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1.1.  JUSTIFICACION

La presente Tesis Doctoral forma parte del proyecto nano-VIT (RTI2018-095794-
B-C21, RTI2018-095794-A-C22), un proyecto multidisciplinar, en el que han colaborado
tanto el IMIDA como la UNIVERSIDAD DE GRANADA, y con el que se persigue

demostrar el gran potencial de la nanotecnologia en la viticultura y la enologia.

Una parte importante de la agricultura en la Region de Murcia es el cultivo de
vifiedo para vinificacion, siendo predominante en el Altiplano (Yecla y Jumilla) seguido
de la Comarca del Noroeste. En los ultimos 20 afios se viene produciendo una dramatica
disminucion de la superficie dedicada a dicho cultivo, tanto a nivel nacional como
regional. En la Region de Murcia en el afo 2001 la superficie de vifiedo era de 42.187 ha
(Portal estadistico de la Region de Murcia, 2023), en el afio 2020 tan solo alcanzaba 21.760
ha, por lo tanto en este periodo de tiempo se ha producido un descenso del 48%. Esta
importantisima merma en la superficie de vifiedo se debe fundamentalmente a la falta
de rentabilidad econdmica y la consiguiente falta de relevo generacional, sobre todo en
las pequenas explotaciones. Ademas, hay que tener en cuenta el progresivo e imparable
avance de otros cultivos implantados en zonas como el Campo de Cartagena y que
debido a la problematica que han causado en el Mar Menor, provocando un claro
proceso de eutrofizacion, buscan otras zonas de expansion, como son el Noroeste y
Altiplano de la Region de Murcia. En los tltimos 20 afios, el incremento de superficie
dedicada en el Altiplano a frutales y hortalizas ha sido de un 40% y 239%

respectivamente.

El cultivo del vifiedo no se cifie solo a una actividad agraria, en nuestro territorio
es mucho mas que eso, constituye un elemento fundamental del paisaje y suele ser
respetuoso con el medioambiente. Ademas, en los tltimos tiempos en los que se trata de
fomentar la cultura del vino y el enoturismo, viene a ser un elemento primordial para el
mismo. Por otro lado, la vid es un cultivo que asienta y fija poblacion en la zona, pues
no se trata solo de cultivar y luego recoger el fruto, sino que lleva asociado la
transformacion de la materia prima en vino en las bodegas y su posterior

comercializacion.
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El cultivo de la vid se caracteriza por una menor necesidad hidrica y menores
tratamientos con fitosanitarios que los cultivos de frutales y hortalizas. En el contexto
actual de cambio climatico, en el que sobre todo en la zona del sureste peninsular las
lluvias son cada vez mas escasas, lo que parece mas sensato es apostar por cultivos que
requieran un aporte escaso o moderado de agua. Se hace necesario pues, el implementar
acciones que ayuden a evitar el abandono de vifiedos y su sustitucion por otros cultivos
que para nada definen la esencia de un territorio como es el Altiplano (Yecla y Jumilla)

y la Comarca del Noroeste (Bullas).

Entre estas acciones se deben considerar la realizacion de estudios que mejoren
el cultivo del vifiedo y concretamente de la variedad Monastrell, que mantengan la
productividad y calidad de las uvas obtenidas, todo ello en un ambito de proteccion

medioambiental y desarrollo sostenible.

Dentro de las medidas enfocadas a mejorar los cultivos de vid, la urea ha
demostrado ser eficaz como fuente de nitrégeno (N) para la planta. Por otro lado, los
elicitores se han venido utilizando en diversos cultivos. En el vifiedo se han empleado
como agentes de defensa contra el ataque de patdgenos, con el objetivo de reducir el uso
de productos fitosanitarios convencionales; ademas de como estrategia para aumentar
la sintesis de metabolitos secundarios en la planta, tales como los compuestos fendlicos.
Estos compuestos tienen gran importancia en las uvas y sobre todo en los vinos desde el
punto de vista tecnoldgico y nutricional. Las pieles de las uvas son la mayor fuente de
estos compuestos de interés y la composicion de su pared celular afecta de manera

directa a la liberacion de los mismos.

En estudios precedentes en los que se ha aplicado foliarmente urea o metil
jasmonato (Me]J), los resultados no siempre han mostrado la eficacia esperada, por ello
se plantea la necesidad de establecer otros modos de aplicacién para obtener unos
resultados mas evidentes en la mejora de la calidad final de las uvas y los vinos. Una
alternativa podria ser el uso de la nanotecnologia, que se ha empleado en otros campos
de forma mas generalizada como la medicina. En el caso de la agricultura se ha estudiado
su utilizaciéon como nanofertilizantes, nanopesticidas, nanobiosensores e incluso como

estrategia para la rehabilitacion de suelos contaminados. En el campo concreto de la
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viticultura los estudios disponibles son mas escasos. El empleo de nanoparticulas
dopadas en su superficie por diversas sustancias, es una ventaja debido a la capacidad
de éstas de proteger y de liberar lentamente las sustancias soportadas. De este modo, se
puede conseguir un uso mas eficiente de la urea y el Me], evitando tanto pérdidas por
evaporacion como por la degradacion de los compuestos aplicados. Ademas, esto
permitiria una absorcion por la planta mas eficaz, al no liberarse todo el compuesto
activo en un mismo momento. Es por tanto importante evaluar la aplicacion de urea y
Me] soportados sobre nanoparticulas, para poder establecer su accion sobre la calidad

de las uvas y vinos, en nuestro caso de Monastrell.

Para llevar a cabo este objetivo se ha contado con la colaboracién del equipo
Bionanomet, liderado por el Dr. Jos¢é Manuel Delgado Lépez, perteneciente al
Departamento de Quimica Inorganica de la Facultad de Ciencias de la Universidad de
Granada. Ellos han sido los responsables de la sintesis de las nanoparticulas aplicadas a

nuestros vifiedos, sin las cuales este trabajo no podria haberse realizado.

12. OBJETIVOS

El objetivo principal de esta Tesis Doctoral ha sido la evaluacion del efecto de la
aplicacion de urea y Me] en forma convencional y soportados sobre nanoparticulas de
hidroxiapatito en la calidad de las uvas y vinos de la variedad Monastrell. Para ello se

establecieron los siguientes objetivos especificos:

1. Evaluar el efecto producido por los tratamientos sobre los componentes
estructurales de la pared celular de la piel de las uvas.

2. Caracterizar la composicion fenolica (antocianos, estilbenos y proantocianidinas)
y nitrogenada en las uvas y vinos tras la aplicacion de los tratamientos.

3. Evaluar la calidad sensorial de los vinos elaborados con las uvas tratadas, con el
objetivo de seleccionar aquellos que mayor calidad hayan obtenido.

4. Comparar los resultados obtenidos tras la aplicacion en forma convencional y
como nanoparticulas tanto de la urea como del Me], para establecer cual seria el
tratamiento mas adecuado y sostenible en cada una de las familias de

compuestos analizados.
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21. LA VARIEDAD MONASTRELL EN LA REGION DE MURCIA

La superficie destinada a uva de vinificacion en Espana se situaba a 31 julio de

2020 en 944.478 ha, correspondiendo 21.760 ha a la Region de Murcia.

Dentro de la Region de Murcia la mayor zona productiva se ubica en la comarca
del Altiplano donde se encuentran las Denominaciones de Origen de Jumilla y Yecla. En
esta zona, la superficie destinada a uva de vinificacion era de 18.816 ha en el 2020 (Portal
estadistico de la Region de Murcia, 2023), representando el 86,5% del total de superficie
de la Region de Murcia dedicada al vifiedo. El restante 13,5% queda repartido en el resto
de la region, teniendo importancia también en la comarca del Noroeste, donde se ubica

la Denominacion de Origen Bullas.

Sanchez-Sanchez et al. (2017) (Figura 1.1) caracterizaron los paisajes de vifiedo
de la Region de Murcia a partir de la superficie dedicada al mismo y su relacion con la
superficie total cultivada, estableciendo la importancia de los mismos en los términos
municipales de Jumilla y Yecla con un 24,34% y 21,85% respectivamente. Ademas,
clasificaron los paisajes de vifiedos en tres tipos diferentes: paisaje de vifiedo en llanura,

paisaje de vifiedo en pie de monte y paisaje de vifiedo en depresiones u hoyas.

De las diferentes variedades presentes en la Region de Murcia destaca la variedad
Monastrell con el 77,8% del total de superficie, ademds de representar cerca del 45% de
toda la superficie de Monastrell cultivada en Espafia (37.881 ha en julio 2020) (MAPA,
2021). Esta variedad es considerada como autdctona de estos territorios, estando bien
adaptada a las duras condiciones edafoclimaticas de la zona, con escasas lluvias y suelos

pobres (Martinez-Cutillas et al., 2018).

Las vides de Monastrell tienen un porte erguido y se cultivan tanto en
conduccién en vaso como en espaldera. Sus racimos son de tamafio medio-pequefio, de
compacidad media-alta y las bayas son de tamafio medio, de color azul-negro intenso,
piel gruesa, pulpa carnosa y sabor neutro (Martinez-Cutillas et al., 2018). La calidad que
se obtiene en las uvas y posteriormente en el vino depende en gran medida de las

condiciones de cultivo, viéndose muy afectada cuando se obtienen altas producciones;



Introduccién

de modo que para poder obtener todo su potencial es necesario que sus bayas alcancen

al menos los 13 °Baumé (°Bé).

I superficie de vifedos

ot

20 0 20 40 km

Figura 1.1. Distribucién vifiedo de vinificacion en la Regién de Murcia (Sanchez-Sanchez et. al, 2017).

Cuando la variedad Monastrell se cultiva en condiciones 6ptimas, da lugar a

vinos tintos de capa media-alta y de color cereza violdceo con tonos granates. Respecto

a sus aromas, son complejos de caracteristicas balsdmicas, especiadas y minerales,

ademas de notas de frutas rojas. En boca son carnosos, célidos, tanicos y suaves y

destacan su equilibrio y extracto (Consejo Regulador Denominaciéon de Origen Yecla,

2023).
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2.2. CARACTERIZACION DE LAS UVAS Y DE LOS VINOS

2.2.1. LA PARED CELULAR

En general, los compuestos fendlicos se encuentran localizados en las vacuolas
de las células de la piel de la uva ademas de en las semillas, y son difundidos al vino
durante el proceso de fermentacion (Garrido y Borges, 2013). Su extractabilidad durante
el proceso de elaboracion del vino viene influenciada por diferentes factores, tales como
la variedad y el lugar de procedencia de la uva (Apolinar-Valiente et al., 2015a), las
practicas agrondmicas y el grado de maduracion (Ortega-Regules et al., 2008a) o la
estructura y composicion de la pared celular de la piel de la baya (Garrido-Bafiuelos et
al., 2021). Muchas préacticas enologicas tienen por objeto degradar la pared celular de la
piel para favorecer la liberacion de polifenoles, tales como el uso de enzimas y la
maceracion prefermentativa en frio (Apolinar-Valiente et al., 2015b, Castro-Lopez et al.,
2016), ademas de nuevas tecnologias como la aplicacion de ultrasonidos para aumentar
la extraccion de polisacaridos de la piel de las uvas (Martinez-Lapuente et al., 2021) y su
capacidad para mejorar las caracteristicas cromaticas de los vinos (Pérez-Porras et al.,
2022a). Otras técnicas que se han estudiado recientemente son la aplicacion de
microondas en la etapa pre-fermentativa, lo que permite reducir los tiempos de
maceracion (Pérez-Porras et al., 2022b). Ademas, la pared celular de la piel es la mayor
fuente de polisacaridos pécticos en el vino (Vidal et al., 2001), lo que influye tanto
tecnoldgicamente como sensorialmente en las cualidades de los mismos, modificando su

estabilidad coloidal debido a la capacidad para combinarse con los taninos.

2.2.1.1. Estructura de la pared celular

La estructura de la pared celular vegetal esta conformada por la ldmina media, la
pared primaria y en ocasiones la pared secundaria. Es la ldmina media la mas externa y
primera en depositarse a partir de las vesiculas del aparato de Golgi. La pared primaria
es sintetizada durante el crecimiento y esta constituida por una estructura de microfibras
de celulosa entrelazada con hemicelulosa y a su vez incrustada en una matriz de
polisacdridos pécticos y algunas hemicelulosas. Se han establecido dos modelos para la

estructura de las paredes celulares de las plantas, el tipo I correspondiente a las plantas
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dicotiledoneas (Figura 2.1) y alguna monocotileddnea y el tipo II correspondiente a la

mayoria de monocotiledoneas y a las plantas herbaceas (Carpita y McCann, 2020).

Lamina media

—— Pectina

Hemicelulosa
Microfibrillas de celulosa

AR

Figura 2.1. Estructura de la pared celular vegetal primaria de tipo I (Carpita et al., 2020).

La pared secundaria (Figura 2.2), que aparece en algunos tipos de células como
es el caso de las paredes de la semilla de uvas, es una pared gruesa y lignificada que
crece dentro de la pared primaria. Estd compuesta por celulosa, glucuronoxilanos y otras
hemicelulosas, interconectados con una red de &acidos fenilpropanoides y lignina.
Ademas, las fibrillas de hemicelulosa estan recubiertas de xylanos y mananos y la lignina
se produce mediante el acoplamiento oxidativo de subunidades de monolignol (Ralph

et al., 2019).

Microfibrilla de celulosa

Recubrimiento
| S
»,1/de xilano y manano
|

—Lignina

Figura 2.2. Estructura de la pared celular vegetal secundaria (Carpita et al., 2020).
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2.2.1.2. Composicion de la pared celular

Una aproximacion en cuanto a la composicion de la pared celular de la piel de la
uva ha sido establecida, siendo los polisacaridos los componentes mayoritarios,
representando un 50% de la composicion global. Entre ellos podemos encontrar los
polisacaridos neutros (celulosa, xyloglucano, arabino galactano, xylano y manano) que
representan un 30% y las sustancias pécticas un 20% (de ellas un 62% metilesterificadas).
De la parte restante, un 15% son proantocianidinas insolubles y por debajo del 5%

proteinas estructurales y lignina (Goulao et al., 2012).

