figuras 1b y d). En cuanto a geraniol y geranil acetona (Figuras 1cy
e), asi como para los terpenoides totales (Figura 2a), la mayor concentracion se observé en las
muestras tratadas después del envero (MeJ-Post).
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Figura 1. Concentracion de terpenoides, C13 norisoprenoides y jasmonato de metilo (ug/L) en los
mostos control y en los procedentes de los tratamientos con MeJ en envero (MeJ-Env) y post-
envero (MeJ-Post). Todos los parametros se muestran con su desviacion estandar (n = 3). Para
cada compuesto, letras diferentes indican diferencias significativas entre muestras (p < 0,05).
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Este aumento descrito en el contenido de terpenos al aplicar MeJ, tanto individualmente
(Figuras 1a-e) como en forma total (Figura 2a), es muy importante desde el punto de vista de la
calidad organoléptica, ya que estos compuestos tienen umbrales bajos de percepcion olfativa y
contribuyen decisivamente al aroma afrutado y floral [12]. En el grupo de C13 norisoprenoides y
jasmonato de metilo, se observé un aumento en su concentracion con la aplicacién foliar de MeJ,
independientemente del momento de aplicacion (Figuras 1g-i y 2b). Sin embargo, para (E)-B-
damascenona y jasmonato de metilo (Figuras 1fy j), el efecto del elicitor fue diferente segun el
momento de aplicacion; en el caso del jasmonato de metilo (Figura 1j), la mayor concentracion se
encontrd en el envero (MeJ-Env), mientras que, para (E)-f-damascenona, la mayor concentracion
se observd en las muestras MeJ-Post (Figura 1f). Como se ha mencionado para los terpenos, los
C13 norisoprenoides también son de gran importancia para el aroma, debido a sus bajos umbrales
de percepcién, aportando notas florales [13]. Ademas de terpenos y C13 norisoprenoides, se
encontraron en los mostos compuestos bencénicos, alcoholes, compuestos carbonilicos y
compuestos C6 [11], pero por falta de espacio solo vamos a comentar los resultados de los totales
por familias (Figura 2). Para los compuestos bencénicos y los alcoholes se observo que el
tratamiento foliar con MeJ increment6 su contenido, en mayor medida cuando se aplico en post-
envero (Figuras 2cy d). Sin embargo, para los compuestos carbonilicos, solo la aplicacion de MeJ-
Post mostré influencia en su contenido (Figura 2e). De manera contraria, al aplicar MeJ-Env se
observd un incremento en los compuestos C6 (Figura 2f), compuestos que en altas
concentraciones pueden ser negativos para la calidad.

En la Tabla 1y en la Figura 2 se muestran los resultados de la composicion fendlica del
control y de las muestras procedentes de los tratamientos MeJ-Env y MeJ-Post. Los compuestos
fendlicos encontrados para la variedad Tempranillo Blanco fueron: cinco flavonoles, dos
flavanoles, un &cido hidroxibenzoico, cinco &cidos hidroxicindmicos y dos estilbenos (Tabla 1).
Dentro del grupo de flavonoles, solo la concentracion de kaempferol-3-gal e isoramnetina-3-glc en
las uvas aument6 después de la aplicacion foliar de MedJ, independientemente del momento de
aplicacion (Tabla 1). En cuanto al contenido de flavonoles totales (Figura 2g), el tratamiento con
MeJ en post-envero incrementd su concentracién en las uvas. Quercetina-3-glc y quercetina-3-
glcU fueron los compuestos fendlicos mas abundantes en Tempranillo Blanco, tal como
encontraron otros autores en variedades de uva blanca [14]. Los flavonoles son pigmentos
amarillos que contribuyen al color de las variedades blancas y presentan efectos positivos para la
salud humana, debido a su actividad antioxidante [14]. Con respecto a los flavanoles, solo se
encontraron catequina y epicatequina en las muestras de Tempranillo Blanco (Tabla 1). Se
observd un aumento significativo de su concentracion en las muestras tratadas,
independientemente del momento de aplicacion. Los resultados de flavanoles totales (Figura 2h)
confirman que el tratamiento foliar con MeJ produjo un incremento en su concentracion, siendo
este efecto independiente del momento de aplicacion. Estos compuestos afectan a la calidad de
la uva y del vino, ya que son responsables de atributos sensoriales como la astringencia, estando
ademas involucrados en la estabilidad del color a través de reacciones de co-pigmentacion.

En el grupo de los &cidos hidroxibenzoicos, solo se identifico el acido gélico (Tabla 1),
obteniendo una mayor concentracion en las muestras tratadas con MeJ. El &cido galico tiene
actividades antioxidantes y antifingicas. En cuanto a los acidos hidroxicindmicos, los acidos trans-
caftarico y trans+cis-cutarico fueron los acidos hidroxicinamicos mas abundantes en las muestras
de uva; estos compuestos aumentaron su concentracion después de la aplicacion de MedJ en post-
envero (Tabla 1). Sin embargo, el contenido de &cido cafeico no se vio afectado por ninguno de
los dos tratamientos con MedJ. El &cido p-cumarico aument6 su concentracion después de la
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aplicacion de MeJ, independientemente del momento de aplicacion. Por su parte, el contenido de
acido trans-fertarico aumento con la aplicacion foliar de MedJ, obteniéndose la mayor concentracion
de este acido para MeJ-Post. La concentracion total de &cidos hidroxicinamicos aumentd con
ambos tratamientos (Figura 2i.) Los &cidos hidroxicindmicos pueden actuar como precursores de
los vinilfenoles durante el envejecimiento del vino en barricas de roble y, por lo tanto, pueden ser
responsables de la depreciacion de las caracteristicas sensoriales del vino.
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Figura 2. Concentracion total de las familias de compuestos aromaticos (ug/L), fenélicos (mg/kg) y
nitrogenados (mg/L) en los mostos control y en los procedentes de los tratamientos MeJ-Env y
MeJ-Post. Todos los parametros se muestran con su desviacion estandar (n = 3). Para cada
compuesto, letras diferentes indican diferencias significativas entre muestras (p < 0,05).
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Finalmente, para los estilbenos no se observaron diferencias significativas en su
concentracion después de la aplicacién foliar de Med (Tabla 1). Sin embargo, se observa que la
concentracion total de estilbenos fue mayor después de la aplicacion de Med (Figura 2j),
independientemente del momento de la aplicacion. Las uvas y los vinos se encuentran entre las
principales fuentes dietéticas de estilbenos para la nutricién humana. Estos compuestos fenolicos
poseen una gran variedad de actividades bioldgicas potencialmente beneficiosas para la salud
humana [15].

Tabla 1. Concentracion de compuestos fendlicos (mg/kg) en
las uvas control y en las procedentes de los tratamientos con
MeJ en envero (MeJ-Env) y post-envero (MeJ-Post)

Control MeJ-Env MeJ-Post

Flavonoles

Quercetina-3-glcU 71.79+223a 7698+1588a 9442+0.11a

Quercetina-3-gic 98.58+9.03a 10213+18.80a 122.94+10.39a

Kaempferol-3-gal 484+024a 6.05+£0.20b 595+£0.21b

Kaempferol-3-glc 17.07+38%a 1837+0.11a 18.04+0.22a

Isoramnetina-3-glc 9.67+1.28a 14.85+1.89b 16.98+247b
Flavanoles

Catequina 2345+429a 37.01+£3.23b 36.82+1.59b

Epicatequina 2240+28%a 3362+3.24b 39.85+641b
Acido hidroxibenzoico

Acido galico 11.04+095a 1566+1.32b 1712+1.36b
Acidos hidroxicinamicos

Acido trans-caftarico 1717+255a 20.96+216ab  2239+1.44b

Acidos trans+cis-cutarico  11.28 +1.92a 14.11+0.56 ab 15.52+1.07b

Acido cafeico 011+£0.02a 0.10+£0.02a 0.09+£0.01a

Acido p-cumérico 021+0.04a 0.34£0.02b 0.32+£0.03b

Acido trans-fertarico 093+0.01a 1.03+£0.03b 114 +£0.03¢
Estilbenos

trans-Piceido 0.37+£0.07a 061+013a 0.55+0.09a

trans-Resveratrol 056+0.14a 057+0.01a 057+0.03a

Nomenclatura: gal, galactosido; glcU, glucurénido; glc, glucésido. Todos los parametros
se muestran con su desviacion estandar (n = 3). Para cada compuesto fendlico, letras

diferentes indican diferencias significativas entre muestras (p < 0,05).

La Tabla 2 y la Figura 2 muestran los resultados del contenido de aminoacidos en los
mostos control y tras los tratamientos con MeJ (Med-Env y MeJ-Post). El aminoécido mas
abundante fue la arginina (Arg), que junto con la prolina (Pro) y el Gaba, representan
aproximadamente el 76 % del total de aminoacidos. Ademas, la variedad Tempranillo Blanco es
una variedad acumuladora de arginina, debido a que la relacion Pro/Arg fue inferior a 1. La
aplicacion foliar de MeJ favorecio la sintesis de acido aspartico, acido glutamico, valina, triptéfano,
fenilalanina, isoleucina y leucina en el mosto, aumentando su concentracion en las muestras,
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independientemente del momento de la aplicacion (Tabla 2). Cabe sefialar que estos aminoacidos
son precursores de alcoholes superiores y ésteres; por tanto, son las fuentes de nitrogeno que
mas influyen en el aroma fermentativo del vino [15]. El contenido de asparagina e histidina también
aumentd con la aplicacion de MedJ, mayoritariamente, cuando se aplicé en envero o post-envero,
respectivamente; mientras que la concentracion de alanina solo se vio afectada por el tratamiento
MeJ realizado en envero (Tabla 2). El contenido del resto de aminoacidos no se modificd con la
aplicacion de MedJ. Ademas, el tratamiento foliar con Med incrementd significativamente el
contenido de aminoacidos totales, con y sin prolina, independientemente del momento de
aplicacion (Figuras 2 k y 1), lo que podria ser de especial interés para mostos pobres en nitrogeno.

Tabla 2. Concentracion de aminoacidos (mg/L) en los mostos
control y en los procedentes de los tratamientos con MeJ en
envero (MeJ-Env) y post-envero (MeJ-Post)

Control MeJ-Env MeJ-Post
Acido aspartico (Asp) 8.69+183a 15.01£2.96b 18.36 £ 1.57b
Acido glutamico (Glu) 19.77+1.34 a 29.03+5.03b 28.75+3.00b
Asparagina (Asn) 329+0.02a 7.62+040¢c 484+0.72b
Serina (Ser) 45.04+412a 51471577 a 49.78+2.69a
Histidina (His) 763+0.72a 11.74+145b 1747 +£1.15¢
Glicina (Gly) 13.18+291a 1288+ 124 a 11.39+1.08a
Treonina (Thr) 4911 +6.37a 5745+448a 58.26 + 0.66 a
Citrullina (Cit) 1046 +0.43 a 1495+ 286 a 13.99+1.07a
Arginina (Arg) 674.83+6756a 75142+51.14a 793.42+63.75a
Alanina (Ala) 5313+6.91a 7039+761b  61.81+6.17ab
Acido y-aminobutirico (Gaba) 12314 +11.37a 121.39+10.13a 117.60+13.98a
Tirosina (Tyr) 125+026a 157+0.07a 159+0.31a
Cisteina (Cys) 434+0.73a 536+063a 455+041a
Valina (Val) 2646 +4.03a 35.07+£3.23b 39.62+244b
Metionina (Met) 6.08+1.29a 9.06 +0.06 a 881+142a
Triptofano (Trp) 29.31+4.01a 3559+156b 37.73+0.66 b
Fenilalanina (Phe) 2094+£201a 39.00£1.61b 39.64 £3.49b
Isoleucina (lle) 1214 £2.33a 17.63+£1.39b 19.35+1.33b
Ornitina (Orn) 565+0.92a 714+177a 581+1.12a
Leucina (Leu) 15.61+2.06a 2822+2.23b 27.85+2.68b
Lisina (Lys) 1.63+0.27 a 1.69+0.12a 1.94+0.32a
Prolina (Pro) 25722 +1149a 269.96+2655a 276.81+845a

Todos los parametros se muestran con su desviacién estandar (n = 3). Para cada
compuesto fendlico, letras diferentes indican diferencias significativas entre muestras (p <

0,05).
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4. Conclusiones

Este trabajo presenta un estudio pionero sobre el efecto de la aplicacion foliar de MedJ en
el vifiedo, realizada en dos estados fenologicos, envero y post-envero, sobre la composicion
fendlica, aromatica y nitrogenada de la variedad Tempranillo Blanco. Los resultados mostraron
que, tanto la aplicacion foliar de MeJ en envero como en post-envero, incrementé el contenido en
las uvas de diferentes compuestos aromaticos, fendlicos y nitrogenados, siendo algo mejores
cuando el tratamiento se realizé en post-envero. Por lo tanto, la aplicacion foliar de MeJ en vifiedos
de Tempranillo Blanco puede ser una buena herramienta para mejorar la calidad de las uvas.
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Resumen

El cambio climatico es un hecho que esta afectando a la elaboracién del vino.
Frecuentemente los mostos presentan una elevada concentracion de aztcares, acidez total
baja y pH elevado. Las levaduras vinicas pueden ser una herramienta bioldgica interesante
para mitigar estos efectos, en especial el uso de una levadura no-Saccharomyces como
Lachancea thermotolerans (2-3 primeros dias) en inoculacion secuencial con una
Saccharomyces cerevisiae para finalizar la fermentacion alcohélica (FA). L. thermotolerans
es capaz de consumir parte de los azucares del mosto y producir acido lactico,
contribuyendo al aumento de la acidez total, disminucion del pH y reduccion de unas
décimas del grado alcohélico, ademas de participar en la sintesis de compuestos
aromaticos que repercuten en el perfil sensorial de los vinos. Sin embargo, es importante
estudiar la influencia que puede tener la presencia y metabolismo de L. thermotolerans en
el desarrollo de la fermentacion malolactica (FML) con una cepa de Oenococcus oeni,
inducida ya sea simultanea o secuencialmente a la FA.

Este estudio evalua el efecto en FA'y FML de 3 cepas de L. thermotolerans: 1 cepa
comercial y 2 cepas de la coleccion de INCAVI aisladas de vides silvestres, en 2 variedades
de uva tinta: Syrah (Sy) y Cabernet sauvignon (Cs).

1. Introduccién

El aumento de las temperaturas y la variacion en la distribucion de la pluviometria esta
induciendo al calentamiento global, conocido como cambio climatico. Estas alteraciones afectan
directamente a la evolucién y maduracion de la uva, especialmente en las zonas vitivinicolas mas
calidas, promoviendo un desfase en la maduracion tecnoldgica y fendlica de las vides.
Concretamente, la precoz maduracion de la uva deriva en la obtencion de mostos con una
concentracion elevada de azUcares, una concentracion baja de &cidos y pH altos. La fermentacion
de estos mostos se traduce en la produccion de vinos excesivamente calidos, con menor acidez,
mayor pH y con un aumento del grado alcohélico. Ademas, también contribuye a que los vinos
sean microbiolégicamente menos estables (Jones et al., 2005; Mira de Ordufia, 2010). Todas estas
variaciones también afectan a la capacidad de envejecimiento de los vinos tranquilos y vinos
espumosos con la consecuente afectacion del perfil sensorial del producto final.

Tradicionalmente, se han estado usando herramientas quimicas o fisicas para revertir

estos efectos, promoviendo la disminucion del pH y el aumento de la acidez de los vinos. Dos de
las herramientas mas usadas por el sector son, por un lado, la adicién de acido tartarico en el
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mosto y el uso de resinas de intercambio catiénico para aumentar la acidez y reducir el pH,
respectivamente. Ambas, pero, también tienen inconvenientes, como la posible precipitaciéon de

los tartratos y la posible pérdida de compuestos que disminuyan la calidad de los vinos resultantes
(Benito, 2018; Morata et al., 2018).

Hoy en dia, existen herramientas biolégicas que se pueden usar como alternativas para
revertir los efectos que el cambio climatico estd produciendo en el sector vitivinicola.
Concretamente, estas herramientas bioldgicas se basan en el uso de levaduras de especies no-
Saccharomyces (Torulaspora, Hansenula, Metschnikowia, Lachancea...) con inoculacion
secuencial o coinoculacién con cepas de Saccharomyces cerevisiae. Esta descrito que algunas
de estas levaduras no-Saccharomyes son capaces de incrementar la acidez de los vinos de forma
natural ademas de repercutir positivamente en el perfil sensorial de los vinos obtenidos mediante
la sintesis de compuestos aromaticos afrutados (Benito et al., 2016; Vilela, 2018).

Concretamente, la especie Lachancea thermotolerans es de especial interés debido a su
capacidad de consumir parte de los azucares del mosto y transformarlos en &cido lactico (Jolly,
Varela y Pretorius, 2014; Morata et al., 2018), contribuyendo a incrementar ligeramente la acidez
total, reduciendo el pH, y en consecuencia reduciendo en unas décimas el grado alcohdlico de los
vinos resultantes (Gobbi et al., 2013; Ciani et al., 2016; Morata et al., 2018). Ademas, també esta
descrita la capacidad de algunas cepas de L. thermotolerans para incrementar el contenido de
glicerol y reducir la acidez volatil de los vinos (Benito et al., 2016; Gobbi et al., 2013).

Sin embargo, a pesar de las capacidades descritas de L. thermotolerans, es importante
estudiar la influencia que puede tener la presencia y metabolismo de L. thermotolerans en el
desarrollo de la fermentacién malolactica (FML) con una cepa de Oenococcus oeni, inducida ya
sea simultanea o secuencialmente a la FA.

En este trabajo se presentan los resultados obtenidos del estudio del efecto en
fermentacidn alcohdlica (FA) y FML de 3 cepas de L. thermotolerans: 1 cepa comercial (Lt ¢) y 2
cepas de la coleccion de INCAVI aisladas de vides silvestres (Lt 26F12 y Lt 4M15), en la
elaboracion de vinos a partir de 2 variedades de uva tinta: Syrah y Cabernet sauvignon, durante
dos vendimias consecutivas (2018 y 2019).