Los distintos componentes de la pared celular se pueden clasificar en los

siguientes grupos:
Proteinas:

El proteoma de la pared celular de las plantas estd compuesto por un amplio
numero de proteinas que tienen funciones criticas en el desarrollo y respuesta al estrés.
Clemente et al., (2022) recopilaron los estudios realizados en 13 especies diferentes de
plantas y propusieron una clasificacion de las diversas proteinas encontradas
atendiendo a sus dominios funcionales. De este modo propusieron una agrupacion en
nueve clases funcionales: proteinas que acttian sobre los carbohidratos de la pared
celular (expansianas y las pectin metilesterasas); oxidoreductasas; proteasas; proteinas
relacionadas con el metabolismo lipidico; las relacionadas con los procesos de
senalizacion (arabinogalactanos); proteinas con dominios de interaccion (que
interaccionan con otras proteinas y con carbohidratos de la pared celular); proteinas
estructurales (glicoproteinas ricas en hidroxiprolina y extensinas); las de funcién

desconocida y una miscelanea de proteinas que no se pueden clasificar en otros grupos.

En la estructura de la pared celular primaria son esenciales las proteinas
estructurales, donde se incluyen las proteinas ricas en glicina (Gly), las proteinas ricas
en prolina (Pro), las extensinas (proteinas ricas en hidroxiprolina) y las arabinogalactano
proteinas. Estas proteinas estructurales se encuentran wunidas mediante
entrecruzamientos covalentes dentro de la red de la pared y afectan a las propiedades

mecanicas de las mismas (Rui y Dinneny, 2020).
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Compuestos fendlicos totales:

Estan presentes formando enlaces fenolicos cruzados con otros componentes de
la pared celular como ligninas, extensinas, glucuronoarabinoxilanos y cadenas laterales
de rhammagalacturano-I. Estos enlaces cruzados modifican la consistencia de la pared,
la expansion celular y la resistencia a patdégenos (Mnich et al., 2020). Segun Ortega-
Regules et al. (2006) en la pared celular primaria se encuentran mayoritariamente el

acido fertlico y el 4cido p-cumarico en forma de ésteres con arabinosa y galactosa.
Aziicares neutros:

La celulosa y la hemicelulosa constituyen los llamados polisacaridos neutros. Las
microfibrillas de celulosa estan formadas a partir de moléculas de glucosa unidas
mediante enlaces -(1—4) glicosidicos formando cadenas de celobiosa (Goulao et al.,
2012). Por otro lado, la hemicelulosa actiia entrelazandose con las microfibrillas de
celulosa. En las paredes celulares de tipo I la hemicelulosa presente se encuentra en
forma de xyloglucano y en menor medida en forma de galactoglucomananos,

galactomananos, glucanos y glucoronoarabinoxilanos (Carpita y Gibeaut, 1993).
Pectinas:

Se establecen como heteropolisacaridos que contienen fundamentalmente
residuos de acido galacturdnico, que se pueden presentar como ésteres metoxilicos,
ademads de contener una cierta cantidad de azticares neutros que pueden estar presentes
como cadenas laterales (Voragen et al.,, 2009). Esta fraccion péctica estd compuesta
principalmente de homogalacturonano en un 65%, arabinogalactano I y II en un 23%,
ramnogalacturonano de Tipo I en un 10% y ramnogalacturonano de Tipo II en un 2%

(Nunan et al., 1997; Vidal et al., 2001) .

La composicion de la pared celular varia durante el proceso de crecimiento y
maduracion de la baya. Después del envero la piel se vuelve mas blanda, se degrada la
lamina media y la superficie de la pared se vuelve ondulada debido a la ruptura de las
uniones con calcio entre las moléculas de pectina. Ademas se produce una solubilizacién
de las pectinas y un aumento de las proteinas estructurales que ayuda a mantener la
integridad de la baya (Huang et al., 2005).
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Con el aumento del grado de maduracion también se produce una disminucion
de la cantidad de material de pared celular y de la galactosa presente (Ortega-Regules et
al., 2008a) ya que se produce una solubilizacion de arabinogalactano I y una disminucion
del grado de metil- y acetil- esterificacion de la pectina, aunque existe una dependencia

con el cultivar (Vicens et al., 2009).

2.2.2. COMPUESTOS FENOLICOS

Los metabolitos secundarios se generan a partir de productos del metabolismo
primario, son sustancias que a priori no tendrian una funcion vital pero desarrollan
funciones muy importantes en la supervivencia de la planta. Entre ellos se encuentran
los compuestos fendlicos, los terpenos y alcaloides, ademas de compuestos aromaticos

como aldehidos, alcoholes, acidos grasos y ésteres (Croteau et al., 2000).

La estructura de los compuestos fenolicos proviene del fenol, un anillo aromatico
con un grupo hidroxilo y diversos sustituyentes. Las rutas biosintéticas mas habituales
de estos compuestos son la del acido siquimico y la ruta de los fenilpropanoides. La
biosintesis comienza con la union del fosfoenolpiruvato (PEP) y la D-eritrosa-4-fosfato
para obtener finalmente dcido siquimico. A partir de aqui y por la accién de la enzima
fenilalanina amonio liasa (PAL) se obtienen L-tirosina (Tyr) y L-fenilalanina (Phe), de
esta ultima derivan principalmente el resto de compuestos fendlicos gracias a la
actividad de diversas enzimas. La Figura 2.3 muestra resumidamente los diferentes

compuestos que se generan asi como las enzimas involucradas en su sintesis.

Dentro de la gran familia de los compuestos fenolicos y atendiendo a su
estructura quimica se dividen en dos grupos, los compuestos fendlicos flavonoides
(antocianos, flavonoles, flavanoles y proantocianidinas (PAs)) y los no flavonoides

(estilbenos y acidos fendlicos hidroxicindmicos e hidroxibenzoicos).

De entre todos ellos, en esta Tesis Doctoral se han estudiado los antocianos,

estilbenos y PAs .
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Figura 2.3. Resumen de las rutas biosintéticas de los principales compuestos fendlicos de la vid (a partir de

Matus et al. (2009) y Dewick (2002) con algunas modificaciones).

Abreviaturas: ANR, antocianidina reductasa; C4H, cinamato hidroxilasa; 4CL, 4 cumarato CoA ligasa; CHI,
chalcona isomerasa; CHS, chalcona sintetasa; DFR, dihidroflavonol reductasa; F3H, flavanona 3-hidroxilasa;
F3'H, flavonoide 3'hidroxilasa; F3'5'H, flavonoide 3'5'-hidroxilasa; FLS, flavonol sintetasa; GT, glucosil
transferasa; LAR, leucoantocianidina reductasa; LDOX, leucoantocianidina dioxigenasa; OMT, O-
metiltransferasa; PAL, fenilalanina amonioliasa; STS, estilbeno sintetasa; UFGT, flavonoide 3-

glucosiltransferasa.

2.2.2.1. Antocianos

Son las sustancias responsables del color de las uvas y vinos tintos. Su sintesis se
produce en la piel de las variedades de uva tinta, aunque en las variedades tintoreras

también se encuentran en la pulpa.

Su estructura quimica esta basada en el catién flavilio. Los antocianos de las uvas
se forman a partir de las antocianidinas tras su glucosilacion mayoritariamente en la
posicién 3. Ademads una vez glucosiladas, la glucosa puede ser también acilada por
distintos acidos como el 4dcido acético, el acido p-cumarico y el acido cafeico (Rinaldo et
al., 2015). En las uvas tintas se han identificado principalmente cinco antocianidinas

mostradas en la Figura 2.4: cianidina, peonidina, delfidina, petunidina y malvidina
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aunque algun autor tambien ha identificado pelargonidina en Cabernet Sauvignon y en

Pinot Noir (He et al., 2010; Garrido y Borges, 2013).

Ry Antocianidina R: R:
OH Cianidina OH H
. Peonidina OCH:s H
HO °x Delfidina OH OH
R —
Petunidina OCHs OH
Zon Malvidina OCH: OCH;
OH Pelargonidina H H

Figura 2.4. Estructura de las diferentes antocianidinas encontradas en uvas.

El perfil antocianico de cada variedad de uva es relativamente estable, aunque su
concentracion total puede variar ampliamente debido a la afiada, a las condiciones

ambientales y factores agronémicos (Gil-Munioz et al., 2010).

Los antocianos extraidos en el vino durante el proceso de fermentacion alcanzan
un valor maximo relativamente pronto con un descenso posterior (Ribéreau-Gayon et
al., 2003). Este descenso puede ser producido por la adsorcion sobre las paredes celulares
tanto de levaduras (Morata et al., 2006) como de la propia piel de la uva (Fernandes et
al,, 2017). Las formas monoméricas son las principales responsables del color de los vinos
jovenes, aunque en estos vinos también son importantes los procesos de copigmentacion
en los cuales los antocianos se asocian con compuestos no coloreados, ayudando a la
estabilidad del color de los vinos en el tiempo (Garrido-Bafiuelos et al., 2021).
Finalmente, durante el envejecimiento del vino se forman compuestos procedentes de
los antocianos mas complejos y estables, destacando los piroantocianos responsables del

cambio de color a tonos mas anaranjados (Escribano-Bailon et al., 2019).

2.2.2.2. Estilbenos

Estos compuestos en principio no tienen influencia en la calidad organoléptica

de los vinos, aunque si presentan cierto interés nutricional dado sus propiedades
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beneficiosas para la salud humana. En la vid se acumulan en las bayas, en el exocarpo
durante el desarrollo del fruto y disminuye en bayas maduras (Fornara et al., 2008),

aunque también se encuentran en otros tejidos de la planta (Wang et al., 2010).

Entre todos los estilbenos, el resveratrol ha demostrado poseer efectos
antioxidantes, inmunomodeladores, antiinflamatorios, asi como una amplia gama de
beneficios para la salud, como la quimio-prevencion del cancer o la cardioproteccion

(Dubrovina y Kiselev, 2017).

Estructuralmente estdn caracterizados por poseer un nucleo comdn de difenil
etileno. El isdémero trans es la configuracion mas comun de los estilbenos monomeéricos.
Los estilbenos oligoméricos se producen por acoplamiento oxidativo entre los
monomeéricos y se caracterizan por configuraciones estructurales complejas. A partir del
trans-resveratrol derivan el resto de estilbenos (Figura 2.5), por accién de diversas
enzimas, algunas todavia sin caracterizar. Por isomerizaciéon con luz ultravioleta se
sintetiza el cis-resveratrol. A traves de glicosacion el piceido, por hidroxilacion el

piceatanol y por dimerizacion la e-viniferina (Martinez-Marquez, 2016).

Piceatanol

HO A

OH

OH/
Yo

HO O

OH trans-Resveratrol

e-Viniferina

OH

Figura 2.5. Estructura de los principales estilbenos encontrados en uvas.
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2.2.2.3. Proantocianidinas

Las PAs también conocidas como taninos condensados, son polimeros que estan
formados a partir de los flavan-3-oles monoméricos a través de uniones C-C
interflavonicas y ocasionalmente uniones C-O-C (Cheynier et al., 2006). Las unidades
monomeéricas estan compuestas de dos anillos aromaticos (A, B) y un heterociclo de
pirano y se distinguen por la estereoquimica de los carbonos asimétricos (C2 y C3), la

presencia de grupos galoilados y el nivel de hidroxilacion del anillo B.

(+)-galocatequina (-)-epigalocatequina

Figura 2.6. Estructura de los flavan 3-oles monomeéricos.

En Vitis vinifera se encuentran los compuestos dihidroxilados: (+)-catequina, (-)-
epicatequina y la forma galoilada, (-)-epicatequina-3-O-galato, y por otro lado los
trihidroxilados: (+)-galocatequina y (-)-epigalocatequina (Figura 2.6). En la uva se
localizan en la piel y en las semillas, siendo la epigalocatequina especifica de la piel
(Hellstrom et al., 2009). Las PAs se encuentran en mayor concentracion en las semillas,
ademas éstas presentan un mayor grado de galoilacion y menor grado de polimerizacién

que las procedentes de los hollejos (Busse-Valverde et al., 2010).

Durante la fermentacion se produce un aumento de las PAs extraidas en el vino
hasta llegar a un maximo que permanece constante. Las PAs del hollejo se extraen mas
rapidamente que las de las semillas, estas ultimas necesitan en primer lugar la

hidratacién de la cubierta de la misma y la eliminacién de los lipidos presentes (Glories
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y Saucier, 2000), ademas el alcohol que se genera en la fermentacién favorece la

extraccion.

Sensorialmente, las PAs son las responsables de la astringencia y el amargor de
los vinos. Durante el proceso de envejecimiento del vino forman polimeros junto con los

antocianos ayudando de este modo a la estabilidad del color de los mismos.

2.2.3. COMPOSICION NITROGENADA

El N es un elemento muy importante en cualquier ser vivo, concretamente en las
plantas forma parte de la clorofila, los acidos nucleicos, hormonas, proteinas y

aminoacidos.

Mediante el proceso de asimilaciéon el N inorganico es incorporado a los
compuestos organicos de las plantas. Este proceso se puede llevar a cabo por cuatro vias
diferentes, una de ellas es el proceso de fijacién mediante el cual el nitrogeno atmosférico
(N2) es transformado en amonio (NHzs") por la accién de microorganismos simbiontes con
algunas plantas (leguminosas), las otras tres vias son la asimilaciéon de nitrato (NOs),
nitrito (NO2) y NH4*. Los NOs" y NO2 deben de ser reducidos y transformados en NH*,
y es este tltimo el que se introduce en la ruta bioquimica del glutamato para la sintesis

del resto de biomoléculas, entre las que se encuentran los aminoacidos.