2. Material y Métodos

En la primera vendimia (2018), se llevaron a cabo tres experiencias de vinificaciones de
100 kg/vinificacion con la variedad Syrah (Figura 1): una vinificacion control (Vc1) con acidificacion
quimica con 1 g/l de acido tartarico y con FA'y FML secuenciales, y dos vinificaciones (V1 'y V2)
con inoculacion de una cepa Lt ¢ y transcurridas 24h se inoculd una cepa de S. cerevisiae
comercial (Sc ¢). En el caso de la experiencia V1, la induccion de la FML se realiz de manera
secuencial a la FA, mientras que la experiencia V2 la FA y la FML se llevaron a cabo de manera
simultanea, inoculando una cepa comercial de Oenococcus oeni (Oo) tras 24h de haber inoculado
la cepa Scc.

En la vendimia del 2019, se repitieron las experiencias, pero en este caso se realizaron,

por un lado, dos vinificaciones de 100 kg/vinificacidn con la variedad Syrah y cuatro experiencias
de 9 kg con la variedad Carbernet sauvingnon, éstas Ultimas por triplicado (figura 1). Con las
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experiencias con Syrah, se realiz6 una vinificacién control (Vc2) y una vinificacién (V3) donde se
inoculé Lt ¢ y transcurridas 24 h se realizd una coinoculacion de Sc ¢ y Oo para inducir la FAy la
FML simultéaneas. Por otro lado, con las experiencias con Cabernet sauvignon, se realizaron las
vinificaciones control (Vc3) y las vinificaciones inoculando Lt ¢ (V4), Lt 26F12 (V5) o Lt 4M15 (V6)
y transcurridas 96h se inoculé una cepa de S. cerevisiae (Sc vs 0 Vc3) de la coleccion de levaduras
de INCAVI aisladas de vides silvestres. La FML se indujo de forma secuencial una vez finalizada
la FA.

B Cabernet
2 Syrah LR sauvignon
(100 kg) (100 kg) (100 kg) (9 kg) (9 kg) (9 kg)
V1™ R V2 R o Wl ve e
Sc Lic Ltc Ltc Lic  Lt26F12 Lt4M15
l24h l24h 1240
Sce Sce Scc 96h l 96h l 96h
1 24n .
0. oeni
0. oeni Scvs Scvs Scvs

Final FERMENTACION ALCOHOLICA

0. oeni O. oeni

4

O.oeni  O. oeni

+ 4

Final FERMENTACION MALOLACTICA

- S0,
- Clarificacion + estabilizaciéon en frio

Fig. 1. Esquema grafico de las vinificaciones realizadas en las vendimias
2018 y 2019.

La tabla 1 muestra las caracteristicas fisicoquimicas de los mostos de partida, tanto de la
variedad Syrah como de Cabernet sauvignon utilizadas en cada una de las vendimias (2018 y
2019).

Tabla 1. Caracteristicas fisico-quimicas del mosto inicial de las variedades Syrah y
Cabernet sauvignon utilizados en las experiencias.

Syrah 2018 Syrah 2019 Cabernet sauvignon 2019

°Brix 246 245 235

GAP (%viv) 14,55 14,44 14,17
AT (g/L) 44 4.2 3,6

pH 3,48 3,44 3,59
Ac. L-Malico (g/L) 22 1,9 14
NFA (mg/L) 127 152 91
Tavinif. (°C) 23 23 16
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Las vinificaciones se llevaron a cabo en depdsitos de acero inoxidable, y con un proceso

de elaboracion estandar para vinos tintos. Durante la FA y la FML se llevé a cabo un control diario
de densidad y de temperatura. Se realiz también el seguimiento en placa de las poblaciones
viables de microorganismos, usando medios selectivos para levaduras: agar Sabouraud
cloranfenicol, (Scharlau, Barcelona, Espafia) y de bacterias lacticas: MRS con 50 mg/l de nistatina
(Scharlau, Barcelona, Espania).

Ademas, para comprobar que las cepas inoculadas se hubieran implantado eficientemente
y fueran las responsables del desarrollo de las fermentaciones, se aplicaron dos técnicas
moleculares para la tipificacion de levaduras y bacterias lacticas (BAL). Concretamente, las
levaduras (Sc y Lt) se tipificaron por polimorfismo de longitud de fragmentos de restriccion de ADN
mitocondrial (RFLP-mtDNA) (Querol et al., 1992; OIV 2011), antes de inocular las cepas de Sc c y
Scvs, alamitad y afinal de FA, mientras que para las BAL se us6 la amplificacién al azar del ADN
polimérfico-reaccion en cadena para la polimerasa (RAPD-PCR) con el cebador M13 a los 2/3 de
FML (Rossetti y Giraffa, 2005; OIV, 2012; Masqué et al., 2011).

Los vinos acabados se sulfitaron, clarificaron, estabilizaron en frio y se filtraron antes de
embotellar. Finalmente, se realizé una caracterizacién fisico-quimica y organoléptica de los vinos
embotellados.

3. Resultados
3.1. Fermentacion alcohdlica (FA) e implantaciones de levaduras (Scy Lt)

En todas las experiencias de ambas vendimias se detecto, como era de esperar, un ligero
retraso de la FA (entre 2 y 4 dias) en las vinificaciones donde se inocul6 de forma secuencial
alguna de las cepas de Lty una cepa de Sc respecto a la duracion de la FA en el deposito control
(solo con Sc). Pero en ninguno de los casos se detectaron problemas para finalizar la FA (Figura
2). La FA del Sy (2018) finalizaron a los 9 dias para el depésito control (Vc1) y 11 dias en los
depdsitos con Lt (V1y V2), mientras que las vinificaciones de Sy (2019) terminaron a los 8 y 12
dias para el depdsito control (Vc2) y V3, respectivamente. Sin embargo, las FA del Cs (2019) se
alargaron hasta los 28 dias para el control (Vc3) y 32 dias para los depositos donde inicialmente
se sembraron distintas cepas de Lt (V4, V5 y V6): Este hecho es debido muy probablemente a la
baja t* de FA (16°C) en la que se llevo a cabo la experiencia del Cs, respecto a los 23°C del Sy en
ambas vendimias.
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Duracién de las Fermentaciones

V2
V1

|
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Fig. 2. Duracion de las FA 'y FML (en dias) en los ensayos de las vendimias 2018
(Ve1,V1y V2) y 2019 (Ve2, V3; Ve3, V4, V5 y V6).

Los resultados del estudio de implantacion de las L. thermotolerans de todas las
experiencias (Tabla 2) muestran en las vinificaciones realizadas con Sy una implantacién del 100%
de la cepa de Lt c justo antes de inocular la cepa de Sc c, tanto en la vendimia de 2018 como en
la de 2019. A mitad de FA la cepa de Lt ¢ aun esta presente en una proporcién importante (42 %)
en 1y V2 de 2018, pero sin embargo no se detecta en V3 en 2019.

En el caso de las vinificaciones con Cs de la vendimia de 2019, la implantacién de las Lt
evaluadas (Ltc, Lt 26F12 y Lt 4M15) antes de sembrar la Sc v no fue tan buena como en los casos
anteriormente mencionados, probablemente debido a la temperatura de vinificacion mas baja
(16°C). No obstante, la presencia de las distintas cepas de Lt a mitad de FA oscil6 entre un 40% y
un 60 %. No se observé presencia de Lt a final de FA en ningun depésito.

En cuanto a la implantacién de las cepas de Sc, en todas las vinificaciones control (Vc1,
Ve 2 y Vc 3) donde s6lo se inoculd una cepa de Sc (Sc ¢ 0 Sc vs), ésta se implanté al 100% ya
desde mitad de FA. No obstante, cuando en los depositos, independientemente de la variedad o
de la vendimia, actuaron secuencialmente Lt y Sc, la implantacion de las cepas de Sc sembradas
en cada caso a mitad o final de FA nunca fue completa, a excepcién del depdsito V3 a mitad de
FA. La existencia de una proporcion mas o menos importante (desde un 8 % a un 42 %) de Sc
indigenas es muy probablemente debido a la proliferacion de éstas durante las primeras 24 h 0 96
h en las que las Lt estan actuando.
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a mitad y a final de FA de las vinificaciones de las vendimias 2018 y 2019

Implantacion
antes de la

inoculacion de Sc

Implantacion a

mitad de FA

Implantacién a
final de FA

Vc1 (Sy) - 100 % Sc ¢ 100 % Sc ¢
. . 42% Lt c + 42% Sc 67% Sc c + 33%
0,
Ve;(;i;gua V1 (Sy) 100 % Ltc c + 16% otras Sc otras Sc
42% Ltc + 16% Sc 92% Scc + 8%
0,
V2 (Sy) 100 % Ltc c + 42% otras Sc otras Sc
Vc2 (Sy) - 100 % Sc ¢ 100% Sc ¢
[v) 0,
V3 (Sy) 100 % Lt ¢ 100 % Sc ¢ 92% Scc + 8%
otras Sc
I Vc3 (Cs) - 100 % Sc vs 100 % Sc vs
Vendimia va(Cs) | 25%Ltc+75% [40%Ltc+40%Sc | 75% Scvs + 25%
2019 otras no-Sc vs + 20 % otras Sc otras Sc
45% Lt 26F12 +
0, 0, 0,
vioe) | S | o s | TR SEY
otras Sc
V6 (Cs) 66% Lt4M15 + 60% Lt 4M15 + 35% | 65% Sc vs + 35%
34% otras no-Sc | Sc vs + 5% otras Sc otras Sc

3.2. Fermentacion malolactica (FML)

Respecto a la cinética de la FML, la figura 2 muestra como en la variedad Syrah en la
vendimia del 2018 se alargd hasta los 52-54 dias en los casos donde se habia inoculado la Lt ¢
(V1 y V2) mientras que en la fermentacion control (Vc1) la FML termind transcurridos 18 dias.
Estos resultados podrian deberse al hecho de que L. thermotolerans produce &cido lactico a partir
de los azucares presentes en el mosto, y una concentracion demasiado elevada de este &cido
podria llegar a ralentizar o incluso inhibir la FML llevada a cabo por las BAL. Concretamente, V1'y
V2 tenian unos valores de 4,15 g/l y 4,01 g/l de &cido lactico al terminar la FML, respectivamente.
En cambio, Vc1 presentd una concentracion de acido lactico de 1,16 g/l al final de la FML (Tabla
3). En cambio, los resultados de la vendimia 2019 con la misma variedad mostraron que la FML
V3 termind 6 dias antes que la FML de Vc2 (Figura 2). En este caso, la concentracion de acido
lactico de V3 al final de la FML fue de 2,77 g/l y la de Vc2 de 1,31 g/l (Tabla 3). En este caso, a
pesar del incremento de acido lactico por parte de L. thermotolerans mas el producido por O. oeni,
esta cantidad no inhibié la FML en la vinificacidn V3.

Finalmente, los resultados de las vinificaciones de la variedad Cabernet sauvignon
mostraron que la FML de Vc3 terminé a los 9 dias de iniciarse y 8 dias antes que la FML de V4 y
que las FML de V5 y V6. Estas dos ultimas no llegaron a terminar y se dieron por finalizadas a los
35 dias de seguimiento ya que se detecto analiticamente un estancamiento en los valores de &cido
malico y lactico (Figura 2). En este caso, las concentraciones de acido lactico a final de la FML
para Vc3, V4, V5 y V6 fueron de 1,48 g/l, 2,17 g/l, 2,87 g/l y 2,75 g/l respectivamente (Tabla 3).
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Respecto a la implantacion de las BAL, en todas las vinificaciones se detectd una
imposicién de mas de 90% de la cepa de Oo inoculada.

Con los resultados obtenidos, se pone en evidencia de que un incremento excesivo de
acido lactico debido al metabolismo de cepas de L. thermotolerans, sumado al producido por las
BAL hasta valores cercanos o superiores a 3 g/l podrian ralentizar o inhibir la FML en la elaboracion
de vinos tintos.

3.3. Caracterizacion fisicoquimica de los vinos finales

De las caracteristicas fisicoquimicas de los vinos resultantes de las vinificaciones en las
que se utilizé una cepa de Lt (Lt ¢, Lt 26F12 o Lt 4M15) en comparacion con los vinos control, cabe
destacar que todos son vinos mas acidos. En la tabla 3 se puede observar como el incremento de
acidez total es notable, aumentando entre 0,5 g/l y 2 g/l en acido tartarico en las vinificaciones con
Lt en comparacion con las respectivas vinificaciones control. Este incremento de la acidez total es
atribuible al contenido mas elevado en &cido lactico. Concretamente, en la vendimia de 2018 con
la variedad Syrah el &cido lactico incrementé aproximadamente 3 g/l en los vinos resultantes de
las vinificaciones con Lt en comparacion con las vinificaciones control, mientras que en la vendimia
de 2019 (en las variedades Syrah y Cabernet sauvignon) incrementé entre 1g/l y 1,5 g/l. Una
hipdtesis para comprender estos resultados es que el incremento de &cido lactico que Lt puede
producir durante los primeros dias de fermentacion puede estar relacionado con el tiempo en que
Lt pueda actuar en solitario antes de inocular una cepa de Sc y/o BAL. Otras caracteristicas que
también se observaron fueron un ligero incremento de glicerol (0,5 g/l) y una reduccion de unas
décimas del grado alcohdlico de los vinos producidos en presencia de Lt en comparacion a los
vinos control.

Tabla 3. Analisis de los parametros fisicoquimicos de los vinos de las vendimias

2018 y 2019.
end a 2018 end a 2019
Vet V1 V2 Vc2 V3 Vc3 V4 V5 V6
o o 1424 | 1414 | 1328 | 14,11 | 14,1 | 14,22+0,07 | 14,15 £ 0,01 | 14,06 £ 0,03 | 14,06 + 0,09
e tarearii 6 8.2 8,2 6,5 73 | 517006 | 557006 | 7,35£0,07 | 7,07+0,1
p 335 | 345 | 345 | 342 36 | 373£001 | 372001 | 355002 | 357 0,01
do o (g 1,16 | 4,15 | 4,01 1,31 2,77 | 1,48+0,02 | 217£0,05 | 2,87 0,11 | 2,75+ 0,04
do o (g <01 | 022 | 014 | 008 | 006 | 01+000 | 01000 | 1,08+0,09 | 0,86+ 0,10
do o (g 047 | 06 | 078 | 034 | 034 | 0752002 | 0,77£0,02 | 0,67£0,01 | 0,69 0,04
ol (g 9,4 10 9,9 10,5 10,9 | 9,77+0,22 | 10,26 +0,27 | 10,22 £ 0,07 | 10,27 0,2
02 to g 32 48 64 48 26 317 3417 280 314
bs 280 64,71 | 67,81 | 66,82 | 5346 | 56,25 | 3563 +3,93|37,27£3,27 39,17 £0,48 | 39,60 £ 3,56
bs 420 4,798 | 5705 | 6,013 | 5321 | 7,243 | 3523+04 |3,412+0,26| 4,08 +0,01 | 3,833+ 0,32
bs 520 10,598 | 11,58 | 11,601 | 11,68 | 14,813 | 3,785+ 0,58 | 4,534 + 0,65 | 4,85 +0,32 | 4,813 + 0,57
bs 620 1,614 | 2121 | 2,384 | 1,726 | 3,013 | 0,847 £0,08 | 0,974 + 0,09 | 1,04 +0,03 | 1,039 + 0,07
17,01 | 19,406 | 19,908 [ 18727 | 25069 | 8,155 8,92 9,97 9,685
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3.4. Caracterizacion organoléptica de los vinos finales

La caracterizacion sensorial de los vinos tintos de las dos vendimias ayudd a definir el
impacto que tiene el metabolismo de las cepas de Lt (Lt c, Lt 26F12 o Lt 4M15) en los vinos
producidos. Para su analisis se us6 una ficha dividida en dos partes: en la primera se puntuaron
descriptores organolépticos generales (color, aroma, sabor y post-sabor segun su calidad e
intensidad), y en la segunda, se definieron los descriptores aromaticos de los vinos.

En la figura 3 se muestra a modo de ejemplo los resultados obtenidos del anélisis
organoléptico (descriptores generales y aromaticos) de los vinos obtenidos en la vendimia del 2018
y 2019 con la variedad Syrah.

Vendimia 2018 - Syrah Vendimia 2019 - Syrah
color-matiz color-matiz
8~ Brms
post gusto- o T post gusto-sensacion i < ~

“—_ color-intensidad ~<__.color-intensidad

sensacion final” final

post gusto-

postgusto- /
persistencia ‘-\

3 | \ olfacto-intensidad
persistencia | /

olfacto-intensidad

gusto-

gusto- \_
evolucién/equilibrio .

x N _/ olfacto-calidad
evolucién/equilibrio ™

/,/Jolfacto-cal'ldad

gusto-intensidad gusto-entrada gusto-intensidad gusto-entrada

—Vcl —V1 —V2 —Va2 —\

Vendimia 2018 - Syrah

Vendimia 2019 - Syrah

lacticos—

frutos secosl// i
e
vegeta ‘

/]

/ / fruta cocida

mineral — __—balsamicos

especiado especiado

—Vcl —V1 —V2 —\Vc2 —V3

Fig. 3. Analisis organoléptico: descriptores generales (superior) y aromaticos (inferior) de
los vinos de Syrah de las vendimias 2018 y 2019 (Vec1, V1, V2; Vc2, V3).

Los resultados de la descripcion general de los vinos de las vendimias 2018 y 2019 de la
variedad Syrah mostraron que las vinificaciones mejor valoradas fueron aquellas que habian sido
inoculadas con Lt + Sc, tanto aquellas en las que la FA y la FML se habia llevado a cabo de forma
secuencial (V1) o coinoculada (V2 y V3), en comparacion con las vinificaciones control inoculadas
unicamente con Sc.
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De la descripcion aromatica de los vinos se concluyé que los vinos de la vendimia de 2018
tenian un perfil bastante diferenciado entre ellos y destacaban los aromas vegetales y animales
en las vinificaciones donde se habia afiadido Lt, probablemente debido a la larga duracion de la
FML, aunque los aromas florales y de frutos rojos son muy similares en todas las vinificaciones.
Por otro lado, los vinos de la vendimia 2019 de Syrah fueron relativamente parecidos entre ellos a
nivel aromatico, pero ligeramente mejor valorado V3 en comparacion con Vc2 (control), con muy
poca presencia de aromas vegetales y animales (descriptores negativos) y con un predominio de
la fruta fresca, roja y notas especiadas y sobre todo minerales.

La figura 4 describe los resultados de la evaluacion sensorial de los vinos de Cabernet
sauvignon de la vendimia 2019. Los catadores destacaron de los descriptores generales una
menor preferencia por los vinos V6 elaborados con Lt 4M15, a nivel de equilibrio y persistencia del
post-gusto, destacando una excesiva acidez de los vinos. En los descriptores aromaticos, los vinos
presentaron perfiles diferentes entre ellos, destacando los aromas balsamicos en el vino control
(Vc3), notas especiadas en los vinos elaborados con Lt 26F12 o fruta confitada-cocida en los vinos
con Lt c. Los vinos elaborados en inoculacién secuencial con una Lty una Sc fueron evaluados en
general como menos florales.

Vendimia 2019 - Cabernet sauvignon

Vendimia 2019 - Cabernet sauvignon

Matiz color

o 8 Floral
Sensacidn final

post-gusto

Notas Ldcticas Fruta fresca

Persistencia post-
gusto

Fruta confitada

Evolucion/equilib
rio gusto

Calidad olfato Minceal

Intensidad gusto Entrada gusto Balsamicos Vegetales

——V5 —=-V6 v4 Vc3

Especiado

——V5 —=-V6 va Ve3

Fig. 4. Analisis organoléptico (descriptores generales y aromaticos) de los vinos de la
vendimia de 2019 de la variedad Cabernet sauvignon (Vc3, V4, V5y V6).

4. Conclusiones

De este estudio se puede concluir que el uso L. thermotolerans (Lt ¢, Lt 26F12 o Lt 4M15)
en inoculacion secuencial o coinoculacién con una cepa de S. cerevisiae (Sc ¢ 0 Sc vs) puede ser
una buena herramienta para obtener vinos con mayor grado de acidez debido a la produccién de
acido lactico por parte de Lt. Sin embargo, los resultados parecen indicar que elevadas
concentraciones de acido lactico (cercanas o superiores a 3 g/l) podrian interferir en el desarrollo
de la FML. Para poder solventar este fenémeno, el incremento de la acidez se podria modular con
una estrategia de inoculacién entre las cepas de levadura (no-Sc y Sc) y de BAL utilizadas. El
tiempo de actuacion de las cepas de Lt antes del indculo de Sc parece ser optimo en 24 h'y los
mejores resultados se han obtenido cuando las BAL se han coinoculado con una cepa de Scy se
ha inducido la FA'y la FML simultdneamente.
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Con los resultados obtenidos en ambas vendimias y con dos variedades evaluadas, todo

parece indicar que el uso de Lt en combinacién con Sc y BAL podria ser una buena estrategia
biolégica, no solo para aumentar de forma natural la acidez de los vinos, sino también para reducir
el grado alcohdlico, incrementar el contenido de glicerol y obtener un buen perfil organoléptico.
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Resumen

El IMIDA, desde el aio 2000, ha desarrollado un programa de obtencién de nuevas
variedades de vid a partir de monastrell, en un clima semiarido mediterraneo. En una
primera fase se estudiaron 1591 cruces de monastrell, establecidos en campo a partir de la
germinacion de semillas procedentes de los cruzamientos. Una vez que estos cruces
entraron en produccion, se realizé una seleccion basada en la calidad de la uva, partiendo
solo de una cepa por cruce. En una segunda fase se estudiaron 44 cruces tintos y 12
blancos, preseleccionados en la primera fase, partiendo de 20 cepas de cada cruce
injertadas sobre R110. La seleccion se realiz6 por fecha de vendimia y calidad del vino con
los datos de varios afios de estudio. En 2018 comenzé una tercera fase, donde se procedié
a registrar las nuevas variedades de vid y su implantacién en parcelas experimentales, en
colaboracion con bodegas y agricultores en distintas zonas de la Region de Murcia.

En marzo de 2022 se reconocieron como nuevas variedades comerciales, orden
APA/228/2022 BOE 25/03/2022, (https://www.boe.es/boe/dias/2022/03/25/pdfs/BOE-A-2022-
4799.pdf) apareciendo en el boletin de registro de variedades comerciales de la oficina
espanola de variedades comerciales N° 2/2022 (27/04/2022). Asi mismo, el 04/04/2022, la
CVPO (Oficina Comunitaria de Variedades Vegetales), concedio la proteccion comunitaria
(https:/lonline.plantvarieties.eu/publicSearch?denomination=myrtia). EI BOE publicé el 1 de
marzo 2023 su inclusion como variedades de vid autorizadas para producir vinos en la
Region de Murcia (https://www.boe.es/boe/dias/2023/03/01/pdfs/BOE-A-2023-5370.pdf).
Hablamos de Calblanque, Calnegre, Gebas y Myrtia.

1. Introduccién

Los Equipos de Enologia y Viticultura, de Mejora Genética Molecular y el Servicio de
Certificacion Sanitaria de Vid, que antes formaban el Departamento de Viticultura y Enologia del
IMIDA, vienen realizando un programa de mejora de la variedad Monastrell basado en
cruzamientos con otras variedades, desde finales de los afios 1990. El objetivo inicial fue obtener
variedades adaptadas a zonas célidas, con una composicion fendlica elevada y un perfil
mediterraneo. Estos objetivos se han ampliado, buscando resistencias, maduracion con un grado
Baumé bajo y variedades sin pepita. Todo este trabajo puede clasificarse en tres fases. La Tabla
1 recoge la cronologia de las plantaciones de las fases 1y 2 asi como los anélisis de uvas
realizados en estas fases.
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En la fase 1, las semillas obtenidas en el proceso de cruzamientos, se colocan en un

marco de plantacién de 3 m x 0,5 m. Las grandes plantaciones de semillas, fase 1, provenientes
de cruces con Monastrell, se realizaron en 2001, 649 semillas, y en 2005, 942 semillas. Finalizaron
en 2012 con la plantacién de 2.258 semillas provenientes de cruzamientos de la preseleccion de
cruces de los afios 2003 y 2008. La seleccion en esta fase es por calidad de uva y del total de
1591 semillas plantadas en 2001 y 2005, se preseleccionan 44 cruces tintos y 13 blancos. De las
2258 semillas plantadas en 2012, se preseleccionaron 5 cruces tintos.

Tabla 1. Cronologia de las plantaciones y analisis de uvas.

) . Cruces | Cruces Analisis Analisis

Afo Fase | Semillas Ti Cepas Cepas/Ha Cruces Cruces
intos | Blancos .
Tintos Blancos

2001 F1 649 1 6.666 20
2002 58
2003 F2 10 20 3.200 67 12
2004 202 37
2005 F1 942 1 6.666 217 60
2006 180 18
2007 200 25
2008 F2 2 7 20 2.667 362 117
2009 420 163
2010 F2 16 1 20 2.667-3.200 578 234
2011 430 230
2012 F1 2.258 1 6.666 259 171
2012 F2 10 20 2.667
2013 47 28
2014 F2 6 5 20 2.667 39 13
2015 44 13
2016 905 13
2017 94 13
2018 F2 5 20 2.667

En la fase 2, la primera plantacion tuvo lugar en 2003. Se seleccionaron 10 cruces tintos
que provienen de los primeros cruzamientos realizados, antes de la plantacion del afio 2001.
Tuvimos que comprobar que los criterios de seleccion eran eficaces y que los vinos obtenidos con
estos cruces tenian un contenido polifendlico elevado. Por eso transcurre tanto tiempo hasta la
siguiente plantacion de la fase 2 en 2008, donde se plantaron 2 cruces tintos y 7 cruces blancos.
. Continuamos en 2010 con 16 cruces tintos y 1 blanco. El afio 2012 se plantaron 10 cruces tintos
y en, la ultima plantacién de cruces de Monastrell fue en 2014, con 5 cruces tintos y 5 cruces
blancos. De los 2.258 cruces dobles de la fase uno plantados en 2012, hicimos una preseleccion
en 2016 de 100 cruces, y se preseleccionaron 5 en 2017 por ser los mas adecuados a madurar
con un grado Baumé bajo, de los que seguimos evaluando la calidad de su vino. En esta fase, los
cruces preseleccionados en la fase 1, se injertan sobre R110 y las plantas injertadas, se colocaron
a un marco de plantacion de 3 m x 1,25 m. La seleccion de esta fase se hace por calidad de vino,
produccion y fecha de vendimia. Nos hemos quedado con 6 variedades tintas y 4 blancas, y falta
por incluir la seleccion final de los cinco cruces dobles.
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La fase 3 tiene dos pasos. El primero consiste en la inscripcion de las nuevas variedades

en el registro de variedades comerciales, tiene una duracién de cinco afios. Las condiciones de
entrega de este material estan recogidas en la pagina web del MAPA
(https://www.mapa.gob.es/es/agricultura/temas/medios-de-produccion/rvc-
especiesfechascantidadescondicionesycentrosdeensayoactualizado-6marzo2023_tcm30-
645146.pdf). A finales del afio 2017, se entregd a la Oficina Nacional de Variedades Vegetales,
los injertos de un afio con los cruces que se decidieron registrar. Dado que el proceso de registro
dura cinco afios, esta primera seleccién se realizd con los cruces de la fase 2 plantados en 2003,
2008, 2010 y 2012. Los cruces elegidos, ordenados por fecha de vendimia, fueron Calblanque
(MC180), Myrtia (MS10), Gebas (MC98) y Calnegre (MC80). En marzo de 2022 se reconocieron
como nuevas variedades comerciales, orden APA/228/2022 BOE  25/03/2022,
(https://www.boe.es/boe/dias/2022/03/25/pdfs/BOE-A-2022-4799.pdf), Asi mismo, el 04/04/2022,
la CVPO (Oficina Comunitaria de Variedades Vegetales), concedi6 la proteccién comunitaria
(https://online.plantvarieties.eu/publicSearch?denomination=myrtia).

En diciembre de 2018 comenzd el proceso para el registro de dos nuevas variedades
tintas, Carmoli (MC4) y Quipar (MC18). La primera se caracteriza por madurar con 11,5 grados
Bumé. En marzo de 2023, re reconocieron como nuevas variedades comerciales, orden APA
Orden APA/228/2023, BOE 8 marzo de 2023 (https://www.boe.es/boe/dias/2023/03/08/pdfs/BOE-
A-2023-6179.pdf) Y la CPVO concediéd su proteccion comunitaria con fecha 03/04/2023. Si
dividimos la vendimia en cuatro épocas, tenemos que Calblanque y Myrtia pertenecen a la primera,
Carmoli y Quipar a la segunda, Gebas a la tercera y Calnegre a la cuarta, siendo la que mas se
aproxima a la fecha de vendimia de Monastrell.

El segundo paso de la fase 3, consiste en la elaboracion de un informe de aptitud,
conforme al anexo XX del Real Decreto 32/2023, de 24 de enero por el que se regula el potencial
de produccion viticola (https://www.boe.es/boe/dias/2023/01/25/pdfs/BOE-A-2023-2024.pdf),
consistente en un estudio consecutivo de cinco afios de producciéon desde el comienzo del
examen. Este informe de aptitud se eleva al MAPA y una vez que es aceptado, publica en el BOE
el listado de las variedades autorizadas para producir vino en la Region de Murcia, en nuestro caso
en el BOE de 1 de marzo de 2023 (https://www.boe.es/boe/dias/2023/03/01/pdfs/BOE-A-2023-
5370.pdf). Han pasado mas de 23 afios y ya podemos tener vinos comerciales de las nuevas
variedades, eso si, solo para la Regién de Murcia.

Nunca fue nuestra prioridad el registro de nuevas variedades, pero si esta es la finalidad
desde el principio, teniendo en cuenta que se necesitan tres afios para que el vifiedo entre en
produccion, necesitamos 6 afios en la primera fase, otros 6 para la segunda fase, 5 afios para el
registro de variedades, que se pueden hacer coincidir con el periodo del examen de aptitud, y 1
afio mas hasta la aprobacion por el MAPA. Hablamos de un periodo de tiempo minimo de 18 afios.
Eso si, sdlo estan autorizadas para la Regién de Murcia. Hasta enero de este afio, una vez
autorizadas en una region de Espania, cualquier region podia solicitar su inclusion, pero el articulo
34 del Real Decreto 32/2023 ha cambiado y ahora es requisito demostrar que las condiciones
agroclimaticas son similares. La inclusion de estas variedades en los pliegos de condiciones de
las diferentes menciones de calidad, CRDOP, IGP, ya es otra historia.
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2. Material y Métodos

El proceso de los cruzamientos se describe por Martinez Cutillas, A. (1) en el Libro de la
Monastrell y por Ruiz-Garcia, L. (2) En la Tabla 2 pueden verse los cruces plantados por tipo en
las fases 1y 2. Los parentales empleados en 2001 fueron Tempranillo, Syrah, Cabernet Sauvignon
y Barbera. El afio 2005 se afiadio Verdejo y en todos los casos Monastrell actué como madre, al
presentar la floracion mas tardia. El afio 2012 se procedid a la plantacién de semillas que
provenian de cruzamientos entre cruces preseleccionados en los afios 2003 y 2008. De forma
orientativa, en torno al 50% de los cruces no tiene produccidn, o es tan baja que no permite su
andlisis. Los cruces que tienen una calidad fendlica mas alta fueron los obtenidos con Cabernet y
Syrah. A destacar el buen comportamiento de un cruce blanco con Tempranillo y sobre todo con
Verdejo, que representa la excepcion que confirma la regla. Los cruces con Barbera presentan un
buen comportamiento, pero nunca llegan al alcanzado por los cruces de Monastrell con Cabernet
y Syrah, cosa que si consiguen los cinco cruces dobles preseleccionados y estudiados en la fase
2, cuya seleccion final esta por decidir.

Tabla 2. Tipo de cruce y afio de plantacion.

MC80 | MC59 | MC19 | MS104

Ao Fase MC | MS | MT | MB | MV MS49 | Ms49 | Msaa | Mcss

2001 F1 271 | 136 | 119 | 123

2005 F1 201 | 134 | 9 | 206 | 392

2012 F1 831 595 398 434
Seleccion F2 Tintos 23 | 15 1 5 1 2 2

Seleccion F2 Blancos

Registrados F3 Tintos

Registrados | F3 Blancos

W=D

En proceso

El volumen muestras de uvas analizadas, fue cambiando, asi como su metodologia.
Comenzamos analizando la composicién fendlica total por el método Lamadén, F. (3) y la
extractabilidad de los mismos por el método de Saint- Cricq, N. (4), que da informacidn sobre la
madurez de la pepita y de la pared celular. Luego pasamos al método Failla (5), donde la
composicion fendlica total de la piel y de la pepita se obtiene por separado. Este método se empled
a partir del afio 2012 para los cruces preseleccionados de la fase 2. Para la preseleccién de los
100 cruces dobles, plantados en 2012, aplicamos un analisis directo al triturado de la uva, sin
extracciones, analizando antocianos e indice de Folin, Fernandez, J.I. (6). Actualmente estamos
analizando la calidad de la uva por el método ITV standard (7), que emplea una hora de extraccién.

En la Tabla 3 se muestra la cronologia de las plantaciones correspondientes a las
variedades registradas y aquellas que lo seran en un futuro. Se comenzé una colaboracién con
empresas de la Regidn interesadas en las nuevas variedades. Con todas ellas se han firmado
convenios de cesion de material vegetal para la plantacion de vifiedos experimentales. Ademas
de las variedades anteriores, en 2018 se realizaron plantaciones de un cruce tinto MS104, de dos
cruces blancos, MC69 y MT103, al que hemos afiadido este afio un cruce blanco mas, MV67.
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Durante los afios 2018 a 2021, se realizaron estudios de maduracién, tendentes a buscar

el momento dptimo de vendimia para cada variedad. En los estudios de maduracion, la calidad

general de la uva se analizaba en el triturado de la misma y la composicion fenélica se analizaba

por el método I.T.V. Estos estudios de maduracion acabaron por confirmar que la variedad MS104
madura con un grado Baumé bajo. Por razones de espacio no se incluyen datos.

Tabla 3. Plantaciones de variedades en proceso de registro. Fase 3.

Ao Situacion Variedad Cepas Cepas / Ha
2018 Calblanque 80 3.333
2018 Calnegre 255 3.700
2018 Gebas 258 4.000
2018 Myrtia 256 3.333
2018 Quipar 254 3.333
2018 IMIDA Carmoli 174 3.333
2018 FINCA HACIENDA NUEVA Monantrell Clon188 126 3.333
2018 CEHEGIN. Mononastrell Clon 4 96 3.333
2018 MT103 88 3.200
2018 MC69 80 3.333
2018 MS104 80 3.333
2021 Mononastrell Peluda 257 4.000
2023 MV67 80 3.333
2018 FINCA TOLI Myrtia, MC69

2018 BODEGAS MONASTRELL Myrtia, MC69

2020 BODEGAS LUZON Myrtia, Carmoli

2020 BODEGAS EVINE Myrtia

2021 BODEGAS CARCHELO Myrtia, Calblanqgue, Carmoli, MC69

2021 BSI Myrtia, Gebas, Carmoli, MT103

Las elaboraciones siguen criterios técnicos, tendentes a potenciar el caracter varietal,
frente a las técnicas de vinificacion. La vendimia se realiza de forma manual a primera hora de la
mafiana. Se transporta desde la Finca Experimental Hacienda Nueva de Cehegin hasta la bodega
Experimental de Jumilla y se conserva en camara frigorifica a 8°C hasta su elaboracién, que, para
tintos, sigue las reglas clasicas de despalillado, estrujado y sulfitado. El hueco del depdsito se
inertiza y al dia siguiente se realiza la analitica inicial del mosto, la adicion del pie de cuba y la
correccion de acidez. Hay un bazuqueo diario del depdsito, mientras dura la fermentacion
alcoholica y se mantiene la maceracién durante 14 dias. Se mezcla el vino del presado con el de
yema, y se hacen dos trasiegos consecutivos, a los dos dias del prensado y a los dos dias del
primer trasiego, para evitar olores a sulfhidrico. Se afiaden bacterias lacticas y se mantienen a
18°C hasta su finalizacién. Para vinos blancos, el sulfitado se divide. Se afiade en el despalillado,
estrujado, en el prensado y en el depdsito de desfangado. El desfangado es estatico, por frio y
con enzimas pectoliticos. Al dia siguiente se desfanga, se analiza y se afiade el pie de cuba y la
correccion de acidez. Segun los datos de control de campo, si la acidez es baja, se puede realizar
una primera correccion de acidez antes del desfangado. No hay un control estricto de la
temperatura de fermentacion, ya que se buscan aromas varietales. Una vez finalizada la
fermentacidn alcohdlica, se trasiega, se sulfita y se conserva en frio.
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3. Resultados

Los criterios de seleccidn en la fase 1 por calidad de una se resumen en la Tabla 4.
Comenzamos aplicando un criterio de aquellos cruces con valores medios superiores a la media
de todos ellos. Esto se repite tantas veces como sea necesario para llegar al numero de cruces
que se pueden plantar. Se van afadiendo criterios en el proceso de seleccion, que hacen
referencia al PH, tamafio del gano, que en este caso no tuvo ninguna incidencia, produccién, nivel
de maduracion optima y fecha en que se alcanza. En la Ultima seleccion de la fase 1 realizamos
catas de uvas, ya que el volumen de muestras lo permitio, y fue un criterio importante, sobre todo
en cruces blancos. Su cata nos permitid seleccionar cruces con aromas especiados muy frescos,
que recuerdan a la familia de la hierbabuena.