En la Figura 2.7 se obsevan los distintos procesos llevados a cabo para la sintesis
de aminodcidos en las plantas. Dicha sintesis ocurre durante las tltimas seis u ocho

semanas del periodo de la maduracion de la uva (Cosme et al., 2016)
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Figura 2.7. Esquema general de la biosintesis de aminoacidos en plantas (a partir de Gutiérrez Gamboa et
al., 2020). Abreviaturas: DAPI, acido diaminopimélico; DAHP, acido 3-desoxi-D-arabino-heptulosénico 7-

fosfato.

Los aminoécidos presentes en las bayas, juegan junto con el NH4', un papel
fundamental en el proceso de la fermentacion alcoholica. Ambos son fuentes primarias
para la nutricién y desarrollo de las levaduras. Los aminoacidos mds abundantes
presentes en el mosto son la Pro y la Arg (Bell y Henschke, 2005). Arg es un aminodacido
de facil asimilacion por las levaduras de la especie Saccharomyces cerevisiae, mientras que
la Pro es un aminodcido que presenta mas dificultades para ser asimilado por las mismas
(Gobert et al., 2017). Se define el N facilmente asimilable (YAN) como la suma de NH4*
y de todos los aminoacidos a excepcién de la Pro. Las recomendaciones de YAN en los
mostos para un correcto desarrollo de la fermentacion alcohdlica son entre 150 y 200 mg
N/L (Bell y Henschke, 2005). Por otro lado, los compuestos nitrogenados son precursores
de muchos compuestos aromaticos responsables del aroma del vino (Moreno-Arribas y

Polo, 2009a).
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La composicién nitrogenada de los mostos y vinos depende de la variedad de
uva, de las condiciones edafoclimaticas, de las practicas agronomicas, el grado de

maduracion y la adicion de N en los procesos enoldgicos (Gutiérrez-Gamboa et al., 2020).

Los aminodacidos presentes en el vino provienen por un lado de los que estaban
presentes en el mosto y no se han utilizado en la fermentacion y por otro lado de los
liberados por las levaduras por autolisis al final de este proceso (Moreno-Arribas y Polo,
2009b). Otros compuestos nitrogenados menos favorables que se pueden encontrar en
los vinos son el etil carbamato, formado a partir de urea y etanol; y las aminas bidgenas
formadas a partir de la descarboxilacion de aminoacidos por la accién de bacterias
lacticas (Costantini et al., 2019). La presencia excesiva de estos compuestos puede dar

lugar a problemas de toxicidad en los vinos.

2.3. ESTRATEGIAS VITICOLAS PARA INCREMENTAR LA CALIDAD DE LA
UVA Y EL VINO

Es una realidad que los efectos del cambio climatico estan siendo cada vez mas
acusados, manifestdndose con un ascenso en las temperaturas medias y desdrdenes en
los ciclos meteorologicos. Estamos siendo testigos por tanto, de un aumento de los
fendmenos meteoroldgicos extremos con periodos de sequia y fendmenos de lluvias
torrenciales cada vez mas frecuentes. Ademas, los episodios con altas temperaturas son

cada vez mas duraderos, siendo mads significativos en el sureste espaniol.

En los vifiedos, estas condiciones de sequia y altas temperaturas provocan una
inhibicién del metabolismo, lo que conduce a la reducciéon en las acumulaciones de
metabolitos secundarios tales como los compuestos fenolicos (Mira de Ordufia, 2010) al
mismo tiempo que se produce degradacion de los mismos. Se ha establecido que
temperaturas superiores a 30°C reducen la sintesis de antocianos, y que temperaturas
mayores a 37°C pueden llevar a una completa e irreversible inhibiciéon de la misma en
algunos cultivos (Kliewer, 1977; Mira de Ordufia, 2010). Por otro lado, temperaturas por
encima de 35°C durante el envero reducen significativamente la expresion de genes
relacionados con la sintesis y acumulacion de antocianos y estilbenos (Kim et al., 2018).

Respecto a los aminodcidos, su produccion también se ve influenciada por las
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condiciones climatoldgicas, de hecho se favorece con el descenso de las temperaturas

nocturnas durante el mes previo a la vendimia (Gutiérrez-Gamboa et al., 2018a).

Por otra parte, el efecto de las altas temperaturas durante el periodo de
maduracion, estd provocando un desajuste cada vez mas pronunciado entre la madurez
fenolodgica y la madurez tecnoldgica, encontrandose en muchos casos que para tener una
composicion fendlica adecuada en la baya es necesario alcanzar unos valores de pH
demasiado elevados, una acidez total (AT) muy baja, ademas de altas concentraciones

de azucares que se traduciran en vinos de alta graduacion alcoholica.

Ante este escenario climatologico y con el objeto de intentar mantener y mejorar
la calidad de las uvas, se han establecido diversas estrategias agrondmicas como son el
aclareo de racimos y diferentes sistemas de poda y conduccion (Pérez-Lamela et al.,
2007); el estudio y la seleccion del portainjerto (Marin et al., 2021); el uso de diferentes
técnicas de riego (Romero-Azorin et al., 2022); la utilizacién de diferentes elicitores
(Paladines-Quezada et al., 2019a; Portu et al., 2018a; Ruiz-Garcia y Gomez-Plaza, 2013)
y la aplicacién de compuestos nitrogenados como la urea o fenilalanina (Garde-Cerdan

et al., 2014a; Garde-Cerdan et al., 2015).

También se han empleado diferentes estrategias enoldgicas con el fin de
conseguir una mayor extractabilidad de compuestos de interés en los vinos, como el uso
de enzimas, maceraciones pre-fermentativas o el uso de ultrasonidos que han
conseguido buenos resultados en la mejora de la calidad de los vinos (Pérez-Porras et

al., 2022a).

2.3.1. APLICACION DE COMPUESTOS NITROGENADOS EN EL VINEDO

El N es un macroelemento esencial para la vid, junto con fostoro (P), potasio (K),
calcio (Ca), magnesio (Mg) y azufre (S), ademds también son importantes los
oligoelementos molibdeno (Mo), cobre (Cu), manganeso (Mn), boro (B), zinc (Zn), hierro
(Fe) y cloro (Cl). E1 N favorece el desborre, la tasa de cuajado y el proceso de induccién
floral, lo que se traduce en una mejora del crecimiento y de la capacidad productiva. La

vid se caracteriza por tener unas necesidades de N relativamente moderadas, con un
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ritmo regular de absorcion de minerales a lo largo de su ciclo y sin periodos criticos
(Garcia-Escudero Dominguez, 2010). Para la correcta ejecucion de un programa de
fertilizacion se deberian realizar andlisis que nos permitan definir las necesidades de la
planta, por lo que es recomendable realizar dicho analisis de suelo en invierno cada 3-4
anos. También se debe analizar el agua de riego cada temporada para conocer su
aportacion en nitratos. Finalmente para conocer el estado nutricional de la planta, es
importante cuantificar durante el invierno la cantidad de Arg en las raices (reservas) y

la realizacidn de anélisis foliares en floracion y envero (Gutiérrez-Gamboa et al., 2020).

La absorcion de N de la vid comprende fundamentalmente el periodo
comprendido entre la brotacion y el envero, donde practicamente es absorbido el 100%
de N, ademas del K, y mas del 90% de P. Un exceso de suministro de N puede llevar
asociados diversos problemas como son el exceso de vigor, aumento de la fertilidad de
las yemas, del peso de baya y racimo. Ademds, la estimulaciéon del crecimiento
vegetativo dificulta los procesos de agostamiento y maduracion de la uva, lo que
produce una disminucién de la calidad de las mismas. Por otro lado, la vid se vuelve
mas sensible a la Botritis y la mayor compacidad del racimo dificulta su tratamiento.
También se pueden producir corrimientos en variedades sensibles, clorosis, aumento de
riesgo de carencia de Ky aumento de las necesidades de agua. En condiciones normales
la aplicacién de N no deberia exceder los 30-40 Kg/ha (Garcia-Escudero Dominguez,

2010).

2.3.1.1. Modos de aplicacion

La Figura 2.8 representa de modo simplificado el ciclo del N, cualquier tipo de

aplicacion en forma de abono que contenga N afectard a dicho ciclo.
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Figura 2.8. Esquema simplificado del ciclo del nitrégeno.

Fertilizacion en el suelo

El uso de fertilizantes convencionales para suministrar N, P y K, ha sido clave
para aumentar el rendimiento de los cultivos. Sin embargo, la cantidad que es asimilada
por la planta es notablemente inferior al suministrado, en torno al 50% en el caso de Ny

K e incluso del 10% para el P (Trenkel, 2010).

Respecto a la aplicacion en el suelo, debe de ser cuando las raices estan en
crecimiento activo, es decir en la floracion y en la postcosecha (Gutiérrez-Gamboa et al.,
2020). Después de la vendimia, el N se moviliza desde las hojas senescentes para ser
almacenado en los drganos perennes. Posteriormente, en la primavera y antes de
comenzar la adsorcion por las raices, se vuelve a movilizar desde las partes perennes a
los drganos en desarrollo (Ferrara et al., 2018). Cuando el N es aplicado al suelo suele
producir un aumento significativo del estado de N tanto de la planta como del fruto, lo
que con cierta frecuencia se traduce en un aumento vegetativo y mayores rendimientos

(Schreiner et al., 2013).
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Debido a la alta solubilidad de los productos empleados, una parte importante
puede acabar contaminando las masas de agua, ya sea por lixiviacion o por escorrentia,
ademas también se producen pérdidas por volatilizacion. Esta baja eficiencia de los
productos aplicados en forma convencional se ha convertido desde hace décadas en un
problema, por un lado econdémico y por otro lado medioambiental, siendo el uso
intensivo de los fertilizantes uno de los principales factores antropogénicos en la
contaminacion de aguas subterrdneas y superficiales, ademas de causar problemas de

eutrofizacion (Abascal et al., 2022; Malone y Newton, 2020).
Fertilizacion foliar

Los problemas asociados a la fertilizacion en el suelo han conducido al desarrollo
de nuevas técnicas de fertilizacion mas sostenibles y eficientes como el uso de la
fertilizacion foliar por pulverizacion (Fernandez et al., 2013; Garde-Cerdan et al., 2014a).
En la aplicacion foliar hay que tener en cuenta las condiciones ambientales, siendo la
temperatura y la humedad relativa las que mas afectan. Con una humedad relativa
elevada, la permeabilidad aumenta debido a la hidratacion cuticular y al retraso en el
secado de los compuestos depositados en la superficie de la planta. Un aumento de
temperatura también aumenta la solubilidad de los ingredientes activos y adyuvantes,
pero disminuye la viscosidad, la tension superficial y el punto de delicuescencia.
Ademas, se acelera la velocidad de evaporacion de las soluciones de pulverizacion
depositadas sobre las hojas, impidiendo la penetracion de los componentes cuando se
ha desecado (Ferndndez et al., 2013). Es necesario por tanto, antes de su aplicacion tener
en cuenta las previsiones meteoroldgicas evitando momentos con baja humedad

relativa, vientos fuertes, lluvias fuertes o temperaturas extremas.

Las formulaciones de las disoluciones también influyen en su efectividad, el pH
es un parametro importante a controlar, siendo el uso de coadyuvantes algo habitual en

dichas formulaciones (Fernandez et al., 2013).

Aungque se considera que el suelo suele ser la principal fuente de nutrientes para
la vid, la fertilizaciéon foliar es capaz de satisfacer eficazmente las necesidades

nutricionales en determinados momentos criticos (Hannam et al., 2016). Por otro lado, la
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aplicacion foliar de N puede aumentar el YAN de la uva sin producir un aumento del
crecimiento vegetativo ni el rendimiento (Hannam et al., 2014). Aplicado entre floracion
y vendimia se difunde en las hojas y pasa al fruto con un impacto limitado en el
crecimiento de la vid o el rendimiento (Lasa et al., 2012). El uso de N foliar también
conlleva un menor riesgo de lixiviacion de nitratos a las aguas subterraneas en
comparacion con las aplicaciones de N al suelo, ya que se aplican menores cantidades

de N directamente al follaje (Hannam et al., 2016; Lasa et al., 2012).
Fertirrigacion

Consiste en la aportacion de los nutrientes disueltos en el agua de riego. Se puede

aplicar mediante dos sistemas diferentes:

Riego por aspersion. En el que el agua se aplica a través de difusores o aspersores

en forma de finas gotitas, a modo de lluvia. Empleada en el aporte de abonos

nitrogenados, muy utilizada en los sistemas de riego en los cultivos de maiz.

Riego localizado. El agua es aportada en una zona del suelo a través de emisores

localizados en las conducciones de agua, se emplean pequetios caudales y baja presion.

Es una forma sencilla y comoda de aportar los diferentes nutrientes.

La fertirrigacion por riego localizado tiene una serie de ventajas frente al riego
por aspersion, como son una mayor eficiencia (empleando menores dosis), menores
pérdidas por lixiviacidén, comodidad de aplicacion y una mejor y mas rapida asimilacion

al permanecer la humedad en el bulbo radicular (Garcia-Serrano et al., 2010).
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2.3.1.2. Tipos de compuestos nitrogenados

Fertilizantes orgdnicos

Los fertilizantes organicos se clasifican en dos grupos diferentes, los que sufren
un proceso de elaboracion antes de su aplicacidon, llamados fertilizantes organicos

comerciales y los que se aplican directamente sin procesar.

Los fertilizantes organicos comerciales estan caracterizados y se conoce su composicion.

Pueden ser de tres tipos, segtin su forma de obtencion y origen:

a) Abonos orgdnicos, generalmente el contenido en N organico no debe ser inferior al
85% del N total y se clasifican en funcidn del contenido en nutrientes principales
y del origen de la materia prima organica utilizada en su elaboracion.

b) Abonos érgano-minerales, se obtienen por mezcla de abonos organicos y minerales.
Se clasifican de acuerdo a su contenido en nutrientes y en su forma de
presentacion (solidos o liquidos).

c) Enmiendas orgdnicas, su funcion principal es el aporte de materia organica al suelo
para mejorar su fertilidad. En este grupo se encuentran la enmienda himica,

turbas y compost.

Los fertilizantes orgdnicos sin procesar son por un lado los residuos de explotaciones

ganaderas, entre los que encontramos estiércol, purin, gallinaza y palomina. También se
encuentra en este grupo aquellos que proceden de los residuos vegetales, como pueden
ser los restos de poda. La composicion y caracterizacion de estos fertilizantes no es tan

precisa como los que han sufrido un proceso de elaboraciéon (Garcia-Serrano et al., 2010).
Fertilizantes minerales

El abanico de fertilizantes nitrogenados minerales es amplio pudiéndose
encontrar en forma de solidos o liquidos. Segin su composicion pueden suministrar

otros elementos aparte del N.
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Nombre comun Composicion % N total Modo aplicacion
Nitrato amoénico calcio (NAC) NHiNO:s + CaCOs 27 Cobertera
Nitrato amonico NHiNO:s 34 Cobertera/Fertirrigacion
Nitrosulfato amodnico (NSA) (NHa4)2504 + NHsNOs 26 Cobertera
Nitromagnesio NHiNOs + CaCO:s 22 Cobertera
+MgCO:s
Urea NH2CONH-2 46 Cobertera/foliar
Nitrato de calcio Ca(NO:s):2 15 Fertirrigacion
Nitrato de magnesio Mg(NO:s)2 11 Fertirrigacion
Fosfato monoamoénico (MAP) NH:H2PO4 12 Fertirrigacion
Fosfato diamonico (DAP) (NH4)2HPO4 18 Fertirrigacion
Nitrato potasico KNOs 13 Fertirrigacion/Foliar
NPK-cristalinos Varios Varios Fertirrigacion/Foliar

Tabla 2.1. Fertilizantes sélidos que contienen nitrogeno y su modo de aplicacion.

Dependiendo del tipo de aplicacion existen diversas formulaciones. En la Tabla

2.1 se recogen los fertilizantes minerales solidos mas habituales que contienen N.

Los fertilizantes liquidos que contienen N y que mas habitualmente son aplicados

en el suelo son la soluciéon de abono nitrogenado (20% N) y la solucion de nitrato

amonico y urea (32% N) que contiene el N en sus tres formas posibles, ureico, amoniacal

y nitrico. Otros fertilizantes liquidos empleados mayoritariamente en fertirrigacion son

solucién nitrogenada (32% N y 20% N), acido nitrico (13% N), solucion de nitrato de

calcio (8% N), solucién de nitrato de magnesio (7% N) y soluciones NPK (Garcia-Serrano

et al., 2010).
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Fertilizantes con aminodcidos

Segun el Real Decreto 999/2017, de 24 de noviembre, por el que se modifica el
Real Decreto 506/2013, de 28 de junio, sobre productos fertilizantes, dentro del “Grupo

4. Otros abonos y productos especiales” encontramos:

01. Aminodcidos, correspondiendo a productos a base de aminodacidos libres,
obtenidos por hidrdlisis de proteinas, sintesis o fermentacion. Deben de contener al

menos el 6% en peso de aminodcidos libres.

02. Abonos con aminodcidos, se obtienen a partir de otros abonos a los que se les
incorporan aminodcidos. Deben de contener al menos el 2% en peso de aminoacidos

libres.

Ademads también se contemplan mezclas de aminodcidos con silicio y con
extracto de algas. Son 18 los aminoacidos permitidos para su uso como fertilizantes:
alanina (Ala), Arg, acido aspartico (Asp), acido glutamico (Glu), Gly, OH-Pro, histidina
(His), isoleucina (Ile), leucina (Leu), lisina (Lys), metionina (Met), Phe, Pro, serina (Ser),

Tyr, treonina (Thr), triptéfano (Trp) y valina (Val).
Fertilizantes estabilizados

Surgen con la finalidad de poner el N a disposicion de la planta de manera

progresiva. Segun Trenkel (2010) se podrian clasificar del siguiente modo:

a) Fertilizantes de liberacion lenta y fertilizantes de liberacién controlada. Dentro de

este grupo se encuentra distintos productos segtin su origen:

1) Productos organicos de N de baja solubilidad, que se sintetizan a partir de la
reaccion de la urea con otros compuestos, obteniéndose isobutilidendiurea,
crotonilidendiurea y urea formaldehido.

2) Fertilizantes en los que una barrera fisica controla su liberacion, el abono se
presenta en forma de comprimidos recubiertos por polimeros hidréfobos o en formas en
las que el principio activo soluble est4 disperso en una matriz que dificulta su disolucion.

3) Productos inorganicos de baja solubilidad, como puede ser el fosfato amoénico
magnésico.
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La velocidad de liberacion del N dependera de la temperatura, pH y humedad del suelo.

b) Inhibidores de la nitrificacion, se adicionan compuestos que deprimen la actividad

de las nitrosomonas en el suelo, retrasando la oxidacion bacteriana del NHa4*.

¢) Inhibidores de la ureasa, se adicionan compuestos que inhiben o retrasan la hidrolisis

enzimatica de la urea para transformarse en NHa".

2.3.1.3. Urea

Se presenta en dos formas, la urea granulada para aplicacion al suelo y la urea
cristalina, completamente soluble, especialmente indicada para su aplicacion foliar y uso

en fertirrigacion.

Cuando se aplica en el suelo debe hacerse con cierta antelacion a las necesidades
de la planta, para que el N en formato NHs* pueda transformarse a NOs* y que esté
disponible en el momento requerido por la misma. Por otro lado, en suelos calizos, con
ambiente seco y temperaturas elevadas, es necesario enterrarla con laboreo para evitar
pérdidas por volatilizacion en forma de NHs. Para aplicacion en regadio, el suelo debe
de estar htimedo o efectuarse un pequeno riego tras su aplicacion (Garcia-Serrano et al.,

2010).

La aplicacion foliar es recomendada en los momentos en los que es necesario un
aporte rapido de N o cuando hay dificultades de absorcion por la raiz a causa de una
excesiva humedad del suelo, frio, poda excesiva o sequia. A bajas temperaturas, la
absorcion foliar es mayor que a través de las raices, aunque no es recomendable aplicar
con temperaturas inferiores a 10°C. Las pulverizaciones deben orientarse hacia el envés
de las hojas debido a que la absorcion se produce de forma mas efectiva (Garcia-Serrano
et al., 2010). Las caracteristicas fisico-quimicas de la urea como son su pequeno tamafio
molecular, su naturaleza no idnica y su alta solubilidad facilitan que se absorba
rapidamente a través de la cuticula de la hoja, ademas es importante considerar su bajo
coste (Lasa et al.,, 2012) por lo que su aplicacién en esta forma resulta una opcion

economica para los agricultores.
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Una vez absorbida la urea se hidroliza en el citosol, el NHs liberado puede ser
transportado al cloroplasto y asimilado por la glutamina sintetasa alli presente. Ademas,
el NHs* puede ser asimilado directamente por la glutamina sintetasa citosolica, la cual
se encuentra limitada a las células del parénquima del floema en las hojas. El NHs
también puede pasar al apoplasto. Por otro lado la concentracion apopléstica de NHa* es
un determinante importante de la volatilizacién de NHs de las plantas (Witte et al., 2002).
Se ha reportado que la volatilizacion del NHs es una de las principales causas de las bajas
recuperaciones de N fertilizante (alrededor del 30%-70%) después de la aplicacion foliar

de urea (Gooding y Davies, 1992).

2.3.2. APLICACION DE ELICITORES EN EL VINEDO

El término elicitor fue acufiado por primera vez por Albersheim y Valent, (1978),
el concepto fue aplicado a moléculas activadoras de bajo peso molecular que eran
capaces de inducir la sintesis de fitoalexinas en las plantas en ausencia de un patogeno.
Los elicitores por tanto son sustancias capaces de estimular las respuestas de defensa en
las plantas (Boller y Felix, 2009; Radman et al., 2003), ademas de ayudar a la resistencia
frente a un posterior ataque de un patogeno (Klarzynski y Fritig, 2001). Por este motivo
se ha estudiado ampliamente su uso como alternativa a la aplicacion de productos
fitosanitarios (Delaunois et al., 2014). Aparte de la induccion de los mecanismos de
defensa, la importancia de los elicitores radica en que en ese proceso de defensa se ven
activadas las rutas biosinteticas de un gran nimero de metabolitos secundarios, entre

ellos los compuestos fenolicos.

En el vifiedo se han probado diversos elicitores, asi Portu et al.(2016) investigaron
el efecto de la aplicacion foliar de Me], quitosano y extracto de levadura sobre el
contenido fenoélico de uvas y vinos de Tempranillo, ademas Gutiérrez-Gamboa estudid
el efecto de estos elicitores sobre la composicion nitrogenada (Gutiérrez-Gamboa et al.,
2017a) y sobre la composicion aromatica de uvas de Tempranillo (Gutiérrez-Gamboa et
al., 2019). Por otro lado, Apolinar-Valiente et al. (2018) analizaron el efecto de la
aplicacion de benzotiadiazol (BHT), MeJ] y quitosano procedente de hongos y de
crustaceos sobre la composicion en polisacaridos y oligosacaridos en vinos de Monastrell

procedentes de uvas tratadas. Gil-Mufioz et al. (2017a) investigaron el efecto de la
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aplicacion foliar de Me] y pared celular de levadura sobre el contenido en estilbenos en
uvas y vinos de Monastrell y Tempranillo. Finalmente, Paladines-Quezada et al. (2019a)

analizaron el efecto de la aplicacion foliar de Me] y BHT sobre el contenido polifendlico

en uvas y vinos de Monastrell.

2.3.2.1. Modo de actuacion de los elicitores
El mecanismo por el cual se desencadena una respuesta en la planta tras la
aplicacion de un elicitor es bastante similar en todos los tipos de elicitores existentes. Por
otro lado cuando una planta se enfrenta a la presencia de un patdgeno se consideran
elicitores tanto las propias sustancias de origen patogeno como los compuestos liberados

por las plantas a causa de la propia accion del patéogeno (Angelova et al., 2006).
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Figura 2.9. Modelo de transduccién de la sefial generada por elicitores.

La Figura 2.9, muestra un modelo propuesto de la transduccion de la sefial
generada tras la aplicacién de un elicitor y se puede resumir del siguiente modo, los
receptores celulares identifican la sefial provocada por el elicitor. Esta identificacion

produce la entrada de Ca* en la célula (Seybold et al., 2014), este Ca* es detectado por
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una serie de proteinas de union al Ca?(CDPK) que acttian como sensores (Aldon et al.,
2018). Las CDPKSs son las responsables de la activacion de la NADPH oxidasa. Muchos
factores de transcripcion (TF) estan asociados a sensores de Ca?* que estan implicados en

la senalizacion de estrés en plantas (Ranty et al., 2016).

Otrarespuesta a la identificacion del elicitor es la generacion de especies reactivas
de oxigeno (ROS) y perdxido de hidrégeno (H20:), ademas de la activacion de la cascada
de proteinas quinasas activadas por mitégenos (MAPK) (Muthamilarasan y Prasad,
2013). La produccién de ROS impulsa las vias de sefializacion de diferentes hormonas
como acido jasmonico (JA), acido salicilico (SA), etileno (ET) y acido abcisico (ABA) que
activan la biosintesis de metabolitos secundarios (fitoalexinas) a través de los TF,
también se generan proteinas de defensa como lectinas, quitinasas, inhibidores de la a-

amilasa y polifenoloxidasas (Fiirstenberg-Hagg et al., 2013).

Finalmente, la biosintesis de los flavonoides esta controlada por varios genes
estructurales, cada uno de ellos depende de varios TF que regulan su funciéon (Chouhan

et al., 2023).

2.3.2.2. Tipos de elicitores

Los elicitores se pueden clasificar de diversas maneras en funcion del criterio
elegido para hacerlo. Una clasificacion es en funcion de su origen clasificAndose en
bioticos, si su origen es bioldgico o abidticos si su origen es debido a condiciones
ambientales o a la exposicion a diversas sustancias que no tengan origen bioldgico. Por
otro lado se pueden clasificar como exogenos, si se producen fuera de la planta o se
aplican desde el exterior o enddgenos si son producidos dentro de la célula vegetal. Otra
posible clasificacion es por su diferenciacion en elicitores de tipo fisico, quimico o
biologico. Algunos ejemplos de esta ultima clasificacion se muestran a continuacion

(Figura 2.10).
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Figura 2.10. Clasificacion de elicitores.
Elicitores fisicos

Las plantas pueden verse sometidas a una gran variedad de factores que pueden
causarles diversos estreses medioambientales (altas y bajas temperaturas, sequia,
salinidad, radiacidn, etc.). Todos estos factores son potencialmente dafiinos para ellas
provocando la puesta en marcha de diferentes mecanismos de defensa. Dentro de los
diversos factores que pueden producir la elicitacion fisica podemos destacar los

siguientes:

Temperatura, debida tanto a altas como a bajas temperaturas. En el estrés por bajas
temperaturas, se desencadenan una serie de mecanismos con la finalidad de proteger a
las plantas frente a una posible helada, generandose moléculas crioprotectoras como
alditoles (sorbitol, ribitol, inositol), azticares solubles (sacarosa, rafinosa) y compuestos
nitrogenados de bajo peso molecular (Pro). También aumenta la lignificacion y la
deposicion de suberina. Por otro lado las altas temperaturas pueden inducir la
senescencia de las hojas (Naik y Al-Khayri, 2016).