Tabla 4. Criterios de seleccion Fase 1

Método Compuestos Fenolicos Antocianos

Lamadon 6,6 g/Kg uva 0,9 g/Kg uva

Extractabilidad 60 IPT Extraibles 1000 mg/L Antocianos Totales
Osvaldo 2800 mg/Kg uva 2400 mg/Kg de uva

Triturado Directo 2300 mg/L 350 mg/L

En la fase 2, los criterios empleados fueron por calidad de vino, teniendo en cuenta como
principal criterio de calidad la concentracion del mismo, el indice de polifenoles totales y la
intensidad de color. La cata pas6 a un segundo lugar, debido a la dificultad de poder vendimiar
todos los cruces en su momento dptimo de vendimia. Clasificamos los cruces en cuatro épocas de
vendimia, separadas cada una de ellas por una semana y elegimos un cruce para cada una de
estas épocas. Las variedades Myrtia, Calnegre, Quipar y Gebas tienen una composicién fendlica
muy superior a Monastrell. Carmoli, que es una variedad que madura con 11,5 grados Baumé,
tiene una composicion fendlica similar a las variedades. Sin embargo MS104, que también madura
con un grado Baumé bajo, tiene una mayor intensidad de color y un buen nivel de polifenoles
totales. En la Tabla 5, se muestran los valores medios correspondientes a la composicion del vino
y uva, de los afios 2017 a 2022, incluido el afio 2019, donde se forzé una vendimia anticipada y
los datos de composicidn se vieron afectados.

Tabla 5. Valores medios 2.017 a 2.022 de las variedades seleccionadas. Fase 2

Variedad IlP.T. | Int. |Kilos | Antoc |C.F.T.- |Baumé | pH |Acidez | Acido Acido | Diferencia
Color |Cepa | mg/Kg piel Total |Tartarico | Malico |Monastrell
uva
Myrita 996 |605 |207 | 3723 | 3175 | 1355 | 3,63 4,3 4,7 2,3 -33
Calnegre 100,2 | 46,8 | 1,68 | 2925 | 3.122 | 12,86 | 3,65 3,5 47 1,2 -15
Quipar 86,7 | 441 | 242 | 2358 | 2770 | 13,67 | 3,54 4,3 53 1,6 -30
Gebas 90,4 [398 |246 | 2806 | 2728 | 1319 | 3,93 3,2 3.8 24 -19
MS104 656 | 342 |302 | 2340 | 2662 | 11,24 | 3,74 3,5 41 2,0 -30
Carmoli 474 | 201 | 240 | 1.911 1.925 | 11,77 | 3,67 3.4 4,5 14 -16
Monastrell | 430 | 14,0 |363 | 1.014 | 1400 | 1352 | 3,97 2,8 41 1,4 0
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Los datos de grado Baumé, acidez total, pH, acido tartarico y acido mélico corresponden
a la analitica del depdsito al dia siguiente al encubado. La acidez total se expresa en g/L de &cido
tartérico y la ultima columna da el valor medio de los dias de diferencia entre la vendimia de
Monastrell y las nuevas variedades. La variedad mas temprana es Myrtia, que se vendimia un mes
antes que Monastrell. Le siguen Quipar, Gebas y Calnegre. La variedad que peor comportamiento
presenta en valor de pH es Gebas, muy similar a Monastrell. EI mejor comportamiento es de
Quipar, con un valor medio de 3,59.

En cuanto a las variedades blancas, en el Grafico 1 se muestran los valores medios de
produccion en kilos por cepa y de composicion del mosto después del desfangado. Todas las
variedades destacan por un buen comportamiento agrondémico y una buena composicion acida.
La primera variedad que se vendimia es Verdejo, que marca el inicio de la vendimia en nuestra
parcela experimental. La Ultima es Calblanque, una semana después. La diferencia con monastrell
ronda los 35 dias.

Grafico 1. Valores medios de calidad, variedades blancas. Cosechas 2017 a 2022.
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4. Conclusiones

Los principales resultados obtenidos durante estos afios se plasman en la tesis doctoral,
Moreno, J.D. (8), donde se detallan todos los procesos, criterios empleados y caracteristicas de
las nuevas variedades. En otra tesis doctoral, Fernandez, D.J. (9) se realizan estudios sobre la
adaptacion a sequia de diferentes cruzamientos, destacando el comportamiento de Calnegre,
junto con el cruce MS104, que no ha sido objeto de registro. La descripcién de las variedades
registradas ha sido objeto de diversas publicaciones.

Las nuevas variedades también se han descrito en otras reuniones como la del SECH

celebrada en pamplona en octubre de 2022 (10) y en el congreso de la OIV celebrado en Ensenada
Baja California (México), noviembre 2022 (11) y en publicaciones asociadas al congreso (12).
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Todas ellas suponen una herramienta util para completar las caracteristicas de los vinos

de la zona, estan bien adaptadas al calor y su comportamiento en espaldera es superior en calidad
al que demuestra Monastrell, aunque su produccién es menor.
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Figura n®1.- Variedad Oneca
Resumen

En 2008, en el transcurso de una prospeccion de material vegetal en vifiedo
navarro en busca de Garnacha blanca, es localizada en Bargota (Navarra) una cepa cuyos
analisis genéticos posteriores determinaron que no nos encontrabamos ante dicha
variedad, sino que se trataba de otra desconocida (Maul et al., 2023) sin registrar en el
banco de germoplasma de referencia. Tras afos de estudio y evaluacion, se decidié darle
de alta en el RVC y bautizarla con el nombre de Oneca. En este trabajo se presenta una
caracterizacion preliminar agrondmica y enoldgica, asi como una descripcion de la
variedad que se viene haciendo estos ultimos anos en la parcela de conservacion de
material vegetal que Gobierno de Navarra tiene en Olite.

Los resultados obtenidos indican que estamos ante una variedad unica al borde
de la extincion que se ha conseguido recuperar para el presente, y que presenta
cualidades prometedoras tanto productivas como enolégicas y podrian enriquecer y
complementar el abanico varietal de nuestros viiedos.
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1. Introduccion

Actualmente, una de las grandes preocupaciones a escala mundial en el ambito
vitivinicola, es la fuerte disminucidn del nimero de variedades de vid cultivadas y la desaparicion
de otras muy antiguas (Mufioz-Organero et al, 2017). La pérdida de diversidad genética ha ido
aumentando desde el siglo XIX. Son muchos los proyectos a nivel estatal que se han llevado a
cabo y todavia estan en marcha cuyo objetivo es la preservacion y recuperacion de material
viticola minoritario.

La Estacion de Viticultura y Enologia de Navarra (EVENA), actualmente la Seccion de
Viticultura y Enologia de Gobierno de Navarra, lleva trabajando desde 1988 en la recuperacion
de cepas de vifiedo antiguo de Navarra. Como resultado, y hasta 2021, ha llevado a cabo 284
entradas de material recopilados que se guardan en su sede de Olite (Cibriain et al., 2021).

En este contexto, y de forma paralela, se inicié en 2008 un proyecto basado en localizar
y recopilar material vegetal de Garnacha blanca existente en vifias de cierta edad de Garnacha
tinta, con la finalidad de conservar la diversidad genética y realizar una seleccion clonal de la
variedad para poner a disposicion del sector material certificado, debido a la baja disponibilidad
de éste. (Rodriguez-Lorenzo et al., 2019).

Ese mismo afio, en el transcurso de dicho trabajo de recopilacion de garnachas blancas,
se marcan varias cepas en una vifia de mas de 70 afios sita en el paraje de Valdecularin del
municipio navarro de Bargota. La vifia, propiedad del agricultor navarro Hipélito Garcia Vicente,
se sitla a una altitud de 555 metros y se cultiva en secano con conduccion en vaso. La
coloracion blanca de las bayas y el hecho de que un gran porcentaje de las cepas existentes en
la vifia lo fueran de Garnacha Tinta, propicié que en un primer momento el viticultor confundiese
este cepaje con el varietal Garnacha Blanca, por lo que, como tal, se introdujo en el
conservatorio de cepas de EVENA con el codigo GBO7.

&
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Figura n°2.- Cepa original seleccionada  Figura n°3.- Detalle del racimo cepa original
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Desde 1940 se venia cultivando esta vifia desconociendo que entre sus cepas de

Garnacha existia una rareza viticola que por suerte se pudo recoger antes de su arranque en el
afio 2010.

En 2009, con objeto de confirmar la identidad varietal, se realizé un analisis molecular en
el Instituto Madrilefio de Investigacion y Desarrollo Rural, Agrario y Alimentario (IMIDRA) para su
identificacion mediante la extraccién de ADN y el uso de marcadores de microsatélites (SSR). La
variedad fue catalogada como “NO IDENTIFICADA” porque no existia constancia de su genotipo
en el banco de germoplasma de referencia ubicado en El Encin (Madrid). El resultado de este
analisis, certificd, que no se trataba de Garnacha Blanca, sino de una variedad desconocida a la
cual se le adjudico el nombre fantasia “ZocaZarra 01”- T18, posteriormente Oneca.

Mas tarde, en 2016-2017, en el marco del Proyecto INIA RF2012-00027-C5-02
‘Documentacion, caracterizacion y racionalizacion del germoplasma de vid prospectado y
conservado en Espafia. Creacion de una coleccion nuclear’, se analizé de nuevo el ADN de la
variedad en el Instituto de Ciencias de la Vid y del Vino (ICVV) de Logrofio, mediante
marcadores SNP, el cual confirm¢6 la singularidad genotipica del varietal y los analisis de
parentesco realizados en este proyecto, constataron que “ZocaZarra 01”- (T18) era portadora del
clorotipo A y progenitora de otras dos variedades encontradas en Aragon, hoy denominadas
Gavina y Olivana:

- Gavina (Cddigo 4128) = Castellana Blanca x Oneca
- Olivana (Cddigo 4129) = Hebén x Oneca

El hecho de que Oneca sea progenitora de dos variedades desconocidas de Aragdn
indica un vinculo histdrico estrecho entre las comarcas vecinas que conforman el Alto Ebro.
Ademés, tanto Hebén como Castellana Blanca son dos variedades que aparecen
recurrentemente como progenitoras de muchas de las variedades ibéricas que se cultivan en la
actualidad, lo que nos permite plantear la hipdtesis de que pudiera ser, cuando menos, tan
antigua como ellas, y que se cultivaba en los mismos vifiedos. En el trabajo realizado por el
“Group of Genomics of Fruit Trees and Grapevine” de la Estacién Experimental de Aula Dei —
CSIC también se logré establecer la relacion de parentesco entre Oneca y la variedad aragonesa
Olivana. (Hiba Ghrissi et al., 2022)

En 2018, plantas con idéntico perfil genético al de Oneca fueron localizadas en la
poblacion de Barbenuta (Huesca), donde la viticultura practicamente desapareci6 a principios del
siglo XX. La circunstancia de que esta variedad haya sido localizada en dos ubicaciones
geograficas distantes entre si en mas de 200 kilémetros, refuerza la hipétesis de que Oneca no
es una variedad exclusivamente local que surge de una posible germinacién espontanea, sino
que en su dia tuvo cierta difusion.

El material vegetal se envié en enero de 2014 al Instituto Murciano de Investigaion y
Desarrollo Agrario y Alimentario para su analisis seroldgico y biologico mediante las técnicas de
Indexage Biologico, ELISA y PCR. Los resultados obtenidos para los virus oficialmente
reglamentados - virus de entrenudo corto, enrollado | y Ill y mosaico del Arabis (GFLV, GLRVI,
GLRVIII 'y ArMV) - fueron negativos. De modo sistematico, siguiendo los planes de control
reglamentarios establecidos, en los afios 2008, 2010, 2015, 2018, 2020 y 2022, se realizaron
mediante la técnica ELISA analisis serologicos correspondientes a los mismos virus en el
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Laboratorio de Biologia Vegetal del Departamento de Desarrollo Rural y Medio Ambiente del
Gobierno de Navarra dando igualmente resultados negativos en los virus oficiales.

La variedad se ha conservado en las fincas experimentales de la Seccion de Viticultura y
Enologia del Gobierno de Navarra como material parental en 3 contenedores (1 por cepa), en 6
cepas en la finca Extremal y en 30 cepas por referencia con 3 repeticiones en la finca Bareton,
ambas situadas en Olite.

En noviembre de 2017, esta vinifera inici6 su evaluacién en el IMIDA de Murcia, centro
nacional de referencia para la certificacion clonal sanitaria de la vid (mediante convenio MAPA),
imprescindible para el registro de la variedad en el RVC (Registro de Variedades Comerciales).
Se realizé la instancia de solicitud para su inscripcion en el RVC, haciéndose efectiva la entrada
de dicha solicitud el dia 27 de diciembre de 2017. Cuatro afios y tres meses después, el 25 de
marzo de 2022, aparecié publicado su registro en el BOE como ZZ1, por lo que, tras dar aviso de
que el nombre definitivo es Oneca, se publico en el BOE del 27 de junio de 2022 la orden
APA/588/2022 donde pas6 a denominarse Oneca. En la actualidad se halla en proceso de
autorizacion en la Comunidad Foral de Navarra.

El objetivo de este trabajo es la caracterizacion preliminar a nivel fenoldgico, productivo y
enoldgico de esta variedad blanca recuperada.

¢ Por qué el nombre de Oneca?

Oneca se emplea como nombre propio femenino en la zona media y oriental de la
Comunidad Foral de Navarra, y “Onecca” se cita como la madre de Ifiigo Arista, considerado el
primer rey de Pamplona, embrién y génesis del posterior Reino de Navarra.

En definitiva, Oneca se trata de un nombre de género femenino que evoca al pasado,
con raices que se entroncan en la historia de nuestra tierra y dota de originalidad nominativa a
una variedad de uva blanca que sin duda resulta singular.

2. Material y métodos
2.1. Caracterizacion fenolégica

Se ha llevado a cabo el seguimiento de los estados fenoldgicos de la variedad durante
las campafias 2016 a 2022 sobre 6 cepas de Oneca establecidas en la finca Extremal (42° 26’
17,00” N; 1° 38’ 53" O) en Olite, donde se encuentra el conservatorio de variedades. Cada afio,
semanalmente, durante el periodo vegetativo, se anot6 el porcentaje de yemas/racimos que se
encontraba en los dos estados principales segun Baggiolini. (Baggliolini, M. 1952.)

Para una mejor caracterizacion de la variedad, se ha comparado su fenologia con la

variedad Garnacha Tinta en los estados fenoldgicos principales: brotacién (inicio estado C, punta
verde), floracion (inicio estado 1), envero (inicio estado M) y vendimia (fecha de vendimia).
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Figuras n° 4 y 5 - Estado fenolégico racimos visibles y tamafio garbanzo

2.2. Caracterizacion agronémica

La caracterizacion agronomica de la variedad Oneca se ha realizado en la parcela
Bareton (42° 25’ 28,43” N; 1° 39" 44” O) en la cual se cuenta con 3 repeticiones de 5 cepas
sobre dos portainjertos (110R y SO4), habiendo un total de 30 cepas. Se plantd sobre 110R en el
afio 2013 y sobre SO4 en el afio 2014 a un marco de 2,60 por 1,30 m. La parcela esta conducida
en espaldera con un sistema de formacién en cordén doble Royat, con seis pulgares
desforracinados a dos brotes bien conformados. Se comenzaron a realizar controles en el afio
2018.

Para determinar el momento de la vendimia, se emple6 el indice de Maduracion de Cillis
y Odifredi que puede alcanzar valores en la maduracién industrial comprendidos en el intervalo
de 2.5 a 5y cuya férmula se expone a continuacion:

Azucar en gr/100 ml de mosto

IM:
Acidez total gr/l de mosto (&cido tartarico)

En nuestro caso, se ha utilizado con unas ligeras modificaciones en su calculo para
trabajar con resultados en nimeros enteros. Se estiman necesarios 1.7 g de azucar para obtener
un grado de alcohol, por lo que, habiendo medido el contenido en azdcar en % vol. a 20 °C, sera
necesario multiplicar el valor del Grado Probable (%vol) por 1,7 para obtener el contenido de
azucar en g/l de mosto, por 17 para estimarlo en g/100 ml. En base a éste indice modificado se
han tomado como valores adecuados los situados entre 30- 50 para los vinos blancos.

En el momento de la vendimia, se control6 el nimero de racimos por cepa, la produccion
(kg uva /cepa) y el peso medio del racimo (g). Adicionalmente, se tom6 del conjunto de las cepas
una muestra representativa de bayas, a partir de las cuales se obtuvo el peso de 100 bayas y los
parametros basicos de maduracion: grado alcohdlico probable, pH, acidez total tartarica y acido
malico.

Se ha calculado la media como estadistico de tendencia central y la desviacién estandar
como estadistico de dispersion para los datos basicos de produccidn peso de racimo y
produccion en kg por metro cuadrado en cada afio. Los valores de produccion obtenidos se han
comparado entre afios mediante analisis de varianza (ANOVA) y se han determinado grupos
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homogéneos a partir del analisis post hoc de Tukey-b. El conjunto de los analisis se ha realizado
mediante IBM SPSS Statistics v. 25 y se ha considerado un nivel de significacién a=0,05.

Figura n® 6.- Cepas de Oneca en la finca Bareton. Formacion en espaldera

Por otro lado, durante los afios 2021 y 2022, en el momento de la poda, se controlé de
manera individual el peso de la madera de poda por cepa, considerando 3 repeticiones y
obteniendo los valores medios de peso por cepa e indice de Ravaz, determinado éste como la
relacion entre la produccion y el peso de poda (kg).

2.3. Caracterizacion enolégica y organoléptica

De manera paralela a los controles agronomicos en campo, anualmente se ha venido
vinificando desde la campafia 2018 a la 2022 vino de Oneca. La elaboracion del vino se realiza
siguiendo el protocolo de elaboracién de vino blanco experimental de la Seccion de Viticultura y
Enologia (EVENA) consistente en un prensado sin despalillado, desfangado con enzimas
pectoliticas a baja temperatura y fermentacion alcohdlica a unos 18°C con siembra de una
levadura LSA neutra para permitir que la variedad se exprese.

Los pardmetros analizados del vino fueron: grado alcohdlico (% vol.); acidez total, (g/l
tartarico); pH; acidez volatil, (g/l acido acético); acido L-malico, (g/l), glucosa-fructosa, (g/l),
contenido en sulfuroso libre y total, (mg/l), contenido mineral (calcio, potasio, magnesio, todas en
mg/l) y los parametros de color (DO 320 nm, DO 420 nm, IPTs, en Abs/cm) todos ellos en el
Laboratorio Enolégico del Gobierno de Navarra.

Los analisis sensoriales se realizaron en la sala de catas de EVENA por un panel
formado por una media de 7 técnicas/os. Se empled la ficha de cata de la OIV (Organizacion
Internacional del Vino), que establece una puntuacién méxima de 100 puntos, dividiendo la cata
en fase visual (15 puntos maximo), olfativa (30 puntos méximo), en boca (44 puntos maximo) e
impresion general (11 puntos méximo). El afio 2022 se realiz6 una cata descriptiva empleando
una ficha adaptada de la norma ISO 11035.
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Las puntuaciones totales obtenidas en cata se han comparado entre afios mediante
andlisis de varianza (ANOVA) y se han determinado grupos homogéneos a partir del analisis
post hoc de Tukey-b. Para identificar de manera grafica las relaciones entre los vinos elaborados
cada afio respecto a las fases de cata y la impresion general, se han realizado anélisis de
componentes principales (ACP) para el conjunto de todos afios y con los resultados de la cata
descriptiva. El conjunto de los analisis se realizd mediante IBM SPSS Statistics v. 25 y XLSTAT
Trial 2023 y se ha considerado un nivel de significacion a=0,05.

3. Resultados
3.1. Caracterizacion fenolégica

Se ha observado, como aspecto diferenciador en brotacion, un retraso significativo
(aproximadamente 12 dias) respecto a la variedad de referencia Garnacha Tinta cultivada en la
misma parcela y con idéntico manejo agrondmico. Respecto al cierre de racimo e inicio de
envero, Oneca y Garnacha Tinta lo hacen simultdneamente.

Respecto a la madurez técnica entendida como el equilibrio adecuado entre grado
probable y acidez titulable, Oneca demuestra al menos 15-20 dias mas precocidad que
Garnacha Tinta.

Tabla 1.- Fenologia de Oneca en relacion a Garnacha Tinta. Se resaltan los momentos de
brotacion y vendimia.

Marzo Abril Agosto Septiembre Octubre

Variedad | 16-23 | 24-31 9-15 [ 16-23124-30 1-10 | 11-20 | 21-31| 1-10 | 11-20 |1 21-30 | 1-10 | 11-20
dia dias | dia dia dia dia dia dia dia dia dia dia

Garnacha
Tinta

Oneca

BROTACION VENDIMIA

3.2. Caracterizacion de la produccion

La fecha media de vendimia es el 16 de septiembre, observandose cierta variabilidad de
produccion entre afios.

Tabla 2.- Datos de Peso Racimo, produccion y peso 100 bayas de la variedad Oneca en la
finca de Bareton

. Media DesvEst
Afio Fecha Med.la Peso Desv!Est Peso Produccion Produccién Peso 100
racimo (g) racimo (g) e (el (kg/m2) bayas (g)
Ao 2018 12/09/2018 262,5 54,5 0,94 0,27 256
Afio 2019 25/09/2019 197,9 17,3 0,72 0,11 200
Afio 2020 24/09/2020 3471 108,1 1,88 0,55 183
Afio 2021 20/09/2021 209,6 9,6 0,97 0,09 244
Afio 2022 08/09/2022 230,5 3,0 1,03 0,05 216

-315-



GRUPO DE TRABAJO [ 35° REUNION ]

EXPERIMENTACION EN )
VITICULTURA Y ENOLOGIA

...................................................................................................................

La produccién media del conjunto de los afios en esta parcela se situa en 1,11 kg/m2. El
valor de 2020, es decir, 1,88 kg/m? (casi un 70% por encima de la media), el Unico no
homogéneo segun el analisis estadistico realizado, parece deberse a la elevada pluviometria que
acontecio durante la primavera, lo que se tradujo en un incremento notable en la produccion
(Figura 7).

Produccion anual y media (kg/m?)
2,00

b
1,80
1,60
1,40
~ 1,20 a a
E
~ a
® 100
a
0,80
0,60
0,40
0,20
0,00
Afio 2018 Afio 2019 Aflo 2020 Afio 2021 Afio 2022
s Media Produccién anual (kg/m2)  =———MEDIA
Figura 7.- Produccion anual (kg/m?) y media
Peso medio racimo y peso 100 bayas
400
b
350
300 a
a
250 a
8 a
E
8 200
[-T:]
150
100
50

Afio 2018 Afio 2019 Afio 2020 Afio 2021 Afio 2022

M Media Peso racimo (g) ™ Peso 100 bayas (g)

Figura 8.- Peso medio del racimo y peso de 100 bayas de Oneca durante los aios de
estudio en la finca de Bareton.
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El peso de 100 bayas es el pardmetro mas estable, con una variacion méxima respecto
de la media (220 g) de un 17%. El mayor peso de racimo en 2020, puede ser debido a las
condiciones del afio comentadas anteriormente que se tradujo en un mayor tamafio de racimos
(Figura 8).

En ambos pardmetros productivos se observan diferencias significativas entre afios. Los
afos 2018, 2019, 2021 y 2022 presentan medias similares, siendo el afio 2020 el que se
diferencia, presentando valores medios superiores.

Estos resultados indican que, en general, se trata de una variedad con una produccién
estable en el tiempo, si bien en ciertos afios se puede observar cierta variabilidad de la
produccion, relacionado con las condiciones climaticas particulares de cada campafia (como las
altas precipitaciones en la primavera del afio 2020).

En lo que respecta a los parametros basicos medios del mosto, Oneca en los afios de
estudio en la finca Baretdn present6 un grado alcohdlico probable de 14,03% vol.; un pH de 3,46,
oscilando entre 3,27 y un maximo de 3,55 y una acidez total en tartarico media de 4,7 g/l.

Tabla 3. Parametros basicos de maduracion y uvas de Oneca durante los afios de estudio
en la finca de Bareton. GAP, grado alcoholico probable; ATT, acidez total en tartarico; I.M.,

indice de madurez.
) . Acido malico

Afio Fecha GAP (% vol) pH ATT (g/l) (o) .M.
Ano 2018 12/09/2018 13,52 3,44 45 1,4 51
Afio 2019 25/09/2019 14,13 3,27 55 1,5 44
Afo 2020 24/09/2020 14,41 3,55 42 1,0 58
Afio 2021 20/09/2021 14 47 3,48 53 1,3 47
Afio 2022 08/09/2022 13,77 3,55 40 09 59

MEDIA 16-sep 14,06 3,46 4,7 1,2 51,7

Si observamos la Tabla 3, vemos cémo el indice de maduracion supera el valor 50 en 3
de los 5 afios de estudio, la necesidad de haber vendimiado con antelacion, para conseguir de
esa manera, unos parametros mas representativos del punto 6ptimo de la variedad.
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Figura 9. Racimo de Oneca durante los controles de vendimia.

El peso medio de control de la madera de poda se situa en 1073 g, con un indice de
Ravaz medio de 3,24. Estos valores se situarian ligeramente por debajo de los valores
establecidos como O6ptimos por Garcia- Escudero para la variedad Tempranillo (Garcia-
Escudero, et al., 1991) que considera el rango 4-7 como adecuados.

Peso madera de poda (g) e indice de Ravaz

1400 4,00
1200 ° 3,50
1000 3,00
2,50

800
2,00

600
1,50
400 1,00
200 0,50
0 0,00

Afio 2021 Afi0 2022

B Peso madera poda (g) @ Indice Ravaz

Figura 10. Peso de madera de poda e indice de Ravaz de Oneca durante
los afios de estudio en la finca de Bareton.
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3.3. Caracterizacion enolégica y organoléptica

Los parédmetros analiticos medios de los vinos de Oneca durante la serie de afios
ensayada dan como resultado un vino con una graduacion de 14,4% vol., una acidez total de 5,5
g/l, pH de 3,2 y un contenido en acido malico de 1 g/l como parametros mas destacados.
Asimismo, tiene una cantidad de IPT de 5 (Tabla n° 4).

Tabla n° 4. Parametros analiticos del vino elaborado de Oneca durante los afos de
estudio.

Acidez Acidez i
- Grac'h_) total volatil Glu+Fru Ac',d 0 = B el IPTs  Calcio Potasio Magnesio
Ao alcohdlico gl pH gl gl malico nm nm o psiem mgll mgll mgll
0,
%vol tartarico ac.acético gll Abs/cm Abs/cm
2018 13,36 570 319 0,50 14 1,2 1,289 0,034 3 58 261 53
2019 15,14 6,30 3,17 0,60 11 1,2 3643 0,048 5 40 370 83
2020 14,50 460 3,28 0,27 33 0,7 4,240 0,061 6 47 437 62
2021 14,60 530 324 0,40 05 1,0 2,935 0,048 5 52 501 57
2022 14,57 557 3,30 0,36 <0,3 1,0 0,399 0,056 <25 42 483 76
MEDIA 14,43 55 3,24 0,43 1,6 1,0 2,501 0,049 5 48 410 66

En las evaluaciones organolépticas mediante la ficha de la OIV, si bien se observan
diferencias significativas en la puntuacion total entre afos, todos los afios el vino joven se
catalogd dentro del intervalo “Bueno - Muy bueno” y la puntuacién ha ido incrementandose en los
ultimos tres afos, paralelamente a un mayor volumen de litros elaborados, llegando hasta 86
puntos totales 2021, con un 10 sobre 11 en impresion general y manteniéndose estable con
valores homogéneos segun el andlisis “post hoc” (Figura 11).

Puntuacién total
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Figura 11.- Evolucion puntuaciones de Oneca en la serie de afos evaluada
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En la cata descriptiva realizada en 2022 el vino de Oneca fue catalogado como un vino

de color amarillo pajizo con ribete verdoso, limpio, brillante. En fase olfativa destaco su

intensidad aromatica elevada y compleja, con aromas a fruta blanca, citricos y notas florales
(Figura 12). En boca se percibié equilibrado, con estructura y persistente (Figura 13).

s
Fase Aromatica
Intensidad
aromatica
5
4
Serie Fruta de
Serie Vegetal
erie Vegetal 3 arbol
2
1
Serie Herbal Serie Citrica
Serie Floral Serie Tropical

Figura 12. Fase aromatica. Prueba descriptiva Oneca

Fase gustativa

Equilibrio
5

4

Persistencia Dulce

Fresco Graso

Figura 13. Fase gustativa. Prueba descriptiva Oneca
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Figura 14. A.C.P. Cata descriptiva vinos ONECA Olite, cosechas 2013 — 2021
y valoracion fases sensoriales globales

Las diferencias detectadas en el andlisis post hoc se reflejan también en el analisis de
componentes principales (ACP) de las diferentes afiadas y las fases sensoriales globales, en la
cual los dos ejes explican el 96,48% de la variabilidad y donde los vinos elaborados los ultimos
afios obtienen mayor puntuacién en las diferentes fases. Ello puede ser debido a una
optimizacién en el proceso de elaboracién conforme se ha ido obteniendo un mayor volumen de
uva y un mayor conocimiento del comportamiento de la variedad. También muestra que se trata
de vinos equilibrados, en los que, a lo largo de los afios, las puntuaciones en las diferentes fases
se mantienen proporcionales respecto de la puntuacion total, siendo la fase olfativa la que
presenta mayores puntuaciones.
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Biplot (ejes F1y F2: 54,69 %)

10
Intensidad
8 aromgatica
ilibri Afrlitado Alcohélico
g | Fauilibriog Tonalidad | @ Fresco
DulceF|oraj<atador 3 ) .
— Persistencia
S 4 T Fermentacion
o~ Catador 5 Grato .
0 Li{npidez Rrica Hefbal Vegetal
IS —_ Tropical \ I Ardiente
N Fruta de arbo s Calido Lactico
w0 ~ = Oxidacién® 3dor 7
Catador 4__~ \ Amargo Reduccion
- Reducido
B . 1 e Otre .
2Catador 6 Catador 2 Lactea/cremosa
Minerg Catador 1 Acido
-4 Brillo +
-6 .
-4 -2 0 2 1 6 8

F1 (34,37 %)

e Variables activas @ Observaciones activas

Figura 15. A.C.P. Cata descriptiva vinos ONECA Olite Cosecha 2022, variables de la cata
descriptiva de los distintos catadores (ficha de cata de analisis descriptivo segtn el
método de la norma ISO 11035 especifica para vinos blancos)

En el ACP que relaciona los valores otorgados por los distintos catadores a las variables
consideradas en la cata descriptiva, los dos ejes explican un 54,69% de la variabilidad, y se
observa una agrupacion de la mayor parte de las/os catadoras/es que se asocian,
fundamentalmente, con las valoraciones mas altas de Intensidad Aromatica, Equilibrio, Afrutado,
Tonalidad y Floral, entre las variables méas destacadas.

4. Conclusiones

Oneca es una variedad unica desde el punto de vista genético y morfoldgico, con unas
buenas caracteristicas de cultivo.

Tanto los resultados relativos a su localizacion geografica, como los datos de parentesco
que la identifican como progenitora de otras variedades, permiten afirmar que se ha conseguido
recuperar para el presente una variedad al borde de la extincion que representa nuestro pasado
viticola, y da pistas sobre una vitivinicultura ancestral en el area geografica de la comarca viticola
del Alto Ebro

La brotacién media, su rusticidad frente a algunas enfermedades, asi como su
potencialidad para la elaboracion de un producto distinto y cualitativamente dptimo, son algunos
de los aspectos que han justificado la solicitud y la inclusién en el Registro de Variedades
Comerciales con el objetivo de que en el medio plazo pueda volver a cultivarse en los vifiedos
navarros.
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Asi, mediante las Ordenes APA/228/2022 y APA/588/2022, publicadas en el Boletin

Oficial del Estado en marzo y junio de 2022 se ha procedido a la inclusidén en el Registro de
Variedades Comerciales (Real Decreto 170/2011) de la variedad de vid ONECA. En la actualidad
se esta a la espera de la publicacién de la autorizacién de su cultivo en la Comunidad Foral de
Navarra.
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9. Ficha ampelografica de la variedad Oneca

SUMIDAD

Apertura extremidad

Totalmente abierta

Distribucion de la pigmentacién antocianica extremidad Ribeteada
Densidad pelos tumbados de la extremidad Baja
HOJA JOVEN
Color del haz Verde amarillento
Densidad de los pelos tumbados del envés Nula
PAMPANO

Color cara dorsal entrenudos
Color cara ventral entrenudos
Color cara dorsal nudos

Color cara ventral nudos

Verde y rojo
Verde

Verde y rojo
Verde y rojo

HOJAADULTA
Tamaio del limbo Medio
Forma Orbicular
Hinchazén del haz Débil
N° Iébulos Entre tres y cinco
Profundidad de los senos laterales Ausente
Apertura del seno peciolar Abierto
Relacion longitud/anchura de los dientes Medios
Forma de los dientes Convexos
Pigmentacion de los nervios Nula

Diente en seno peciolar

Limitacién venas en seno peciolar

Diente en seno lateral

Densidad pelos tumbados entre nervios envés
Densidad pelos erguidos sobre nervios envés

A veces ausente y otras presente
No delimitada

Ausente

Nula o muy baja

Nula 0 muy baja

Long peciolo/long nervio central Mas larga

RACIMO
Longitud Medio, algo menos de 16 cm
Compacidad Suelto-medio

BAYA

Longitud Corta, algo menos de 13 mm
Forma Esférica
Color de epidermis Verde
Intensidad coloracién de la pulpa Ausente
Grado de consistencia Blanda
Sabores particulares Especial

Presencia de pepitas

Bien formadas

ENVERO

Epoca de envero

Muy tardio

FLOR

Organos sexuales

Estambres completamente desarrolladas y gineceo
completamente desarrollado

Sumidad

Hoja adulta Racimo
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Parametros fisico-quimicos de vinos obtenidos de variedades resistentes a
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Resumen

La viticultura es un sector lider en la economia agricola espafiola y europea, pero
es también el de mayor uso de productos fitosanitarios. Los fungicidas utilizados para
prevenir enfermedades de la vid pueden generar impactos negativos en el suelo y afectar a
la calidad del vino. La utilizacién de variedades con resistencia genética a las enfermedades
fungicas (PIWIS) se presenta como una estrategia alternativa para mejorar la calidad y
sostenibilidad del sector.

En este contexto se ha realizado un estudio con nueve variedades PIWIS
comerciales con el fin de valorar su adaptacion a las condiciones de la DO Rioja. El objetivo
de esta investigacion fue analizar el potencial enoldgico de estas variedades mediante la
determinaciéon de los parametros fisico quimicos de las microvinifcaciones de cinco
variedades blancas (Fleurtai, Sauvignon Kretos, Sauvignon Nepis, Sauvignon Rytos, Soreli)
y cuatro tintas (Cabernet Eidos, Cabernet Volos, Julius y Merlot Khourus). Estas variedades
estan localizadas en una plantacion experimental en la finca de Valdegon del Gobierno de
La Rioja, en bloques al azar con tres replicaciones y Tempranillo y Viura como controles.
Se realizaron tres microvinificaciones por variedad.