Salinidad, que provoca la deshidratacion celular causando estrés osmotico por la
pérdida de agua del citoplasma. Ante esta situacion se ha observado en la planta tanto
la acumulacion como el descenso de ciertos metabolitos secundarios (Bari y Jones, 2009).

Estrés hidrico, debido a la sequia es uno de los que mas afecta al desarrollo de las
plantas. Para mantener su potencial hidrico se cierran los estomas, lo que modera la
pérdida de agua por transpiracion. Por otro lado se reduce el crecimiento y la
fotosintesis, y se produce un aumento en la acumulaciéon de ABA, Pro, manitol y
compuestos que eliminan radicales libres (Ahmad et al., 2022). Determinados TF de Vitis
amunerensis mejoran la resistencia a la sequia, estos TF son fuertemente inducidos por la

sequia y la aplicacion exégena de ABA y Me] (Su et al., 2020).
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Radiacion, de diversos tipos como la luz visible, UV o radiaciones ionizantes. Se
ha reportado una correlacion positiva entre un aumento de la intensidad de luz y los
niveles de compuestos fendlicos. Asi autores como Wang et al. (2013) mostraron como la
irradiaciéon UV-C aumento la produccion de estilbenos tanto en uvas como en hojas de
Vitis vinifera.

Estrés mecdnico, pudiendo estar producido entre otras causas por el viento.

Elicitores quimicos

El abanico de elicitores de tipo quimico que podemos encontrar es muy amplio,
pudiéndose incluir cualquier producto de naturaleza quimica, abarcando este grupo
desde productos de sintesis a compuestos que son naturalmente sintetizados por la

propia planta (fitohormonas).

Una gran cantidad de compuestos quimicos han sido estudiados como elicitores
tanto en cultivos celulares como en diferentes cultivos ubicados en plantaciones. Entre
ellos encontramos los metales como Cu, niquel (Ni), plata (Ag), Fe, y cobalto (Co) que
entre otros han mostrado su capacidad para elicitar la sintesis de metabolitos
secundarios en cultivos celulares (Naik y Al-Khayri, 2016). También se han empleado
sales como los fosfitos para inducir los mecanismos de defensa de diversos cultivos como
el café (Monteiro et al., 2016). La aplicacion de cloruro célcico solo o en combinacién con
fitohormonas ha mostrado ser capaz de regular la expresion de enzimas como PAL, STS
y de otras en cultivos celulares de uvas (Martins et al., 2018). Estudios llevados a cabo
por Chen et al. (2020) mostraron que tratamientos foliares de sulfato de magnesio sobre
vinedos de Cabernet Sauvignon cultivados en suelo alcalino incrementaron el contenido
en antocianos y flavonoles totales. Por ultimo, el empleo de ozono aplicado en pre-y en
post-vendimia ademas de en tratamientos en el pre-almacenamiento mostré un aumento

generalizado de metabolitos secundarios (Modesti et al., 2021).

En cuanto a las fitohormonas, varias de ellas han sido estudiadas como elicitores,
ya que muchas se generan endogenamente en la planta cuando se ve sometida a algtin
tipo de ataque o estrés tanto abidtico como bidtico y con la finalidad de defender a la
planta de dicho ataque. Entre las fitohormonas se encuentran el JA y su éster Me]J, SA,

ET, ABA, el acido giberilico (GA) y los brasinoesteroides (BR). Aunque como se ha dicho
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anteriormente estas hormonas son sintetizadas por la propia planta, existen numerosos
estudios en los que se han aplicado ex6genamente, entre ellos el de autores como Ruiz-
Garcia y Gomez-Plaza (2013) donde se estudio el efecto de tratamientos con ABA, Me] y
BHT detectando incrementos en algunos compuestos fendlicos en uvas de Monastrell.
Por otro lado, la aplicacion de SA mitigd los dafios por estrés en Vitis vinifera cv.

Giziluzum (Jalili et al., 2023).
Elicitores bioldgicos

Se incluyen dentro de esta clasificacion aquellos compuestos que originariamente

provienen de algin microorganismo y se aplican exdgenamente.

La quitina es un polisacarido compuesto por subunidades de N-acetil-D-
glucosamina, se encuentra en las paredes de los hongos, protistas, diatomeas, algas
coralinas, esponjas, corales, gusanos, pogonoforos, briozoos, moluscos, insectos, arafas,
asi como crustaceos. Existen tres formas polimorfas de quitina (alfa, beta y gamma) con
diferentes caracteristicas fisicas y quimicas. El quitosano proviene de la quitina tras su
desacetilacion (Tsurkan et al., 2021), en la naturaleza es mucho mas raro de encontrar, se
ha localizado tan solo en las paredes de algunos hongos (Badawy y Rabea, 2011). Estos
compuestos presentan una serie de caracteristicas que los hacen interesantes, como su
nula toxicidad, alta biodegradabilidad, sus propiedades antibacterianas y antifingicas
ademas de su facultad de induccién de las defensas de la planta (Badawy y Rabea, 2011;

Hirano, 1999).

El quitosano ha mostrado ser capaz de aumentar la produccién de trans-
resveratrol y viniferina en cultivos celulares de Vitis vinifera (Taurino et al., 2015), en
contraste a otro estudio en uvas de Tempranillo en el que mostré apenas efecto (Portu et

al., 2016).

Los extractos de levadura contienen diversos compuestos que pueden actuar
como elicitores, algunos provienen de las paredes celulares como manoproteinas y
glucanos, otros de la membrana plasmatica como lipidos, esteroles y proteinas (Kapteyn
et al., 1999). Portu et al. (2016) encontraron que la aplicaciéon de un extracto de levadura

en un vifiedo de la variedad Tempranillo, indujo la biosintesis de compuestos fenodlicos
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en sus uvas. Gil-Munoz et al. (2017a) observaron tras su aplicacion en vinedos de
Monastrell y Tempranillo un incremento en la sintesis de estilbenos, aunque con

dependencia de la variedad y la afiada.

Proteinas provenientes de microorganismos también han demostrado su poder
de elicitacion, asi estudios realizados sobre plantas de arroz en condiciones de
laboratorio tratadas con las proteinas Hrip 1 (proveniente de Alternaria tenuissima) y
PebB1 (proveniente de Beauveria bassiana) mostraron que la expresion génica asociada a
la produccién de JA, SA, y ET fue modificada en las plantas tratadas. Por otro lado hojas
de vifiedo inoculadas con Funneliformis mosseae mostraron un incremento en compuestos

organicos volatiles (Velasquez et al., 2020).

Finalmente, la aplicacion de Trichoderma spp. como bioestimulante también ha
sido estudiada, sobre todo en condiciones in vitro, mostrando diversas propiedades
como la capacidad de inhibir hongos debido a la generacién de ciertas enzimas, ademas
de causar una activacion de las enzimas de defensa de la planta como peroxidasa y PAL

(Cataldo et al., 2022).

2.3.2.3. Metil jasmonato

El Me] es el éster metilico del JA (Figura 2.11) ampliamente distribuido en el reino
vegetal. Su estructura quimica presenta dos carbonos quirales, con lo cual el Me] puede
existir en cuatro formas estereoisoméricas formadas por dos pares de enantiomeros, por
un lado el isémero (+)-(3R,7S) y su imagen especular(-)-(3S,7R) conocidos como (+) y (-)-
epi-Me], por otro lado el segundo par de enantiomeros (-)-(3R,7R) y (+)-(3S,7S) conocidos
como (-) y (+)-Me]J (Flores et al., 2013). Es una fitohormona lipidica y fue detectado por
primera vez como un compuesto presente en el aceite esencial de la flor de jazmin
(Jasminum spp). El Me] se sintetiza a través de la via de la lipoxigenasa (Sembdner y
Parthier, 1993). Estd implicado en procesos de desarrollo, crecimiento y en diferentes
procesos fisiologicos, como la fertilidad de las plantas, la formacion de érganos de
almacenamiento, la elongacién de las raices, la maduracidn, el enrollamiento de los
zarcillos de la vid y senescencia de los frutos, la resistencia oxidativa y la interacciéon con
otras fitohormonas (Avanci et al., 2010; Browse, 2009; Depuydt y Hardtke, 2011;
Wasternack y Hause, 2013).
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Figura 2.11. Estructuras de los cuatro estereoisomeros de Me] (Flores et al., 2013).

También es capaz de activar mecanismos de defensa en respuesta a heridas por
patdgenos y el estrés ambiental (Ballaré, 2011). Por otro lado acttia como elicitor del
metabolismo secundario de las plantas (De Geyter et al., 2012). El MeJ desencadena los
TF (del tipo bHLH) que regulan la expresion de los genes que codifican una serie de
enzimas responsables de la sintesis de compuestos fendlicos, como son PAL, CHS, UFGT
y STS (Belhadj et al., 2008). Otros investigadores han documentado el papel de Me] en la
regulacion de la expresion génica en diversos cultivos como Arabidopsis (Sasaki et al.,

2001), vid (Marchive et al., 2013) y arroz (Liu et al., 2012).

Respecto a su aplicacion en el vifiedo, desde hace unos afos se han venido
realizando numerosos estudios basados en las aplicaciones foliares de este compuesto.
En dichos estudios se ha investigado el incremento de la sintesis de metabolitos
secundarios como son los antocianos, flavonoles, PAs, estilbenos y los compuestos
aromaticos. Los resultados obtenidos dependieron en gran medida de la afiada y
también de la variedad estudiada. Asi Larronde et al. (2003) encontraron un importante
incremento en la concentracion de estilbenos en uvas y hojas de la variedad Syrah. Por
otro lado, estudios en la variedad Monastrell llevados a cabo por diferentes autores han

mostrado un incremento general en antocianos, flavonoles y PAs en sus uvas aunque
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estos resultados fueron diferentes en funcion de la afiada (Paladines-Quezada, 2021;
Ruiz-Garcia et al., 2012; Ruiz-Garcia y Gomez-Plaza, 2013). También, Gil-Mufioz et al.
(2017b) en un estudio llevado a cabo sobre uvas Syarh, Merlot y Tempranillo mostraron
un incremento en la concentracién de antocianos totales, un descenso en el contenido en
flavonoles y diferente comportamiento en la cantidad de taninos encontrada

dependiendo de la variedad.

Finalmente, en la gran mayoria de estudios los resultados obtenidos en las uvas
se han trasladado de forma diferente a los vinos lo que ha generado ciertas dudas
respecto a la eficiencia en la mejora de calidad de los vinos obtenidos con uvas tratadas

con MeJ.

24. NANOTECNOLOGIA

La nanotecnologia se podria definir como la ciencia de la manipulacion,
organizacion, fabricacidn e ingenieria de productos y materiales a nanoescala (Saritha et
al., 2022) que comprende materiales con tamafio de particula comprendido entre 1 y 100
nm en al menos una dimension (Figura 2.12). El concepto de nanotecnologia fue
introducido por primera vez por Richard Feynman, Premio Novel de Fisica, en 1959 en

su discurso titulado “There's Plenty of Room at the Bottom” (Feynman, 2011) .
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Figura 2.12. Nanoescala.
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Desde entonces y hasta la actualidad el desarrollo de la nanotecnologia ha sido
muy importante, de modo que debido a este gran desarrollo la propia Union Europea
en 2011 estableci6 en una de sus recomendaciones una definicion para los
nanomateriales como: “un material natural, accidental o fabricado que contiene
particulas, sueltas o formando un agregado o aglomerado, y en el que el 50 % o mas de
las particulas en la granulometria numérica presenta una o mas dimensiones externas
en el intervalo de tamafos comprendido entre 1y 100 nm”(Comision Europea, 2011).

El gran interés de las nanoparticulas radica en su pequenio tamafo al situarse
entre el de los materiales macroscdpicos y el de las estructuras atomicas o moleculares.
Las propiedades de los materiales cambian al aproximarnos a la nanoescala, ademas
pueden ser diferentes dependiendo del tamafio de la nanoparticula, a modo de ejemplo
una disolucion de nanoparticulas de Ag presenta distinta coloracion (hasta 7 colores
diferentes) dependiendo del tamano de la nanoparticula (Murphy y Jana, 2002). Entre
algunas de las propiedades de las nanoparticulas encontramos su gran area superficial,
magnetismo, efectos cudnticos, gran conductividad térmica y eléctrica, excelentes
propiedades mecanicas, buenos soportes para catalisis y actividad antimicrobiana (Baig
et al., 2021). Ademds estas propiedades son debidas a su pequefio tamafo, a su
composicion quimica, la estructura superficial, estabilidad, forma y aglomeracién.
Existen diversas clases de nanoparticulas dependiendo de su origen quimico y
estructura, (Baig et al., 2021).

1. Nanomateriales a base de carbén (C) (fulerenos, nanotubos, grafeno,
nanodiamantes, puntos cuanticos, Nnanoconos).

2. Materiales nanoporosos, que se clasifican segin el tamafo de poro en
Macroporosos, Mesoporosos y microporosos.

3. Otros materiales bidimensionales [siliceno, MXenos (carburos, nitruros o
carbonitruros de metales de transicion), de elementos del grupo 15 (arsénico (As),
antimonio (Sb),...) y 2D-MORFs (nano placas de redes organometdlicas)].

4. Nanoestructuras basadas en metales (Ag, Oro (Au), Oxido de Zinc (ZnO), Oxido
de cobre (II) (CuO), Oxido de titanio (IV) (TiOz),.....).