Los vinos resultantes de la fermentacion alcohdlica se han analizado para los
parametros enoldgicos convencionales, que presentaron una gran variabilidad en pH,
acidez total y contenido en polifenoles totales. Las variedades blancas presentaron niveles
de acidez total mas elevados que las tintas, destacando Sauvignon Nepis y S. Rytos. Tres
variedades tintas C. Eidos, C. Volos y Julius presentaron altos niveles de antocianos,
caracteristica muy interesante dadas las caracteristicas climaticas de la camparia 2022.

El conocimiento del comportamiento agrondmico y enolégico de estas variedades
PIWIS en condiciones de La Rioja, permitira valorar la oportunidad de introducir variedades
mas sostenibles y abrir camino para el estudio de esta posibilidad con variedades
autdctonas riojanas.

1. Introduccion
Las enfermedades fungicas, en especial el oidio y el mildiu son responsables de
importantes pérdidas econdmicas en viticultura. La vid es el cultivo que recibe el mayor volumen

de productos fitosanitarios de todas las especies cultivadas en la Unién Europea. Este dato justifica
la preocupacién por la mejora de la sostenibilidad medioambiental de la viticultura.
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Ante las restricciones en el empleo de fitosanitarios que plantea el Pacto Verde Europeo,

una de las estrategias para abordar el desafio de la sostenibilidad viticola consiste en la plantacion
de variedades con resistencia genética a enfermedades fungicas. En diversos paises europeos,
Francia, Italia, Alemania y Suiza, se han obtenido en los ultimos afios, un repertorio de variedades
resistentes a oidio y mildiu, que se conocen como "PIWI"., y que estan registradas como
comerciales. En el contexto espariol, también existen iniciativas en este ambito; en Catalufia
(variedades del Penedés), y en Murcia, por parte del IMIDA (a partir de la variedad Monastrell);
que han generado variedades PIWI a partir de cepas adaptadas a sus respectivas zonas
viticolas.[2]

Para valorar la oportunidad del cultivo de variedades PIWI, es esencial estudiar su
comportamiento agrondmico: ciclo de cultivo, rendimiento, tamafio y peso de racimo, peso de la
baya, asi como caracteristicas de los mostos, en las condiciones edafoclimaticas de la zona.
Ademas, es necesario conocer su potencial enoldgico y la percepcion de los consumidores. En un
estudio previo, se han caracterizado estas variedades para los pardmetros agronémicos de interés.

En este contexto, el presente trabajo tiene como objetivo el estudio del potencial enolégico
de estas variedades en la DOCa Rioja mediante la caracterizacion de los parametros fisico
quimicos de los vinos obtenidos en las microvinificaciones de la campafa 2022. La informacion
derivada de estos resultados sera de gran utilidad para entender la viabilidad de la produccién de
vinos mas sostenibles y diferenciados que puedan satisfacer las necesidades de aquellos
consumidores mas preocupados por el medio ambiente.

2. Materiales y Métodos

La vendimia se llevé a cabo de forma escalonada, en base al punto 6ptimo de recoleccion
de cada variedad y replicacion. Se estableci6 la madurez en 12 Baumé para las blancas y en 13
Baumé para las tintas. Las altas temperaturas que caracterizaron la campafa de 2022 provocaron
que las variedades mas tempranas no pudieran vendimiarse en el momento 6ptimo y fueran
cosechadas con niveles de azucar superiores al 6ptimo establecido.

Se realizaron microvinificaciones de nueve variedades PIWIS y dos controles
(Tempranillo y Viura) en la bodega experimental del ICVV. Se realizaron tres microvinificaciones
por variedad, obteniéndose cada una a partir de uvas procedentes de 12 cepas.

Después de la recepcion y pesado en bodega se procedi6 de dos formas diferentes segin
el tipo de variedad.

Para las variedades blancas, una vez realizado el despalillado y estrujado de las uvas, se
utilizé una prensa neumatica (Fig.1.) para prensar los hollejos y se recogi6 el mosto en lecheras
de 3, 10 0 12 litros, segun el volumen obtenido. Se afiadié metabisulfito de potasio. A las 24h se
afiadieron levaduras comerciales S. cerevisiae cepa UVAferm VRB (Lallemand) (20 g/HL). El
seguimiento de la fermentacion (FA) se realizd diariamente y una vez completada (glucosa y
fructosa <2g/L) se adicion6 sulfuroso (50mg/l) para evitar la fermentacion malolactica. Los vinos
se conservaron en camara frigorifica (5°C) y a los dos meses, se trasegaron y se ajustd el SOz
libre a 40mgl/l.
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Fig. 1. Prensado de la uva tras su despalillado. Fig. 2. Bazuqueo de las variedades tintas.

La vinificacion de las variedades tintas, presenté diferencias respecto a las blancas, que
se sefialan a continuacion. Tras el proceso de recepcion y pesado de las uvas, se procedio al
despalillado y a su depdsito en tanques para llevar a cabo la maceracion. Se afiadié metabisulfito
de potasio, y se adicionaron las levaduras comerciales de igual manera que en la vinificacion de
blancas. Se realizaron bazuqueos diarios (Fig. 2.) para asegurar el contacto entre el sombrero y
el mosto y favorecer la extraccion de los compuestos deseables de los hollejos. Una vez
completada la FA, se procedi6 a prensar la uva para separar el vino de los hollejos y se adicion6
metabisulfito para prevenir la fermentacion malolactica.

Todos los vinos se conservaron a 12-15°C en una camara hasta su analisis en la Estacion
Enoldgica de Haro.

Para el andlisis estadistico de los datos, se utilizd el programa SPSS, realizando un
ANOVA 'y un test Duncan para conocer las diferencias significativas de los distintos parametros en
funcidn de las variedades PIWI.

3. Resultados y discusion

Se evaluaron en este trabajo 27 microvinificaciones de variedades resistentes y dos controles. Los
resultados muestran diferencias significativas entre las variedades en la mayoria de los pardmetros
estudiados. No se aprecid incidencia de enfermedades en ninguna variedad, posiblemente por las
condiciones climaticas (altas temperaturas y baja HR) de la campania.

En la Tabla 1, se muestran los datos de las variedades blancas. Es destacable que los
valores de acidez total (AT) de todas las variedades fueron inferiores a las descritas en sus fichas
técnicas [3] a excepcidn de la variedad S. Nepis, que presento niveles superiores a los esperados
y significativamente mayor al resto.

En cuanto al pH destaca la variedad Fleurtai, con valores de pH significativamente
mayores al resto de variedades.
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Tabla 1. Parametros fisico-quimicos de variedades PIWIS blancas

V’EFE'AE,E’QESFS SOEJE%AL AV (glL) GAP %(viv) oH (;\/[) IPT ic
Fleurtai 10412 028012 13,9202 40620161 34£06° 64103 012000
S. Nepis 85:8,3 04£00°F 14,550, 3.53£0,03° 6,6£0.1°¢ 7.320.1° 02£00°
S. Kretos 99£0.7 050,18 14,920.2 3,740,069 4,6£03 9 812050 01200
S. Rytos 96+18.7 06:02° 14,920.9 361£028° 5,811,505 8,0£0.4°9 0,1£0,00
Sorel 89£7,0 02:0.0° 14,020, 3.62£0,04° 4,420,125 560,12 0.120,07

En la Tabla 2 se muestran los datos relativos a los parametros de los vinos de las
variedades tintas. Los valores de acidez total obtenidos en Rioja son menores de los esperados
segun las fichas técnicas como se observd en las blancas. Destaca la variedad C. Eidos con una
AT significativamente inferior al resto.

En cuanto al grado alcohdlico, los valores obtenidos son altos como consecuencia de las
condiciones climaticas de la campana.

El contenido en polifenoles y antocianos, se corresponde con las variedades parentales
de los cruzamientos originales. Asi, Julius y C.Eidos y C. Volos presentan niveles de antocianos
significativamente superiores a la variedad Merlot Khourus. Esta tltima mostré valores inferiores
a los descritos en su ficha técnica.

Tabla 2. Parametros fisico-quimicos de las variedades tintas

VAR AoES Sofnrgg ALl avg | GAP %) oH (g\/[) ANTOCIANOS PT ic
C.Eidos 832260 | 0410,1 140504° | 4678002 | 26:01° | 8533+626° 63,3:4,2° 1364150
C. Volos 37487 06:00 | 148:05 | 437:002 | 35:01 5910+ 0° 97,9£9,5" 10441 50
Julius 62£37% | 05£0,1 1584010 | 433£005 | 43:080 591040 99,26,0" 10,941 42

M.Khourus | 581060 | 05+0 1476040 | 4165005 | 46101c | T17+526° 609424 ¢ 9,243,650

4. Conclusiones

Este estudio evalu6 las propiedades fisico-quimicas de los vinos obtenidos a partir de

nueve variedades de uvas resistentes a enfermedades fungicas y dos variedades control en la
region de La Rioja. Los resultados mostraron que los vinos obtenidos de variedades resistentes
tienen una acidez total menor a la esperada segun las fichas técnicas, posiblemente debido al
adelanto de la maduracion que ha repercutido también en un grado alcohdlico elevado debido a la
vendimia tardia.

Estos resultados se confirmaran en otras campafias con el fin de entender la viabilidad de

la produccién de vinos mas sostenibles frente a las enfermedades y al cambio climatico, asi como
la percepcion de consumidores comprometidos con el medio ambiente.
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Resumen

El empleo de cultivos seleccionados de Saccharomyces cerevisiae ha contribuido
a un mejor control de las vinificaciones, pero también a una simplificacion de las
comunidades microbianas que participan en las fermentaciones. Para evitar la
homogeneidad ligada a los vinos inoculados con cepas comerciales de S. cerevisiae, se ha
propuesto el uso de levaduras no-Saccharomyces seleccionadas en fermentaciones
secuenciales con S. cerevisiae.

El objetivo de este trabajo fue seleccionar cepas de levaduras no-Saccharomyces
para su empleo como inéculos en la elaboracion de vinos tintos. El proceso de seleccion
comenz6 con la caracterizacion clonal de aislados procedentes de diferentes ecosistemas
enoldgicos de la Denominacion de Origen Calificada Rioja. En las siguientes etapas se
evaluaron caracteristicas como el comportamiento enolégico o la liberacion de
compuestos aromaticos en el vino. Por ultimo, se estudid el comportamiento de los
indculos de levaduras seleccionadas en tres variedades de uva: Tempranillo, Garnacha y
Graciano.

El proceso finalizé con la seleccion de un indculo mixto formado por Torulaspora
delbrueckii y Lachancea thermotolerans que presentd caracteristicas positivas para la
calidad del vino como la produccién de lactato de etilo, glicerol o acido lactico, ademas de
una elevada capacidad de implantacion, esencial en los starters microbianos.

1. Introduccion

Actualmente la inoculacion de los mostos con cepas comerciales de S. cerevisiae en forma
de levaduras secas activas (LSA) es una practica muy extendida en enologia. Esta técnica tiene
algunas ventajas, como la fermentacion rapida y completa del mosto y la gran reproducibilidad del
producto final (1). Sin embargo, el empleo de indculos comerciales también da lugar a una menor
complejidad y cierta estandarizacién de los vinos obtenidos (2,3).

Con el fin de evitar la homogeneidad de los vinos inoculados con cepas comerciales de S.
cerevisiae, se ha propuesto el empleo de levaduras no-Saccharomyces seleccionadas en
fermentaciones secuenciales con S. cerevisiae. Esta practica ofrece algunas de las ventajas de
las fermentaciones espontaneas como la mayor complejidad organoléptica, pero permitiendo un
mayor control del proceso, lo que evita el riesgo de paradas de fermentacion y los posibles defectos
en el vino causados por la microbiota indigena (2,4).
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Diferentes estudios realizados en los Ultimos afios han demostrado que las cepas de

levaduras no-Saccharomyces obtenidas en programas de seleccidén adecuados pueden tener una
influencia positiva en las caracteristicas del vino (5-7).

En este trabajo se aborda el proceso de seleccidén de levaduras no-Saccharomyces
aisladas en ecosistemas de la Denominacién de Origen Calificada Rioja (D.O.Ca. Rioja) para su
empleo en la elaboracién de vinos de calidad.

2. Material y Métodos
Aislados de levaduras

Los aislados incluidos en el proceso de seleccion formaban parte de la coleccion del
Servicio de Investigacion Vitivinicola del Gobierno de La Rioja, formada por mas de 500 cepas. El
estudio se inici6 a partir de 97 cepas de levaduras no-Saccharomyces entre las que se incluyeron
especies que habian mostrado buenos resultados en anteriores estudios (Lachancea
thermotolerans, Metschnikowia pulcherrima, Pichia kluyveriy Torulaspora delbrueckii) y especies
poco estudiadas que habian sido identificadas en diferentes ecosistemas de la D.O.Ca. Rioja en
anteriores trabajos (especies de los géneros Candida spp. y Criptococcus spp., Debaryomyces
hansenii, Sporidiobolus salmonicolor, Williopsis pratensis y Zygosaccharomyces bailii). En los
ensayos se incluyé una cepa comercial de S. cerevisiae con la que se compararon los resultados
obtenidos.

Identificacion clonal

En las especies que incluian varios aislados se llevo a cabo su identificacion a nivel clonal.
Las cepas se caracterizaron mediante RAPD-PCR empleando los primers M13, M14, Coc, OPA02
y OPAQ9 segun la metodologia descrita por Renault et al. (8) con algunas modificaciones (9).

Vinificaciones

A lo largo del estudio se llevaron a cabo tres tipos diferentes de elaboraciones:
vinificaciones puras en 100 mL, vinificaciones en 2000 mL y vinificaciones en 30 L.

Vinificaciones puras en 100 mL: las fermentaciones puras se llevaron a cabo en mosto
pasteurizado de Viura contenido en matraces de 100 mL sellados con valvulas Miiller. Cada uno
de los aislados se inocul6 a una concentracion de 108 células/mL y el control de la fermentacion
se realizd mediante la medida de la reduccion de peso por la liberacién de COs..

Vinificaciones en 2000 mL: las siguientes elaboraciones se llevaron a cabo en recipientes
con 2000 mL de mosto de Tempranillo tinto y 500 g de hollejos. Las levaduras no-Saccharomyces
se inocularon a una concentracion de 108 células/mL y transcurridas 72 horas se afadio una
levadura S. cerevisiae comercial a la misma concentracion.

Vinificaciones en 30 L: en la ultima fase del proceso de seleccion las elaboraciones se

realizaron en la bodega experimental del Instituto de Ciencias de la Vid y del Vino (ICVV) en
depdsitos de 30 L con tres variedades tintas de la D.0.Ca. Rioja: Tempranillo, Garnacha y
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Graciano. Empleando las levaduras que habian superado las anteriores etapas del proceso de

seleccion, se llevaron a cabo fermentaciones secuenciales siguiendo el mismo procedimiento que
en las vinificaciones en 2000 mL.

Control de implantacion de las levaduras inoculadas

Las muestras para el control de implantacion de las levaduras se tomaron en diferentes
momentos de la fermentacion y se sembraron las diluciones adecuadas en placas de cloranfenicol
glucosa agar (CGA) para su aislamiento.

La identificacion de las colonias aisladas se llevo a cabo mediante la extraccion del ADN
y la amplificacién del dominio D1/D2 del ADNr 28s por PCR empleando los cebadores y
condiciones descritas por Kurtzman y Fell (10). Los productos de PCR fueron secuenciados por
Macrogen Inc. y las secuencias obtenidas se compararon con las bases de datos disponibles de
GenBank para identificar las especies a las que pertenecian los aislados.

Anédlisis de los parametros enolégicos en vinos

En los vinos obtenidos se analizaron parametros como el grado alcoholico, pH, acidez total
y acidez volatil de acuerdo con los métodos oficiales de la CEE. Los acidos malico y lactico, el
glicerol, el acetaldehido y los azucares residuales se determinaron por un método enzimatico
empleando un autoanalizador MIURA One. El acido tartérico se determind por el método de
Rebelein (11) y las antocianinas mediante decoloracion empleando SO2 (12).

Analisis de los compuestos aromaticos

La determinacion de los compuestos aromaticos fermentativos se llevd a cabo mediante
cromatografia de gases empleando el método descrito por Ortega y colaboradores (13) con
algunas modificaciones (14).

Anélisis estadistico

El andlisis de la varianza (ANOVA) se realiz6 en todos los parametros determinados en
los diferentes ensayos empleando el programa SPSS. Se establecieron diferencias significativas
aplicando el test de Tukey (p < 0.05).

El andlisis de la capacidad discriminante de los parametros enoldgicos analizados en el
ultimo ensayo se realizd también empleando el programa SPSS.
3. Resultados

Identificacion clonal

El estudio de los aislados mediante RAPD permiti6 la diferenciacion de 17 clones en los

21 aislados de T. delbrueckii, 13 clones en los 16 aislados de M. pulcherrima, 15 clones en los 16
aislados de L. thermotolerans y 7 clones en los 7 aislados de Z. bailii y los 11 aislados de W.
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pratensis. Los resultados obtenidos mostraron una alta diversidad clonal en las especies
estudiadas.

Fermentaciones puras en 100 mL

Las microvinificaciones se llevaron a cabo con 24 cepas pertenecientes a ocho especies
diferentes (Candida zeylanoides, Cryptococcus uzbekistanensis, Debaryomyces hansenii,
Zygosaccharomyces bailii, Metschnikowia pulcherrima, Williopsis pratensis, Lachancea
thermotolerans y Torulaspora delbruecki) que habian sido preseleccionadas en base a
caracteristicas como la resistencia al SOz o las actividades enzimaticas relacionadas con el aroma
y con el color y la clarificacion del vino.

La implantacion de las levaduras inoculadas fue total en la mayoria de los casos, excepto
en los mostos inoculados con W. pratensis, dos de las cepas de C. zeylanoides y la cepa de C.
uzbekistanensis. Dado que estas levaduras no fueron capaces de desarrollarse en el mosto, fueron
eliminadas del proceso de seleccion.

El anélisis del comportamiento fermentativo mostr6 que S. cerevisiae fue la Unica levadura
capaz de consumir todo el azucar (Tabla 1). L. thermotolerans 'y Z. bailli mostraron la capacidad
para elevar la acidez del vino debido a la produccion de acido lactico y acido malico,
respectivamente. Los niveles mas elevados de glicerol se detectaron en las muestras inoculadas
con Z. bailii, seguidas de las inoculadas con L. thermotolerans y M. pulcherrima.