5. Nanoparticulas con ntcleo.

38



Introduccién

La gran diversidad del tipo de nanoparticulas existentes ha dado lugar a una
amplia gama de aplicaciones en diversos campos, como la agricultura, el procesamiento
de alimentos, las ciencias medioambientales y la medicina (Haris et al.,, 2023). En
nanomedicina y nanofarmacologia se han desarrollado nanoparticulas como sistemas de
administracion inteligentes, pudiéndose cargar con un farmaco u otra sustancia activa
para su administracion en lugares especificos de un organismo vivo (Wang et al., 2016)

en cambio en otros campos como la agricultura su desarrollo ha sido mas tardio.

2.4.1. NANOTECNOLOGIA EN AGRICULTURA

Los fines que se persiguen con el uso de nanotecnologia en agricultura son
diversos, entre ellos estarian el desarrollo de agroquimicos mas eficientes y menos
contaminantes (nanoformulaciones), creacién de dispositivos que puedan ayudar a
detectar el estrés bidtico o abidtico antes de que pueda afectar a la produccion
(nanosensores), o nuevas técnicas de manipulacidon genética que permitan una mayor

eficacia en los programas de mejora vegetal (Pérez-de-Luque y Hermosin, 2013).

Respecto a las nanoformulaciones, el objetivo que se persigue es que sean capaces
de liberar los agroquimicos de manera controlada y precisa, ademas de que sean capaces
de protegerlos frente a las condiciones medioambientales y evitar pérdidas por
degradacion, volatilizacion, escorrentia o lixiviado, entre otras. Por otro lado, es
necesario conocer como las plantas absorben las nanoparticulas, como se mueven dentro
de las mismas y como reaccionan con las células vegetales (Pérez-de-Luque, 2017). Tras
la aplicacidn foliar, las nanoparticulas deben ser absorbidas por la planta a través de la
hoja. A priori existen dos vias de entrada, la cuticula o los estomas presentes en la
superficie de la hoja. El tamano de la nanoparticula va a ser el factor clave para una
absorcion exitosa ya que mientras que el tamario de los canales presentes en la cuticula
son inferiores a 4,8 nm, el de los estomas tienen un tamafo de 10-100 nm, (Wang et al.,
2023). La absorcién va a depender de la composicion quimica de la nanoparticula, de su
morfologia y de su tamano (Pérez-de-Luque, 2017), ademads también de la especie de

planta sobre la que se aplique.
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En segundo lugar, una vez absorbidas por la planta, el movimiento dentro de la
misma puede ser de dos modos diferentes: la via apoplastica, en el que la nanoparticula
se moveria por difusion simple a través de los espacios extracelulares (Sattelmacher,
2001) o a través de la via simplastica en la que el transporte se produce por 6smosis entre
células adyacentes y a través de los plasmodesmos (canales que atraviesan la pared
celular y conectan los citoplasmas de las células adyacentes) (Roberts y Oparka, 2003).
En este movimiento por el interior de la planta finalmente se alcanzaria el floema y/o el
xilema para distribuirse por el resto de la planta. En ultimo lugar, las nanoparticulas
deben de entrar dentro de la célula si queremos que acttien sobre ella, aunque puede ser
que el interés no sea éste, sino que busquemos que la nanoparticula acttie sobre alguna
bacteria u hongo y asi poder tratar enfermedades sistémicas o infecciosas (Pérez-de-

Luque, 2017).

Entre las diferentes aplicaciones de la nanotecnologia en agricultura esta su uso
como nanopesticidas que permiten reducir la dosis de plaguicidas y la frecuencia de
aplicacion, permitiendo una gestion mas sostenible de las plagas (Usman et al., 2020).
Asi el uso de clorfenapir asociado con nanoparticulas de silice contra el gusano del
algoddn, mostré una actividad dos veces superior a la del clorfenapir en modo de
microparticulas (Song et al., 2012). También se ha contrastado el efecto sinérgico de
oxido de grafeno con diferentes insecticidas contra el barrenador asidtico del maiz,
permitiendo en algunos casos doblar su toxicidad por contacto (Wang et al., 2019).
Ademads nanoparticulas obtenidas a partir de extracto de corteza de limon y cargadas
con Oxidos de zinc y cobre son capaces de inhibir el crecimiento de Alternaria citri,

responsable de la podredumbre negra de los citricos (Sardar et al., 2022).

Otra aplicacién cada vez mas utilizada es su uso como nanofertilizantes. De este
modo, tanto la aplicacion foliar como en el suelo de nanoparticulas de ZnO aument? el
crecimiento, los pigmentos fotosintéticos y la actividad antioxidante en maiz (Azam et
al., 2022). Por otro lado, se han realizado ensayos en trigo que han demostrado que el
uso de nanofertilizantes que contienen NPK mantienen una eficacia similar al
tratamiento convencional con la ventaja de que la dosis aplicada de N se redujo en un

40% (Ramirez-Rodriguez et al., 2020). Ademas, estudios de dos suelos en laboratorio
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aplicando un nanofertilizante que contenia P, ha mostrado que permite una liberacion
de P de forma gradual ademads de no perjudicar a los microorganismos del suelo (Ciurli

et al., 2022).

Otro de los usos al que estd siendo destinado esta siendo el de la fabricacion de
nanobiosensores que contienen nanomateriales que actian como biorreceptores para
detectar uno o varios analitos. Los nanobiosensores funcionan mediante un mecanismo
de apagado/encendido, pudiendo detectar hasta partes por trillon (ppt) con la ventaja

de que limitan el efecto matriz basandose en la nanoformulacién (Antonacci et al., 2018).

Finalmente, se estan llevando a cabo estudios en los que se estan empleando
nanomateriales para el tratamiento de suelos contaminados y en donde las
nanoparticulas afectan a la movilidad, transformacion y toxicidad de contaminantes

organicos e inorganicos (Usman et al., 2020).

2.4.2. APLICACION DE NANO-PARTICULAS EN EL VINEDO

El uso de nanoparticulas en el vifiedo es mads reciente que en otros cultivos
agricolas, aunque en los ultimos afios se han realizado diversos estudios utilizando este

tipo de materiales con diferentes fines.

Entre las diversas aplicaciones llevadas a cabo encontramos el empleo de
nanotecnologia como alternativa al uso de fungicidas convencionales. La patente
desarrollada por Schneider et al. (2010) en la que se utilizaban nanoparticulas de Cu ha
mostrado una gran eficacia frente a la infeccion por Plasmopara viticola (mildiu),
reduciendo drasticamente el porcentaje de drea dafiada por hoja en los distintos ensayos
llevados a cabo. También se han empleado nanoestructuras de hidroxiapatito que son
capaces de aumentar la bioactividad de los iones de Cu, el ensayo se realiz6 en primer
lugar in vitro contra Botrytis cinerea y posteriormente en plantas en invernadero, contra
Plasmopora viticola (Battiston et al., 2019). Ademas, para evitar el ataque de hongos en los
cortes de poda se ha desarrollado un adhesivo a base de nanofibras de proteina de soja-
polivinil alcohol y proteina de soja-policaprolactona (Sett et al., 2015). Finalmente, para

el control integrado de plagas como Lobesia botrana también se han desarrollado
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nanofibras biodegradables de poliéster que permiten una liberacion prolongada de la

feromona correspondiente (Bansal et al., 2012).

Dentro de los usos como fertilizante encontramos el estudio llevado a cabo por
Sabir et al.( 2014) quienes aplicaron un fertilizante en modo de nanocalcita, encontrando
una mejora del crecimiento del vifiedo, mayor produccidon y una mejor calidad de las
uvas y del contenido en nutrientes en la hoja. Por otro lado, Pérez-Alvarez et al. (2021)
estudiaron el efecto de nanoparticulas de fosfato de calcio amorfo que habian sido
cargadas con urea sobre el contenido en aminoacidos en el mosto de uvas de
Tempranillo, observando que el resultado fue similar al obtenido con el tratamiento
convencional con urea pero empleando una menor dosis. Por ultimo, Mahdavi et al.
(2022) estudiaron el efecto de la fertilizacion de Vitis vinifera L. con nano ZnO y nano-
quelato de Zn, comparandolo con el empleo de sulfato de zinc (ZnSOs), obteniendo los
mejores resultados respecto a la produccién y a la calidad de las uvas cuando se utilizo

el nanoquelato de Zn.

Ademas, se han llevado a cabo trabajos en los que las nanoparticulas se han
empleado para la administracion de elicitores. Entre ellos el empleo de Me] cargado
sobre nanotransportadores de polidcido lactico-co-glicolico (PLGA) sobre cultivos
celulares, observandose una sintesis de estilbenos mas rapida que en aquellas muestras
en las que se aplico Me] de manera convecional (Chronopoulou et al., 2019). También en
los ultimos afos se han realizado estudios de la aplicacién de nanoparticulas de fosfato
calcico cargadas con Me] a modo de elicitor sobre vifiedos, asi Parra-Torrejon et al. (2021)
mostraron la liberacion gradual y prolongada de Me] utilizando estas nanoparticulas,
consiguiendo un incremento en estilbenos en uvas de Monastrell. Por otro lado, nosotros
estudiamos el efecto de nano-Me] sobre el perfil aromatico de vinos de Monastrell
encontrando que tanto el tratamiento convencional como el nanotratamiento
incrementaron la composicion en ésteres que confieren aromas afrutados (Giménez-
Banon et al., 2022). En otro estudio sobre el perfil aromatico de uvas de Tempranillo se
detectd un incremento en los terpenos y en los bencenoides (Marin-San Roman et al.,
2023). Ademas, Gil-Mufnoz et al. (2023) en un estudio sobre maduracion de uva

Monastrell en la que se aplicaron nanoparticulas de fosfato calcico con dos morfologias
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diferentes, encontraron pequefas diferencias entre los resultados de las dos morfologias,
que promovieron un retraso significativo en la acumulacion de azticar y un aumento de
los diferentes compuestos fenolicos en comparacion con la uva control. Finalmente, otra
investigacion sobre uvas Tempranillo tratadas con las mismas nanoparticulas en el que
se pretendia estudiar su impacto sobre la produccion de compuestos fendlicos, mostrd
un incremento en acidos hidroxicindmicos, flavanoles, flavonoles y estilbenos, aunque

el incremento dependid de la afada estudiada (Garde-Cerdan et al., 2023a).

Otros elicitores aplicados en forma de nanoparticulas han sido el SA, el
tratamiento fue aplicado sobre sobre uvas de Red Sultana (Vitis vinifera L.) antes del
envero en formato de nanoparticulas de quitosano obteniéndose un incremento en los
compuestos fendlicos (Khalili et al.,, 2022) También se ha estudiado el uso de
nanoparticulas de 6xido de grafeno funcionalizadas con Pro para aliviar el estrés
oxidativo producido por la salinidad en plantas de Vitis vinifera L. cv Sultana (Zahedi et

al,, 2023).

Aparte de estos usos en el vifiedo, desde hace algunos afios se lleva estudiando
el empleo de diversas nanoparticulas en técnicas enoldgicas con diversas finalidades.
Entre ellas estaria la eliminacion de biomasa procedente de levaduras tras la
fermentacion alcoholica y también tras la fermentacion maloldctica, para ello se
emplearon tanto levaduras como bacterias funcionalizadas con nanoparticulas
superparamagnéticas de y-Fe20s (Berovic et al., 2014; DusSak et al., 2016). Ademas, otro
tipo de nanoparticulas magnéticas se han estudiado para la eliminacion de proteinas
(Mierczynska-Vasilev et al., 2019) y aminas bidgenas (Bettini et al., 2015) en vinos. Otro
uso importante llevado a cabo ha sido la eliminacién de aromas indeseados como 4-
etilfenol y el 4-etilguayacol mediante nanofiltracion (Ugarte et al., 2005). El uso de
nanomembranas ademdas se ha probado para la eliminacién de acido acético
obteniendose buenos resultados, aunque con la consecuencia colateral de que se elimina
parte del alcohol (Temido et al., 2015). También se ha probado el uso de nanoparticulas
para prevenir la accién de microorganismos dafiinos para el vino, con la finalidad de
poder sustituir al anhidrido sulfuroso (SOz). Entre estos estudios se encuentra el llevado

a cabo por Izquierdo-Cafias et al. (2012), quienes observaron el efecto antiséptico de
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nanoparticulas de Ag sobre el mosto antes de la fermentacién y comprobaron que fueron
capaces de controlar el desarrollo de bacterias acéticas y bacterias lacticas, aunque no de
controlar la oxidacion en vino blanco de Merseguera. Por otro lado, Garde-Cerdén et al.
(2014b) estudiaron el uso de un complejo coloidal de Ag sobre mosto de Tempranillo
antes de la fermentacion alcohdlica y durante el almacenamiento del vino obtenido. El
tratamiento con el complejo coloidal resultd ser mas efectivo que el tratamiento con SO2
sobre el crecimiento de bacterias acéticas, ademas de no afectar al desarrollo de la
fermentacion y a las cualidades organolépticas del vino. Sin embargo los tratamientos
con los coloides de Ag no fueron capaces de controlar el desarrollo de bacterias lacticas

durante el almacenamiento del vino.

Finalmente, se estd estudiando el uso de los propios residuos de la industria
enoldgica en la obtencién de nanoparticulas para diversos usos, de este modo se han
obtenido mediante sintesis verde nanoparticulas de Ag empleando el extracto en agua
de orujos de uva blanca para su uso como agente antifingico y como biodetectores
(Carbone et al., 2019). Ademas, a partir de extracto de raspon se ha logrado la sintesis
verde de nanoparticulas de Ag para la modificacion de electrodos para la determinacién

simultdanea de Pb(II) y Cd(II) (Bastos-Arrieta et al., 2018).
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3.1. DISENO EXPERIMENTAL

Los estudios realizados en este trabajo se llevaron a cabo durante tres afios
consecutivos: 2019, 2020 y 2021. Se realizo la aplicacion de tratamientos foliares con un
fertilizante: urea y con un elicitor: Me]J, en forma convencional y soportados ambos sobre

nanoparticulas de hidroxiapatito.