Tabla 1. Parametros enolégicos de los vinos inoculados con las diferentes especies de
levaduras no-Saccharomyces.

Especies de levaduras
Pardmetros D. C. M. T. L Z S.
hansenii zeylanoide | pulcherrim | delbrueckii | thermotole | bailii cerevisiae
s a rans
Azlcares 201.0e 151.1d 111.2cd 47.2b 75.6 be 96.6 0.08a
residuales
(/)
Etanol (% viv) | 0.11a 2.99b 531¢ 9.83e 8.22 de 6.33 cd 12.60 f
Glicerol (g/l) 055a 3.10b 4.80 de 4.05¢ 4.65d 5.60 f 5.20 ef
pH 354D 345b 346D 347b 3.26a 3.25a 343D
Acidez total 230a 3.30b 3.50b 3.25b 5.70d 440c 3.55D
(/)
Acidez volatil | 0.12 ab 041e 0.05a 0.22¢ 0.26 cd 0.34 de 0.20 be
(/)
Acetaldehido | 0.00a 450D 11.5a 750 a 17.5a 215ab 19.5a
(mg/l)
Acido mélico | 0.90 bc 0.95¢ 0.90 be 0.71a 0.74 ab 1.26d 069a
(/)
Acido lactico | 0.13a 0.13a 0.12a 0.11a 3.81b 0.09a 0.09a
()

Los resultados de la composicion aromatica de los vinos mostraron una mayor
concentracion de alcoholes superiores en M. pulcherrima y S. cerevisiae. Los vinos inoculados con
M. pulcherrima presentaron los niveles mas altos de 2-fenil etil acetato, que aporta aromas florales
(Datos no mostrados).
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Fermentaciones secuenciales en 2000 mL

Los anteriores ensayos mostraron que ninguna de las levaduras no-Saccharomyces
estudiadas fue capaz de completar la fermentacion. Por esta razén, en esta etapa se llevaron a
cabo fermentaciones secuenciales con las levaduras no-Saccharomycesy S. cerevisiae. El estudio
de los resultados obtenidos en los ensayos previos dio lugar a la seleccion de 9 cepas de levaduras
no-Saccharomyces pertenecientes a 6 especies (T. delbrueckii, M. pulcherrima, L. thermotolerans,
Z. bailii, W. pratensis, y C. zeylanoides) y dos inoculos mixtos espontaneos que habian sido
detectados en un test de pureza formados por T. delbrueckii y L. thermotolerans en proporcion
70/30.

En los controles de implantacién se observo que, tanto en el caso de los indculos mixtos
como de las cepas individuales, T. delbrueckii y L. thermotolerans, fueron las levaduras que mas
tiempo permanecieron en los depdsitos, hasta los 6 dias.

Entre los resultados obtenidos en el analisis de los parametros enolégicos (Tabla 2)
destaco la elevada produccion de lactico en L. thermotolerans que se vié reflejada también en los
indculos mixtos LT. Ademas, se observo una elevada concentracion de glicerol en T. delbrueckii,
que también se detectd en los indculos mixtos.

Tabla 2. Parametros enolégicos

Parametros M.p Td L.th L&T Zb W.p Cz S.c
enolégicos

Etanol (v/v) 141200 a 14.120.1a 14.1£0.1a 14.240.0 ab 14.310.0 b 14.3+0.0 b 14.30.0b 14.310.0 b
Azlicares (mg/L) 1.78£0.05a 2.08+0.21a 3.68+0.67 b 2.58+0.67 ab 2.00+£0.00 a 2.05+0.21a 1.800.14 a 1.80+0.00 a
pH 3.69+0.01 bed 3.75+0.01e 3.46+0.04 a 3.63+0.01b 3.70+0.01 de 3.67+0.03 bc 3.69:+0.00 bed 3.72+0.01 de
chdez totg[ (glL 5.26+0.37 ab 5.36+0.09 ab 6.90+0.26 ¢ 5.71+0.22 b 5.32+0.27 ab 4.98+0.08 a 5.06+0.05 a 5.23+0.21 ab
?\gir(‘iz:g(;ir&m 0.11£0.02 ab 0.09+0.01a 0.19+0.04 b 0.13+0.02 ab 0.12+0.04 ab 0.14£0.01ab 0.11+ 0.07ab 0.16+ 0.01ab
i\rgirgl)\ma'lico (g/L) 1.8740.13 be 2.15+0.04ab 1.88+0.19 ab 2.06+0.15 be 1.62£0.02 a 1.4610.06 a 1.440.01 a 2.46+0.07 ¢
Acido lactico (g/L) 0.17£0.15a 0.20+0.05 a 3.38+0.78 ¢ 1.11£0.06 b 0.16+0.08 a 0.04£0.11a 0.17+0.04 a 0.16+0.00 a
Acetaldehido (g/L) 12.24¢2.2b 23.8+1.5a 29.5+8.1b 24.8+4.6 ab 23.0+1.4 ab 14.0+2.8 ab 14.5+2.1 ab 11.0+141a
Glicerol (g/L) 6.45+£3.63 a 8.75+0.24 d 7.73+0.13 be 8.2+0.19 cd 7.80+0.14 be 8.00+£0.14 ¢ 7.85+0.36 bc 7.55+0.07 b

Entre los resultados de los compuestos aromaticos destacé la elevada concentracion de

lactato de etilo en los vinos fermentados secuencialmente con L. thermotolerans, que también se
pudo detectar en los indculos mixtos (Datos no mostrados). Los elevados niveles de este
compuesto se pueden explicar por la habilidad de L. thermotolerans para producir acido lactico.

Fermentaciones secuenciales en 30 L

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en los anteriores ensayos, se decidio
seleccionar para la siguiente etapa una cepa de M. pulcherrima y uno de los indculos mixtos con
el fin de estudiar su comportamiento en tres variedades de uva diferentes: Tempranillo, Garnacha
y Graciano.

Los resultados de los controles microbioldgicos mostraron en la variedad Tempranillo la
implantacién mas alta de las tres variedades estudiadas, tanto en el caso de M. pulcherrima como
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del indculo mixto. En esta variedad se pudo observar también una mejor implantacién del inéculo
mixto que del formado por M. pulcherrima.

Con los resultados de los analisis fisicoquimicos de los vinos se realizd un analisis
discriminante canédnico (ADC) (Fig. 1). Este analisis mostré una diferenciacion de los vinos de la
variedad Tempranillo elaborados con el indculo mixto frente a las muestras control y las inoculadas
con M. pulcherrima. Los vinos correspondientes al indculo mixto se caracterizaron por un bajo pH
y una elevada acidez total.

0
@2 GracC
M2 GraclT
A2 GracM
@2 GrenC
M2 GrenlT
18 :.lapLT A2 Grenv
- @2 TempC
P 2.Temght M2 TemplT
B A A3 TempM
o~ .L raclLT % TempC * Group centroid
g E 2-G"ad‘”%.@racc
o~ 2iErenl T
[T
2.GrenC &Grent
10
20
-20 -10 0 10 20
F 1 (78.9 %)
Coeficientes candnicos estandarizados
Parametros enolégicos F1 F2 F3 F4
pH 0.690 0.755 -0.224 0.343
Acidez total (g/L) -0.481 0.978 -0.402 0.115
Acidez volatil (g/L) -0.116 -0.217 0.636 0.835
Acido lactico (g/L) 0.167 0.141 1.044 -0.254

Fig. 1. Representacion del ADC de los parametros enoldgicos analizados.

4. Conclusiones

Este trabajo muestra las diferentes etapas seguidas en el proceso de selecciéon de un
indculo de levaduras no-Saccharomyces procedente de la region vinicola de La Rioja. El estudio
culmind con la seleccion de un indculo mixto formado por T. delbrueckii y L. thermotolerans que
mostré caracteristicas positivas como la produccion de compuestos de interés y el incremento de
la acidez del vino, ademas de una elevada capacidad de implantacion, esencial en los starters
microbianos. Debido a ello se puede concluir que el indculo seleccionado es adecuado para su
empleo en la produccion de vinos de calidad.
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Control de virus de vid para certificacion sanitaria
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Resumen:

Mediante un convenio entre el IMIDA y la OEVV (Oficina Espafiola de Variedades
Vegetales) del Ministerio de Agricultura, desde hace mas de 40 afios el servicio de virologia
del IMIDA ha realizado el estudio de certificacion sanitaria de virus de vid para planta
candidata a cabeza de clon (material inicial) para todas las Comunidades Autonomas.

Los virus a analizar y detectar son los contemplados en el Real Decreto 208/2003, de 21
de febrero, del Reglamento técnico de control y certificacion de plantas de vivero de vid.
Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacion: Entrenudo corto (GFLV), Mosaico del
arabis (ArMV), Enrollado tipo 1y 3 (GLRaV-1y 3) y Jaspeado (GFkV).

1. Introduccion.

En la actualidad hay mas de 70 virosis que afectan al cultivo de la vid (Martelli, 2014), la
mayoria de ellos no ocasionan problemas, otros son perjudiciales segun el ecosistema donde se
encuentra la planta, fundamentalmente en relacion con la temperatura. Cuando hay infecciones
mixtas de varios virus en una planta, se produce un efecto sinérgico, por el cual aunque los virus
no son en si graves, la planta quedara debilitada frente a otros fendmenos tanto biéticos como
abidticos.

En general, los efectos que producen los virus en la planta de vid son los siguientes:

Disminucién de la produccion

Menor grado de azucar

Falta de color de las bayas

Aumento del indice de acidez

Merma de la capacidad de enraizamiento
Escaso prendimiento de los injertos
Envejecimiento prematuro de la planta
Escasa y mala calidad de la madera de poda
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Programa de certificacion

Viveros
Seleccionador de Vid Obtentores
. b 4 Administracién
eIviclo de Universidades
control
Diagnéstico Identificacién varietal

sanitario

l

Plantas libres de virus

|

Eliminaciéon Regeniraci()n

Termoterapia

Cultivo in vitro CertificaCién
Micropropagacion J
Test Viveros

Fig1: Esquema del programa de certificacion

Segun cada pais vitivinicola le afectan unos virus concretos condicionados por el
ecosistema. En nuestro pais los virus considerados como mas graves son los siguientes:

Entrenudo corto infeccioso

Se trata de un Nepovirus (virus poliédrico transmitido por nematodos) muy extendido por
todas las zonas vitivinicolas del mundo.

En la planta infectada afecta fuertemente a las raices, siendo menos numerosas, de menor
tamafio y escasas las raicillas, lo cual conlleva una mala absorcién de agua y nutrientes. Respecto
a las hojas, presentan menor tamafio y deformaciones ocasionando dificultades en el proceso
fotosintético y por tanto en la absorcion de metabolitos.

Puede llegar a producir més del 80% de pérdida de la cosecha (Andret-Link, P., Laporte,
C., Valat, L., Rit- zenthaler, C., Demangeat, G., Vigne, E., et al.)

Los tratamientos de riego, abonado, poda (para evitar anomalias en los sarmientos como
dobles nudos, fasciaciones, entrenudos cortos) solo supondran pérdidas de tiempo y dinero.

Como todos los virus la manera de transmitirse es mediante multiplicacion vegetativa,
injerto, acodo, reposicion con planta infectada...Otra via de contagio se produce cuando en el
terreno se encuentra el nematodo ectoparasito Xiphinema index, el cual al picar en la raiz de una
cepa infectada puede desplazarse por el suelo y llegar a una planta sana en la que inocula el virus.
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Enrollado
Comprendido por una amplia familia Closteroviridae muy extendido por todo el mundo.
Compuesto por variantes diferentes de enrollados: GLRaV-1, GLRaV-2, GLRaV-3, GLRaV-4 (5, 6,
9, Car), GLRaV-7, GLRaV-13.
Cabe destacar por su gravedad los tipos 1,2y 3.

Las hojas en cultivares tintos adquieren tonalidades rojizas, excepto las nerviaciones
primarias y secundarias que se mantienen verdes.

Dichas hojas se enrollan (de aqui la denominacion del virus) hacia el envés muestran un
tacto endurecido y crujiente.

En cultivares blancos el tono del limbo es amarillento manteniendo las nerviaciones
verdes.

La produccién es menor y los racimos maduran irregularmente, mas tardios que los de las
cepas sanas.

Las uvas tienen menor contenido en azucares y mayor acidez. Lo cual hace depreciar el
producto.

El sistema radicular se ve también afectado con menor nimero de raices.

La transmision es mediante via vegetativa, los vectores generalmente son cochinillas del
género Planococcus ficus y citri, Pseudococcus longispinus entre otras.

Jaspeado

Se trata de una afeccion de indole virético, cuya presencia ocasiona graves problemas
sobre todo, en los portainjertos.

Produce un escaso desarrollo foliar que conlleva producciones y calidades regulares
constituyendo el mayor problema el efecto sinérgico generado por presencia de infecciones mixtas.

Es un virus que no muestra sintomas en campo, por lo que pasa desapercibido por los
prospectores.

Su propagacion es vegetativa y no se conocen los vectores transmisores.

(En Chardonnay se encuentra con frecuencia ocasionando pérdidas de mayor o menor
envergadura)

Mosaico del Arabis
Es un Nepovirus (ArMV), en nuestro pais, se ha detectado excepcionalmente en zonas

frias.
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La transmision es mediante multiplicacion vegetativa y el nematodo Xiphinema
diversicaudatum

Los sintomas son similares al entrenudo corto, produce pérdida de color y ligera
deformacion de la hoja. Cuando se une al entrenudo corto se denomina “degeneracion infecciosa”
y tanto los sintomas como la gravedad es severa.

Madera rizada
Aunque el reglamento técnico no lo contempla, se trata de un sindrome virético grave.

Es un Vitivirus compuesto por varias variantes (GVA, B, D, E, F) que esta muy extendido
por todas las regiones viticolas, aunque su presencia en los vifiedos es menor debido a que los
sintomas son llamativos y el viticultor tiende a eliminar las plantas afectadas. La corteza aparece
mas 0 menos agrietada con acanaladuras en floema de mayor o menor profundidad, llegando al
Xilema, que ocasionan oclusion en los vasos libero lefiosos con lo que la circulacion de la savia
tanto bruta como elaborada se ve seriamente dafiada, afectando negativamente a la produccion.

La transmision es mediante via vegetativa y mediante cochinillas vectores del genero
Pseudococcidae.

2. Material y Métodos

El diagnostico y deteccion de virosis de vid lo realizamos mediante indexaje bioldgico,
andlisis serologico DAS-ELISA (Standard DoubleAntibody-Sandwich Assay) y analisis molecular
mediante RT-qPCR, para los siguientes virus:

Entrenudo Corto Infeccioso (GFLV), Virus del Mosaico del Arabis (ArMV), Enrollado
(GLRaV (tipos 1y 3) y Jaspeado (GFkV), solo para patrones.

Para completar el estudio y aportar mas informacion al obtentor, ademas analizamos para
otras virosis, como las variantes de Enrollado (GLRaV- 2, 4, 5, 6, 9), Jaspeado (GFkV) en viniferas,
el complejo de la Madera Rizada (RW) y el virus del Pinot gris (GPGV)

Indexage biolégico:

Consiste en injertar una planta que no se conoce su estado sanitario, sobre una planta
indicadora sana, que ante la infeccidén por un determinado virus exteriorizan sintomas visuales
caracteristicos que ayudan a identificar el tipo de virus.

Somos el unico organismo en Espafia que desarrolla la técnica de indexage bioldgico (de
acuerdo a la normativa europea) en campo, nos permite una reproduccion lo mas fidedigna posible
del comportamiento del virus en condiciones naturales que asemejan la realidad agricola del
cultivo de vid.
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Estos estudios nos han permitido ser los primeros en detectar virus nuevos en Europa,

como variantes del enrollado, (GLRaV- 4, 5y 9) y estar actualizados y alerta frente a nuevos virus
emergentes.

En analisis en material vegetal rutinario, debido a la biologia de la vid y al muestreo, a
veces al analizar mediante técnicas serologicas (ELISA) o moleculares (PCR) pueden surgir falsos
negativos.

En nuestro caso, en el estudio de virosis para planta seleccionada para cabeza de clon,
entendemos que el indexage biol6gico puede alargarse en tiempo de diagndstico y no dar unos
resultados inmediatos, hay que esperar a que el posible virus se multiplique en la planta indicadora.

Hay que tener en cuenta que es el material inicial de todas las Comunidades Auténomas
a partir del cual se multiplicaré a base, certificado...y se comercializara.

Incorporamos y complementamos todas las técnicas de diagndstico posibles para
integrarlas y asegurar un resultado robusto y fiable. Sobretodo y teniendo en cuenta que
analizamos muchas variedades provenientes de selecciones clonales que llegan a 10 afios de
trabajo.

La secuenciacion masiva ofrece un potencial de diagnostico futuro muy prometedor para
cualquier cultivo pero en el caso de la vid hay que investigar y establecer protocolos oficiales de
diagndstico ya que en muchos casos y segun la variedad, la vid tiene la singularidad de no distribuir
homogéneamente los virus por la planta.

3. Resultados

En la década de los 70, vitivinicultores transmitieron la problematica de baja produccién y
calidad de sus uvas a los viveristas, ya que aunque hacian tratamientos fitosanitarios, riegos o
abonababan la cosecha no mejoraba. Tras reuniones con el Ministerio de Agricultura, se consider6
tener un control sanitario frente a virus, como tenian otros paises en ese momento (Francia,
Alemania, USA...), la incidencia virica a nivel nacional era considerable.

A partir de los afios 80. Se legislé sanitariamente el material de vid en Espafia. Los organismos
de control y sanidad vegetal de las distintas CCAA empezaron a hacer inspecciones y analisis,
eliminando el material infectado y etiquetando las plantas certificadas libres de las virosis mas
graves.

En la actualidad, nuestro equipo ha analizado cerca de 6000 plantas madres iniciales “cabeza
de clon” de toda Espafia, son la base de la vitivinicultura. Contribuyendo a disponer de vifiedos
productivos, de calidad, sin envejecimiento prematuro de las cepas y competitivos comercialmente,
frente a otros paises que tienen programas de certificacion muy parecidos al nuestro.
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Categorias de material

-

P
PLANTA MADRE “CABEZA DE CLON"
de material inicial

-

INICIAL “CABEZA DE CLON” campo
oficial.