3.2.  MATERIAL VEGETAL

Todos los tratamientos se realizaron en vides Vitis vinifera L. cv. Monastrell,
injertadas sobre patron Richter 110 (Vitis rupestris x Vitis berlandieri), con una edad de 14
anos. El sistema de conduccion fue en vaso alto, con una distribucion de la plantacion
de 3 m entre las filas y 0,8 m entre las plantas de una misma fila (4167 cepas/ha). La
orientacion fue Este-Oeste. El sistema de riego fue por goteo realizando aportaciones

minimas segun la climatologia de cada afio.
3.3. UBICACION DEL VINEDO Y CARACTERISTICAS EDAFOCLIMATICAS

3.3.1. UBICACION DEL VINEDO

El vifiedo utilizado estaba situado en la Finca Experimental Hacienda Nueva, en
el término municipal de Cehegin (Murcia, Espafia) (latitud 38.11179 y longitud -1.6808)

a una altitud de 432 m. s.n.m., en el Noroeste de la Regién de Murcia.

3.3.2. CARACTERISTICAS EDAFOLOGICAS

La parcela en la que se llevaron a cabo los tratamientos se caracteriza por tener
una litologia de arcillas abigarradas, yesos en facies “keuper” y areniscas (Instituto
Geoldgico Nacional) como se aprecia en la Figura 3.1. El suelo es una marga arcillosa de
80 cm de profundidad (33% arcilla, 38% limo y 30% arena) muy pobre en materia

organica (1,12%) (Romero-Azorin y Garcia-Garcia, 2020).
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Figura 3.1. Mapa litologico de la zona donde estan plantadas las vides objeto de estudio (Instituto

Geoldgico Nacional).
3.3.3. DATOS CLIMATOLOGICOS

El clima en esta zona es de tipo Mediterraneo semidrido, con veranos largos,
secos y calurosos e inviernos cortos y frios. La precipitacion media anual suele ser

inferior a los 400 mm al afio (Romero-Azorin y Garcia-Garcia, 2020).

En las Figuras 3.2 (A, B y C) se muestran los datos de las precipitaciones y

temperaturas medias mensuales correspondientes a los afios de estudio.

Los datos climaticos se recogieron de la estacion meteorologica CR32 (Campbell
mod. CR 10X), perteneciente al Sistema de Informacién Agraria de Murcia (SIAM) y

ubicada en la misma Finca Experimental Hacienda Nueva.
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Figura 3.2. Precipitaciones (barras) y temperatura (puntos) media mensual durante los tres afios de estudio
A:2018/2019, B: 2019/2020 y C: 2020/2021.
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34. CONTROL DE MADURACION DE LA UVA

El control de maduracion de las uvas se realizo desde la segunda semana de
agosto hasta el momento de vendimia, con muestreos semanales. Para ello, en cada
muestreo se cortaron pequefios racimos de unas 4/5 bayas de manera aleatoria en
diversas vides hasta alcanzar unos 300 gramos. Las analiticas realizadas fueron las
mismas que para la caracterizacion de la uva a la entrada en bodega (apartado 3.6.1), los

datos de maduracion estan recogidos en la Tabla 7.1 (7. Anexos).

El momento de vendimia se determind teniendo en cuenta tanto los pardmetros
analiticos como el aspecto de la pepita de la uva, asi como la cata de la piel de las uvas.

Las fechas de vendimia fueron: el 23/09/2019, el 29/09/2020 y el 4/10/2021.
3.5. TRATAMIENTOS

3.5.1. SINTESIS DE NANOPARTICULAS

La sintesis y caracterizacion de nanoparticulas fue llevada a cabo por el equipo
Bionanomet liderado por el Dr. José Manuel Lépez Delgado, perteneciente al
Departamento de Quimica Inorgénica de la Facultad de Ciencias de la Universidad de

Granada.

3.5.1.1. Sintesis de nanoparticulas con urea superficial (nano-urea)

Se sintetizaron nanoparticulas de fosfato calcico amorfo (ACP) a partir de un
método de precipitacion a temperatura ambiente previamente reportado por Ramirez-
Rodriguez et al. (2020). Resumiendo, este método consistié en mezclar dos volumenes
iguales de dos disoluciones (1:1 v/v): (A) CaClz (0,2 M) y NasCit (0, M) y (B) KaHPOs (0,12
M) y Na:COs (0,1 M). La mezcla se mantuvo en agitaciéon durante 5 minutos.
Posteriormente, el precipitado producido se recogid y lavo por centrifugacion con agua

ultrapura (6000 rpm, 10 min, 10 °C).

Para la adsorcién de la urea, se suspendieron 200 mg de ACP en 6 ml de una
disolucion de urea 4,3% (m/v). La mezcla permanecid 24 h en agitacion a temperatura
ambiente. Transcurrido el tiempo, las nanoparticulas cargadas con urea (nano-urea) se
recogieron y lavaron por centrifugacion con agua ultrapura (12000 rpm, 15 min, 18 °C).
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Estas nanoparticulas permanecieron a 4°C hasta el momento de llevar a cabo las

aplicaciones.

3.5.1.2. Sintesis de nanoparticulas con Me] superficial (nano-Me])

Se sintetizaron nanoparticulas de ACP utilizando el mismo método descrito en

el punto anterior (3.5.1.1).

Para la adsorcion del Me], se suspendieron 200 mg de ACP en 10 mL de agua
ultrapura y a continuacion, se anadieron 20 mg de Me]J. Esta mezcla permanecié en
agitacion a temperatura ambiente durante 24 h. Las nanoparticulas cargadas con Me]
(nano-MeJ) se recogieron tras lavado con agua ultrapura y centrifugacion (12000 rpm, 15

min, 18 °C). Permanecieron a 4°C hasta el momento de llevar a cabo las aplicaciones.

3.5.2. PREPARACION Y APLICACION DE LOS TRATAMIENTOS

Los tratamientos se aplicaron en dos momentos, el primero en el envero (Figura
3.3), momento en el que el 50% de la uva habia cambiado de color, y el segundo una

semana despusés.

Figura 3.3. Aspecto de las uvas en el momento del envero.

Cada tratamiento se aplicé por triplicado, utilizando 10 plantas para cada una de
las repeticiones. También se utilizéd un control sobre el que solo se aplico agua. Las
distintas disulociones acuosas de los tratamientos se prepararon en el laboratorio el dia

anterior a su aplicacion (Tabla 3.1).
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Tratamiento Concentracion

Control Agua
Me] 2,24 ¢/L
Nano-Me] 0,224 g/L (equivalente en Me]J)
Urea 4,8 g/L
Nano-urea 0,6 g/L (equivalente en urea)

Tabla 3.1. Tratamientos aplicados.

Todos los tratamientos, incluido el control fueron preparados con Tween 80
(Sigma Aldrich, St. Louis, USA) (0,1% v/v), como agente surfactante no ionico y
emulsionante, con la finalidad de obtener una suspension homogénea y asegurar una

mejor absorcion por parte de la planta.

La aplicacion se realizd con la ayuda de un pulverizador eléctrico a bateria
Matabi Evolution 15 L (Goizper Group, Espafa). Sobre cada planta se aplicaron 200 ml

de disolucién (Figura 3.4).

Figura 3.4. Aplicacion de tratamientos.
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3.6. DETERMINACIONES EN LAS UVAS

3.6.1. PARAMETROS FISICO-QUIMICOS DE LAS UVAS

A la llegada de la uva a la bodega se tomd una muestra representativa de
aproximadamente 300 gramos de cada una de las repeticiones. Se cortaron los granos
por el pedunculo, con precauciéon de no romper la baya, se contaron y pesaron para
calcular posteriormente el peso de 100 granos. Se trituraron durante dos minutos con un
Robot Coupé modelo GT 550 Blender (Francia), evitando la ruptura de las pepitas. El
triturado se centrifugé a 4500 rpm durante 15 minutos (Centrifuga Meditronic, J.P.
Selecta, Espafia) y con el mosto obtenido se analizaron los siguientes pardmetros
enoldgicos: solidos solubles totales (°Bé), pH, AT, &cido tartarico y dcido L-madlico. Todas

las analiticas se realizaron por duplicado.

3.6.1.1. Grado Baumé

Se empleo un refractometro digital Atago RX-5000X (Atago CO., LTD, Japon) con

sensor de temperatura incorporado. Previamente se ajusté a cero con agua destilada.

3.6.1.2. pH

Se determind con un valorador automatico Schott, alpha plus TA20 (SCHOTT-
GERATE GmbH, Alemania) utilizando un electrodo de vidrio (Xylem analytics
Germany GmbH, Alemania) y siguiendo el método oficial (OIV-MA-AS313-15).

3.6.1.3. Acidez total

Fue determinada por potenciometria con un valorador automatico Schott, alpha
plus TA20 (SCHOTT-GERATE GmbH, Alemania) utilizando un electrodo de vidrio
(Xylem analytics Germany GmbH, Alemania) segin el método oficial (OIV-MA-AS313-

01). Los resultados fueron expresados en g/L de acido tartérico.

3.6.1.4. Acido tartarico

Se determind siguiendo el método colorimétrico Rebelein con algunas

modificaciones (Vidal y Blouin, 1978), para ello se empled un analizador automatico
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CETLAB 600 (Microdom, Francia) (Resolucion OIV/OENO 391/2010). Los resultados

obtenidos fueron expresados en g/L de &cido tartarico.

3.6.1.5. Acido L-malico

Se empled un analizador automatico CETLAB 600 (Microdom, Francia), con el
uso de un test enzimatico y siguiendo el método oficial (OIV-MA-AS313-26). Los

resultados obtenidos fueron expresados en g/L de acido malico.
3.6.2. ANALISIS Y COMPOSICION DE LA PARED CELULAR DE LA PIEL

3.6.2.1. Aislamiento de paredes celulares

A la llegada de la uva a la bodega, se tomd una muestra representativa de
aproximadamente unos 100 gramos de uva. Se cortaron las bayas por el pedunculo y se
congelaron a -20 °C. Una vez congeladas se pelaron con un bisturi, separando la piel y
congelando ésta de nuevo a -20 °C. Las pieles congeladas se liofilizaron en un liofilizador
Cryodos 50 (IMA-TELSTAR, Espafia) y posteriormente se trituraron en un molinillo de

bolas (Vibratory Ball Mill Pulverisette 0, Cryo-box, Alemania) para pulverizarlas.

Para el aislamiento de las paredes celulares de la piel se considerd el método de
separacion de solidos insolubles en alcohol de De Vries et al. (1984), con algunas
modificaciones propuestas por Paladines-Quezada (2021). En primer lugar se coloc6 3 g
de piel pulverizada en un vaso de precipitado (Figura 3.5(A)) con 50 mL de agua milli-
Q, a continuacion se hirvieron durante 5 minutos con agitacion, con el propdsito de
inactivar enzimas, para ello se utilizéd una placa calefactora HC1202 (Bibby Sterilin,
Francia). La mezcla obtenida se centrifugd a 11000 rpm en una centrifuga (Eppendorf
5810R, Alemania) a 25 °C durante 15 minutos. Se descarto el sobrenadante, y el sélido se
resuspendio en etanol al 70% (ACS, ISO, Panreac) caliente (40-45°C), durante 30 minutos
con agitacion constante, manteniendo la temperatura. Dicha extraccion con etanol al 70%
se repitio hasta que no se detectaron azticares en el sobrenadante realizando un test con
fenol y acido sulfurrico (Dubois et al., 1956). La presencia de azucares se manifiesta por

una coloracion anaranjado-rosada que desaparece con la ausencia de los mismos.
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Figura 3.5. A) Piel liofilizada pulverizada, B) Residuo no soluble en alcohol.

El residuo final obtenido se lavd una vez con etanol absoluto (ACS, ISO, Panreac),
y dos veces con acetona (ACS, ISO, Panreac). En este tiltimo paso se centrifugo de nuevo,
se elimino la acetona sobrenadante y se traspaso el residuo a una placa Petri donde se
dejo bajo corriente de aire durante toda la noche para su completo secado (Figura 3.5(B)).
A continuacion se recogio y guardo la muestra en un desecador hasta la realizacion de

las diferentes analiticas.

3.6.2.2. Analisis de los componentes de la pared celular

A partir del residuo no soluble en alcohol, es decir la pared celular aislada
anteriormente, se determinaron los siguientes componentes: proteinas, compuestos
fendlicos, azticares neutros (glucosa no celuldsica y glucosa celuldsica) y acidos urdnicos.

Estos analisis se realizaron por cuadriplicado.

Se llevaron a cabo tres tipos de hidrolisis para obtener las muestras sobre las que
se realizaron las analiticas mencionadas anteriormente, una hidrolisis de Seaman, una

hidrdlisis acida y una hidrdlisis alcalina.

La hidrélisis de Seaman consiste en realizar primero una pre-hidrdlisis y
posteriormente una hidrdlisis acida, con ello se consigue hidrolizar los enlaces

glicosidicos fuertes que se encuentra unidos a la celulosa:

- Pre-hidrdlisis: en un tubo pirex con tapdn de rosca se pesaron 10 mg de pared celular a
la que se le afiadieron 0,45 mL de acido sulftrico al 72% (ISO, Panreac). La mezcla se
agitd en un vortex y permanecié 1 hora en un bano de agua a 30°C (Selecta, Unitronic

OR, Espana).
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- Hidrdlisis: a la muestra previamente pre-hidrolizada se afiadieron con precaucion 4,95
mL de agua destilada. Se agit6 suavemente la mezcla y se introdujo en una estufa
Memmert U40 (Alemania) durante 3 horas a 100 °C. Posteriormente, se dejo enfriar a
temperatura ambiente durante 2 horas. Se agitd en un vortex y se centrifugd a 4500 rpm
durante 20 minutos (Centrifuga Eppendorf 5810R, Alemania). Una porcion del
sobrenadante obtenido (2 mL) se traspasd a un microtubo con rosca y se volvid a
centrifugar, en este caso a 10000 rpm durante 10 minutos (Centrifuga Eppendorf 5810R,

Alemania), obteniéndose el sobrenadante 1.