A

BASE = etiquetablanca, campo oficial
o viveros autorizados.

]

CERTIFICADO = etiqueta azul, viveros
auterizados (garantia sanitaria)

!

ESTANDAR = etiqueta amarilla

Fig. 2. Categorias de material vegetal de vid.

4. Conclusiones
Actuacion frente a los virus

Control de vectores transmisores como cochinillas, insectos... Es importante conocer el
terreno donde vamos a plantar, por la posible presencia de nematodos vectores (basicamente
Xiphinema index). Medidas como: desinfeccidon del suelo, dejar en barbecho la parcela,
nematicidas o poner otro cultivo al que no le afecten los citados nematodos.

No usar madera de otras vifias para hacer injertos sin previamente conocer su estado
sanitario, acudiendo para ello a los servicios de diagnéstico vegetal.

Eliminacion de material contaminado por su posible propagacion por la parcela.

El aspecto fundamental es disponer de material certificado, tanto patrones como viniferas,
contribuye a garantizar la produccién de los viticultores, pues al adquirir las plantas certificadas en
viveros autorizados libres de virus, se aseguran que esta poniendo la base de la futura rentabilidad
de su vifia, en este sentido conviene resaltar que tanto el patron como la vinifera tienen que ser
certificadas, ya que en caso de que uno de los materiales esté infectado se producird una
contaminacion generalizada.

Hay que tener especial precaucion a la hora de adquirir material vegetal de fuera de
Espafia ya que debido al trasiego globalizado de material, se estan expandiéndose virus de
caracter grave que no existian en nuestro pais, asi como virus emergentes nuevos que podrian
ser una futura amenaza. Tenemos viveros autorizados muy profesionalizados que cumplen todas
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las inspecciones y garantias sanitarias y que previene al viticultor de posibles desastres futuros
por ahorrarse un poco de dinero.

La OEVV ofrece una oportunidad GRATUITA a los obtentores, viveristas, investigadores,

mejoradores....que quieran certificar sus plantas madres candidatas a cabeza de clon de material

inicial.

Total virus positivos en todas las CCAA (2005-2018)

Arabis Ml Enrcllado 1

Enrollado 2

Entrenudo corto

Enrollado 4-9
Enrollade 3
H Enrollado 1 H Enrollado 2 B Enrollado 3 H Enrollado 4-9
M Entrenudo corto M laspeado M Arabis

Fig4. Infecciones de virus (2005-2018)

Situacion actual CCAA (2019-2021)

Enrollado 1
Jaspeado <
29% Enrollado 1
Enrollado 2 H Enrollado 2
30%
HEnrollado 3

Entrenudo corto — _ E . mEnrollado 4
4% [

Enrollado 6
1%

Enrollado 5 Enrollado 3

7%
7%
% Enrollado 4
17%

Fig4. Infecciones de virus (2019-2021)
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El registro de variedades comerciales
Registro de Variedades de Vid

Ramoén Martinez Garcia

Instituto Murciano de Investigacion y Desarrollo Agrario y Medioambiental (IMIDA)
C/ Mayor s/n, 30150 La Alberca (Murcia)
Teléfono: 968 101149
ramon.martinez8@carm.es

1. Introduccion.

Dependientes de la SG de Medios de Produccion Agricolas y Oficina Espafiola de
Variedades Vegetales, existen dos instituciones intimamente relacionadas entre si, el Registro de
Variedades Protegidas y el Registro de Variedades Comerciales.

El Registro de Variedades Comerciales tiene como base legal la Ley 30/2006, de 26 de
julio, de semillas y plantas de vivero y de recursos fitogenéticos. Una de las funciones que el
Registro de Variedades Comerciales tiene encomendada es la de fomentar y poner a disposicion
de los agricultores semillas y plantas de vivero de variedades cada vez més productivas y mejor
adaptadas a las distintas condiciones espafiolas de clima y suelo. Por otro lado, el Registro de
Variedades Protegidas, cuya base legal es la Ley 3/2000 de 7 de enero de régimen juridico de la
proteccion de las obtenciones vegetales, otorga a su titular una propiedad especial limitada en el
tiempo (Titulo de Obtencion Vegetal), entrando a formar a parte, junto con las patentes, de los
tradicionales derechos de propiedad intelectual e industrial.

Ambos Registros de Variedades conforman un sistema por el que se reconocen derechos
de propiedad y autorizaciones de comercio, y armonizan los derechos de los obtentores, los
productores, los agricultores y los consumidores.

La interconexion entre ambos sistemas tiene su maxima expresion en el examen técnico
de identificacion de la variedad, ya que el efectuado en un Registro se considera valido en el otro
y las muestras oficiales de material vegetal aportadas por el solicitante de una variedad en uno de
ellos se consideran igualmente como tal en el otro.

El examen técnico de identificacién comprende todos los trabajos de campo y laboratorio
que se requieren para comprobar que el material de la variedad solicitada es distinto, estable y
homogéneo, en comparacion con el resto de las variedades de la coleccion de referencia para esa
especie.

No obstante, y debido a la propia naturaleza de ambos Registros, existen algunas
diferencias entre ellos. En el de Variedades Protegidas se necesita ademas el estudio de la
novedad.

La novedad es un requisito heredado del sistema de patentes. Sin embargo, a diferencia
del sistema de patentes que requiere novedad absoluta, en el sistema de proteccion de variedades
se requiere novedad exclusivamente comercial. Se considera, en el caso concreto de la vid, que
una variedad pierde la novedad cuando:
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a) Se hubiese realizado una venta con un afio de antelacién a la fecha de presentacién

de la solicitud, en Espania.
b) Seis afios si la venta se realizo fuera de Espana.

2. Solicitudes.

Los procedimientos de inscripcion de variedades de vid en el Registro de Variedades, se
iniciaran de acuerdo con lo previsto en el apartado 1, del articulo 12 de la Ley 30/2006, de 26 de
julio, de oficio, 0 a instancia del solicitante, su causahabiente 0 persona autorizada por ellos.

La solicitud debera contener como minimo, las siguientes especificaciones:

a) Nombre y direccion del solicitante o causahabiente.

b) Nombre y direccion del obtentor. Si el obtentor es desconocido debera constar esta
circunstancia.

c) Especie y subespecie botanica y nombre comun de la especie a que pertenece la
variedad.

d) Referencia del obtentor.

e) Denominacion de la variedad solicitada.

f) Descripcion del proceso a utilizar en la conservacion de la variedad.

g) Variedades notoriamente conocidas con caracteristicas analogas a la variedad que se
solicita.

h) Ensayos a que ha sido sometida y resultados obtenidos.

) Indicacidn, en su caso, de estar inscrita en alguna lista de variedades de otro pais, con
indicacion de su fecha y denominacion, asi como de estar inscrita en el Catélogo
comun correspondiente de la Union Europea.

j) Indicacion, en su caso, de estar solicitada o en posesion de un titulo de obtencidn
vegetal nacional, comunitario o de algun pais miembro de la Unién Internacional para
la Proteccion de las Obtenciones Vegetales (UPQOV), con indicacion de su fecha y
denominacion.

Cuando los solicitantes sean extranjeros no residentes en la Union Europea, deberan
actuar por medio de representante, que aportaran los datos precisos a los efectos de notificacion
y liquidacion de tasas.

Ademas de lo exigido en el articulo 12 de la Ley 30/2006, de 26 de julio, la solicitud debera
acompaniarse, entre otros, de:

a) Cuestionario técnico de la especie correspondiente con datos relativos a la variedad
solicitada.

El modelo de solicitud de inscripcion de variedades de vid y el cuestionario técnico se
pueden obtener en la siguiente pagina web dependiente del Ministerio de Agricultura, Pesca y
Alimentacion:

https://www.mapa.gob.es/es/agricultura/temas/medios-de-produccion/semillas-y-
plantas-de-vivero/registro-de-variedades/solicitudes-y-formularios
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3. Denominaciones.

Toda variedad que se inscriba en el Registro de Variedades Comerciales y/o el Registro
de Variedades Protegidas, debe ser designada con una sola denominaciéon que permita
identificarla sin riesgo de confusién con otra.

Las denominaciones de las variedades podran adoptar la forma de un nombre de fantasia
o la forma de un cédigo.

La denominacion no podra inducir a error o prestarse a confusion sobre las caracteristicas,
el valor o la identidad de la variedad o sobre la identidad del obtentor.

No podra contener palabras como especie, cultivar, variedad, forma, hibrido, cruce u otras
similares o traducciones de ellas.

La denominacién no podra hacer referencia a caracteristicas o valores especificos que
den la falsa impresién de que solamente esa variedad las tiene, cuando en realidad otras
variedades de esa misma especie las poseen o0 pueden poseerlas.

No podra ser ofensiva o contraria al orden publico.

La denominacion no podra hacer creer que, debido a su similitud con un nombre comercial
notoriamente conocido, diferente de una marca comercial registrada, una denominacion de origen
o de la denominacion de una variedad, la variedad es otra variedad, ni inducir a error sobre la
identidad del solicitante, del obtentor o del responsable del mantenimiento de la variedad.

No podra componerse o contener comparativos o superlativos.

No podra ser el nombre boténico o parte de él, de cualquier género o especie del reino
vegetal, ni el nombre comun de un género o especie del reino vegetal perteneciente a la misma
clase, de conformidad con el sistema de clases de la Union Internacional para la Proteccion de las
Obtenciones Vegetales.

No podra ser el nombre de una persona fisica o juridica, o contener una referencia a ese
nombre de tal forma que pueda causar confusion sobre la identidad del solicitante, del responsable
del mantenimiento de la variedad o del obtentor.

Una variedad no podra denominarse de modo diferente al utilizado en el primer pais donde
haya sido registrada, a menos que se compruebe que la denominacidn es inadecuada en Espafia.

El solicitante no puede depositar como denominacidn de una variedad una designacién
que ya se beneficie de un derecho de marca referente a productos idénticos o similares, o una
denominacion que pueda crear confusion con dichas marcas, salvo si se compromete a renunciar
a los derechos de las marcas desde el momento que la variedad sea inscrita

La denominacién de una variedad vegetal no podréd ser idéntica o similar a una

denominacién de origen reconocida por alguna autoridad oficial, ya sea definitiva o se encuentre
en fase de tramitacion.
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La denominacion debera ser diferente de toda denominaciéon que designe una variedad

existente de la misma especie vegetal o de una especie vecina en cualquier Estado miembro de
la Union Europea, miembro de la Union Internacional para la Proteccion de las Obtenciones
Vegetales o miembro de cualquiera de las organizaciones intergubernamentales que integran la
citada Union.

4. Los Ensayos técnicos de identificacion.
Estos ensayos tienen como finalidad:

a) Comprobar que la variedad candidata pertenece al taxon boténico descrito.
b) Determinar que la variedad candidata que es distinta, homogénea y estable.
c) Establecer una descripcion oficial de la variedad.

Los caracteres a observar durante la realizacion de los ensayos son establecidos por la
SG de Medios de Produccién Agricolas y Oficina Espafiola de Variedades Vegetales, en funcién
del estado de la técnica y los dictamenes o recomendaciones de los Comités de expertos de los
Organismos Internacionales de los que Espafia es miembro, teniendo en cuenta las Comisiones
Nacionales de Estimacién de Variedades y las Directivas de la Unién Europea. Por lo tanto, los
protocolos de realizacion, metodologia de trabajo, niveles de expresion y duracion cumpliran con
los protocolos técnicos de la Oficina Comunitaria de Variedades Vegetales (OCVV). En el caso de
que estos no existieran, se debera cumplir con las directrices de examen de la Union para la
Proteccion de la Obtenciones Vegetales (UPOV).

En el caso concreto que nos ocupa de la vid, el protocold técnico de la Oficina Comunitaria
de Variedades Vegetales (OCVV) es el documento CPVO-TP/050/2 de fecha 01/04/2009
disponible en https://cpvo.europa.eu, y las directrices de examen de la Union para la Proteccion
de la Obtenciones Vegetales (UPOV) corresponden al documento TG/50/9 de fecha 09/04/2008 y
disponible en https://www.upov.int/test_guidelines/es/.

4.1 Distincion

Una variedad sera considerada distinta si es posible diferenciarla claramente por la
expresion de las caracteristicas resultantes de un genotipo en particular o de una combinacion de
genotipos, de cualquier otra variedad cuya existencia, en la fecha de presentacién de la solicitud,
sea notoriamente conocida.

En particular, se considerara que una variedad es notoriamente conocida, a partir de la
fecha en que se haya presentado en cualquier pais una solicitud:

a) Bien de concesion de un derecho de obtentor, siempre que conduzca a la consecucion
de la proteccion solicitada.

b) Bien de inscripcion de la variedad en un registro oficial, siempre que resulte finalmente
inscrita.
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La notoriedad de la existencia de otra variedad podré desprenderse también de la

explotacion de la variedad ya en curso, presencia de la misma en una coleccién de referencia o
de cualquier otro medio de prueba.

4.2 Homogeneidad

Una variedad se considerara homogénea, si es suficientemente uniforme en sus
caracteres especificos, a reserva de la variacion previsible habida cuenta de las particularidades
de su reproduccion sexuada o de su multiplicacion vegetativa.

4.3 Estabilidad

Una variedad se considera estable, si sus caracteres especificos se mantienen inalterados
después de reproducciones o multiplicaciones sucesivas o, en caso de un ciclo particular de
reproducciones o de multiplicaciones, al final de cada ciclo.

5. El material vegetal para la realizacion de los estudios de DHE.

Una vez presentada la solicitud, la muestra de material vegetal necesaria para la
realizacion de los estudios de DHE, deber ser enviada al Centro de Examen con las siguientes
sefas:

Instituto Murciano de Investigacion y Desarrollo Agrario y Medioambiental (IMIDA)
Centro de Ensayos de Evaluacion de Variedades

C/Mayor s/n

30150 La Alberca (Murcia)

El material vegetal se enviara por el procedimiento mas rapido y seguro, y dentro de los
siguientes plazos:

Del 1 de febrero al 15 de marzo.

El solicitante avisara al Centro de Examen, con al menos una semana de antelacion, del
envio de la muestra.

Las muestras que no se reciban en los plazos sefialados o en las que el material no cumpla
los requisitos fijados en el punto siguiente, no entraran en el proceso de examen, y esta incidencia
sera comunicada de inmediato a la OEVV. La OEVV comunicara al solicitante la incidencia y podra,
de acuerdo con el Centro de examen, admitir la subsanacién de las faltas en la remision del
material.

El rechazo, motivado, de una muestra se comunicara por la OEVV al solicitante, el cual
dispondra de un plazo de un mes para retirar la muestra. Pasado ese plazo la muestra sera
destruida. Si el rechazo es por motivos sanitarios la muestra se destruira de inmediato.

La falta de muestra conforme podra dar lugar al archivo de la solicitud.
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El material se remitira de acuerdo con las condiciones sefialadas a continuacion.

En casos excepcionales, la OEVV de acuerdo con el Centro de examen, podra aceptar o
establecer otras condiciones diferentes.

Muestra:
La cantidad minima de material vegetal que debe presentar el solicitante sera:
e 10 barbados, en el caso de patrones.
e 10 plantas injertos sobre patron 110 Richter, de un afio de edad, en el caso de
variedades viniferas o de mesa.
Sanidad:
e \Visiblemente sanas y libres de enfermedades trasmisibles.
e Acompafiadas de un certificado de andlisis seroldgico de laboratorio autorizado, con
resultado negativo para las virosis siguientes:
- Enrollado tipo I 'y Il
- Entrenudo corto infeccioso.
- Virus del Mosaico del Arabic, en el caso de material vegetal procedente de fuera de
Espafia.
- Virus del jaspeado de la vid, en el caso de patrones.

Tratamientos:

El material no habréa sido objeto de tratamiento quimico no autorizado. Si ha sido tratada
se informara en detalle de los tratamientos y productos empleados.

El material no provendra directamente de un tratamiento de termoterapia salvo que se
haya sometido a una comprobacién previa de adecuacion con el material original.

Método de produccioén:
El material de la muestra no se habra obtenido mediante la técnica “in vitro”.
Etiquetado:

El conjunto de una muestra podra ir precintada en su conjunto 0 en caso contrario de forma
individual, y portando una etiqueta identificativa con los siguientes datos:

- Especie

- Variedad

- Solicitante

- Clon, en su caso
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Importaciones:

Los solicitantes que presentan material procedente de un pais distinto de aquel en el que
se efectuara el examen, deberan asegurarse de que se han cumplido todas las formalidades
aduaneras y fitosanitarias en vigor.

6. La realizacion de los estudios de DHE.

Los estudios que se realizan en el Centro de Ensayos de Evaluacion de Variedades del
IMIDA tienen una duracién minima de cuatro afios. Los dos primeros se dedican al establecimiento
y formacién de las plantas de la variedad candidata a estudiar, para superar su etapa juvenil. Los
dos afios siguientes se dedican al examen conocido como DHE (Distinguibilidad, Homogeneidad
y Estabilidad).

Durante este examen DHE, que se realiza de acuerdo con el protocolo técnico de la Oficina
Comunitaria de Variedades Vegetales (OCVV) y teniendo en cuenta las especificaciones de la
Unién Internacional para la Proteccion de las Obtenciones Vegetales (UPOV), se estudian 44
caracteres (los indicados en el documento TP/050/2) sobre un minimo de cinco plantas, y se
compara la variedad candidata con las variedades notoriamente conocidas mas parecidas o
cercanas a ella.

Si se comprueba que la variedad candidata cumple con los criterios necesarios para su
inscripcion, es decir, ser claramente distinta en la expresidn de al menos uno de sus caracteres a
otras variedades conocidas, ser homogénea y estable en la expresion de estos caracteres, y en
ese caso se emite un informe final favorable junto con una descripcién oficial.

A partir de este momento, la variedad candidata podré ser inscrita en el Registro
correspondiente, si cumple con el resto de requerimientos administrativos, es decir, poseer una
denominacion apropiada y haber pagado las tasas, y en el caso de variedades protegidas, cumplir
con el requisito de novedad, pasando la muestra a formar parte de la Coleccién Nacional de
Referencia de Variedades de Vid para su mantenimiento y custodia.
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