La siguiente hidrdlisis fue una hidrolisis acida, para ello se pesaron en un tubo
pirex con tapon de rosca 10 mg de pared celular y se le afiadieron 4 mL de acido sulfarico
1M (ISO, Panreac). Se agitd suavemente la mezcla en un vortex y permanecié durante 3
horas a 100 °C en la estufa Memmert U40 (Alemania). Posteriormente, se dejo enfriar a
temperatura ambiente durante 2 horas, se agité de nuevo y se centrifugd a 4500 rpm
durante 20 minutos (Centrifuga Eppendorf 5810R, Alemania). Una fraccion del
sobrenadante obtenido (2 mL) se traspasdé a un microtubo con rosca y se volvio a
centrifugar, en este caso a 10000 rpm durante 10 minutos (Centrifuga Eppendorf 5810R,

Alemania), obteniéndose el sobrenadante 2.

Finalmente se realiz6 una hidrélisis alcalina, 10 mg de pared celular se pesaron
en un microtubo con tapdén de rosca y se le afiadié 1 mL de NaOH 1N (Panreac,
Barcelona, Espana). Se agité suavemente la mezcla en un vortex y permaneci6 durante
diez minutos a 100 °C en la estufa Memmert U40 (Alemania). Una vez enfriada a
temperatura ambiente (1 hora), se centrifugé a 10000 rpm (Centrifuga Eppendorf 5810R,

Alemania) durante 10 minutos obteniéndose el sobrenadante 3.

3.6.2.2.1. Proteinas

Se emplearon 30 pL del sobrenadante 3 a los que se anadio 2370 pL de agua
destilada y 600 uL de reactivo Bradford (Sigma Aldrich, St. Louis, USA). Se agitd la
mezcla y a los 15 minutos se midioé la absorbancia a 595 nm en un espectrofotometro
UV/visible, modelo 1600-UV (Shimadzu Corporation, Japdn). Para su cuantificacién se

utilizé una recta de calibrado realizada con albiumina de suero bovino Fraccion V (Roche
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Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany) con concentraciones comprendidas entre 1 y

8 mg/L (Bradford, 1976).

3.6.2.2.2. Compuestos fenolicos totales

Se emplearon 30 uL del sobrenadante 3 al que se le adicionaron 2730 puL de agua
destilada, 120 uL de NaOH 1IN (Panreac, Barcelona, Espafia), y 120 pL de reactivo de
Folin-Ciocalteau (Panreac, Barcelona, Espafa) previamente diluido con agua destilada
(1:1). Se agitd la mezcla en un vortex y se dejo reposar 1 hora. Finalmente, se midi6 la
absorbancia a 700 nm en un espectrofotometro UV/visible, modelo 1600-UV (Shimadzu
Corporation, Japon). Para su cuantificacion se utilizo una recta de calibrado realizada
con acido gdlico (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) con concentraciones comprendidas

entre 100 y 1000 mg/L (Ortega-Regules et al., 2006).

3.6.2.2.3. Azucares neutros

Hemicelulosa (glucosa no celulésica)

Se partié del sobrenadante 2 y el andlisis se llevd a cabo directamente en un
analizador automatico Miura (TD], Italia) para el que se utilizé un kit enzimatico D-

Glucosa de TDI (Italia).
Glucosa total

Es la suma de la glucosa celuldsica y la glucosa no celuldsica (hemicelulosa). Se
determind partiendo del sobrenadante 1. Para su anadlisis se utiliz6 de nuevo el kit
enzimatico D-Glucosa y se llevé a cabo con el analizador automatico Miura 200 (TD],

Italia).
Glucosa celulosica

Se calculo realizando la diferencia entre la glucosa total y la glucosa no celuldsica

(hemicelulosa).
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3.6.2.2.4. Acidos urénicos

Para cuantificar los acidos urdnicos, que son los principales componentes de las
pectinas, se us6 el método propuesto por Scott (1979). Se tomaron 50 uL del
sobrenadante 1 y se mezclaron con 4 mL de acido sulftrico al 96 % (ISO, Panreac). Se
agito suavemente la mezcla en un vortex y se calenté en un bafio de agua Selecta,
Unitronic OR (Espafa) a 70°C durante 10 minutos. Una vez enfriada a temperatura
ambiente, se le anadieron 200 pL de 3,5-dimetilfenol (MercK, Darmstadt, Alemania)
[0,1% en 4cido acético glacial (MercK, Darmstadt, Alemania)]. Posteriormente, a los 15
minutos se midieron las absorbancias a 450 nm y a 397 nm en un espectrofotometro
UV/visible, modelo 1600-UV (Shimadzu Corporation, Japén). La medida a 397 nm se
emplea para corregir la interferencia que producen los azticares neutros. Como blanco
se utilizé una muestra con agua destilada. Para la cuantificacion de acidos urdnicos, se
realizo una recta de calibrado con una disolucion de dacido D-(+)-galacturdnico
monohidrato (Sigma Aldrich, St. Louis, USA). Las muestras patron se prepararon con

concentraciones comprendidas entre 25 y 500 mg/L.

3.6.3. ANALISIS DE COMPUESTOS FENOLICOS EN UVAS POR
CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION

3.6.3.1. Antocianos

A la llegada de la uva a la bodega, se recogieron muestras de 20 bayas por
tratamiento y réplica que fueron congeladas (-20 ¢ C). Para el andlisis, se utilizo el
protocolo descrito por Moreno-Pérez (2013) con ligeras modificaciones. Se separé el
hollejo de la pulpa con la ayuda de un bisturi. Se retir6 el exceso de humedad de las
pieles con la ayuda de papel absorbente. A continuacion los hollejos fueron pesados,
congelados, liofilizados con un Lyofilizador Cryodos Telsar 50 (Espafia) y triturados con
un molinillo Vibratory Ball Mill Pulverisette 0, Cryo-box, Fritsch Analysette 3
(Alemania). Se realizé una extraccion con metanol (HPLC gradiente, PAI-ACS, Panreac),
utilizando 40 mL de metanol por cada 2 g de piel fresca, con agitacidon orbital durante 4

h (Labotron, INFORS, Suiza) a 150 rpm y a 25 °C.
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Posteriormente 1 ml del extracto metanolico se mezcl6 con 1 ml de acido formico
al 4,5 %, 1a mezcla fue filtrada con filtros de nylon de 0,45 um (Albet LabScience, Dassel)
e introducida en viales para su andlisis por HPLC. El equipo empleado fue un
cromatdgrafo liquido Alliance 2695 (Waters, USA) acoplado a un detector de diodo array
Waters 2998. Las condiciones cromatograficas utilizadas se detallan en la Tabla 3.2. Para
la separacion de los compuestos se empled un flujo en gradiente utilizando como fase
moviles las siguientes: Fase A: acido formico (4,5%) en agua MilliQ (Millipore, USA) y
Fase B: acetonitrilo HPLC (Carlo Erba, Val de Reuil, France).

Columna: SIELC Primesep B2 de 4,6 mm x 250 mm, y 5,0 um, (Illinois, USA),
Volumen de inyeccion: 20 puL Flujo: 0.8 mL/min Temperatura: 25°C
Tiempo(min) 0.0 28.0 30.0 52.0 60.0 70.0 80.0 90.0
Fase A (%) 95 91 87 79 76 30 95 95
Fase B (%) 5 9 13 21 24 70 5 5

Tabla 3.2. Condiciones cromatograficas para la determinacion de antocianos en uva.

La identificacion de los diferentes compuestos se llevd a cabo comparando sus
espectros con los indicados por la bibliografia (Boido et al., 2006; Cano-Lépez et al., 2006;
Chinnici et al., 2009) y para su cuantificacion se utilizd el cromatograma obtenido a 520
nm empleando cloruro de malvidin-3-glucosido (Extrasynthese, Genay, Francia) como
estandar externo. Los resultados se expresaron en pg/g de hollejo fresco para cada uno

de los compuestos identificados.

3.6.3.2. Analisis de estilbenos

En el momento de la llegada de la uva a bodega se separaron 40 gramos de uva
para cada tratamiento y réplica, que fueron congelados. Posteriormente se separ6 el
hollejo de la pulpa con la ayuda de un bisturi. Se retird el exceso de humedad de las
pieles con la ayuda de papel absorbente y se pesaron los hollejos. A continuacion fueron
liofilizados con un Lyofilizador Cryodos Telsar 50 (Espana) y finamente triturados con
un molinillo Vibratory Ball Mill Pulverisette 0, Cryo-box, Fritsch Analysette 3
(Alemania). El proceso de extraccion se llevo a cabo en oscuridad y a baja temperatura,
para ello las muestras fueron situadas en una bandeja con hielo picado. Cada muestra se

coloco en un tubo Falcon de 50 ml recubierto con papel de aluminio, se ahadio 10 ml de
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dietil éter (Diethyl ether (UV-IR-HPLC), Panreac-Applichem, GmbH, Darmdast,
Germany) y se agité con un ULTRA-TURRAX (IKA® T25D, Werke GmbH & CO. KG,
Alemania) durante 1 minuto, permaneciendo la muestra en bafo de hielo.
Posteriormente se llevd a un agitador orbital (Labotron, INFORS, Suiza) a 290 rpm
durante 20 minutos, tras los cuales fue centrifugada a 10000 rpm (Centrifuga Eppendorf
5810R, Alemania) a una temperatura de 4°C durante 10 minutos. Finalmente, se separd
el sobrenadante y se llevo a otro tubo Falcon de 15 ml. Se realiz6 una segunda extraccion
siguiendo el mismo procedimiento explicado anteriormente, pero esta vez utilizando 5
ml de dietil éter. El extracto obtenido en esta segunda extraccion se adicion6 sobre el

obtenido en la primera, consistiendo la suma de ambas el extracto total.

El extracto total se llevo a sequedad a una temperatura de 38°C bajo corriente de
N utilizando para ello un equipo Techne consistente en un concentrador modelo
FDBO03OD, Dri-Block DB-3 (Cole-Parmer Ltd. Reino Unido). El residuo seco fue
redisuelto con 500 ul de metanol y filtrado con un filtro de nylon de 0,22 um en viales

de color &mbar.

Finalmente se analizaron las muestras por cromatografia liquida de alta
resolucion. El equipo empleado fue un HPLC Alliance 2695 (Waters, USA) equipado con
un sistema de automuestreo y un detector de diodo array Waters 2998. Las condiciones
cromatograficas utilizadas se detallan en la Tabla 3.3. Para la separacion de compuestos
se emple6 un flujo en gradiente utilizando como fase moviles las siguientes: Fase A:
acido formico (1% v/v) en agua MilliQ (Millipore, USA) y Fase B: acetonitrilo HPLC
(Carlo Erba, Val de Reuil, France).

Columna: LiChrospher®100-RP-18 (5pum) (Merck KGaA, Darmstadt, Germany)

Volumen de inyeccion: 10 pL Flujo: 0.7 mL/min Temperatura: 25°C
Tiempo(min) 0.01 4.0 20.0 30.0 32.0 42.0
Fase A (%) 100 85 60 45 100 100
Fase B (%) 0 15 40 55 0 0

Tabla 3.3. Condiciones cromatograficas para la determinacién de estilbenos en uva.

Para la cuantificacion de estilbenos se utiliz6 el cromatograma obtenido a 320 nm.

Se identificaron los siguientes estilbenos trans-piceido, piceatanol, cis-piceido, trans-
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resveratrol y e-viniferina. Para la identificacion se emplearon los patrones
correspondientes (Sigma-Aldrich, MO, USA). Las rectas de calibrado se obtuvieron a
partir de disoluciones comprendidas entre 0,25 y 100 mg/L de los patrones en etanol. Los
resultados se expresaron en ug/g de hollejo fresco para cada uno de los compuestos

identificados.

3.6.3.3. Proantocianidinas

Se llevd a cabo la determinacion de PAs, conocidos también como taninos
condensados, en pieles y semillas, siguiendo el protocolo de Moreno-Pérez (2013) con
ligeras modificaciones. Esta metodologia se basa en la ruptura de las cadenas
poliméricas de PAs mediante la reaccion de floroglucinolisis en la que en condiciones
acidas se rompe facilmente el enlace interflavonoide, de este modo las PAs se
despolimerizan y liberan las subunidades terminales y las subunidades de extension
como intermedias electrofilicas de flavan-3-oles. Estos intermediarios electrofilicos son
los que reaccionan con un reactivo nucleofilico (floroglucinol) para generar aductos

analizables (Kennedy y Jones, 2001).

A la llegada de la uva a bodega, se separaron 10 bayas por cada tratamiento y
repeticion y se congelaron a -20 °C. Posteriormente, se retiraron el hollejo y las semillas
de la pulpa con ayuda de un bisturi. Se elimino el exceso de humedad de las pieles con
la ayuda de papel absorbente, se registraron los pesos de ambas partes de la uva y se
contaron las semillas. Los hollejos y las semillas por separado, fueron sometieron a una
extraccion en 10 ml de acetona/agua 2:1, durante 24 horas utilizando un agitador orbital
(Labotron, INFORS, Suiza) a 200 rpm y a temperatura ambiente. El extracto se llevo a
sequedad mediante corriente de N a 35°C usando un equipo Techne consistente en un
concentrador modelo FDB03OD, Dri-Block DB-3 (Cole-Parmer Ltd., Reino Unido). A
continuacion se redisolvio con ayuda de un ultrasonidos (sonicador LT-100PRO,
Tierratech S.L., Espana) en 2 mL de metanol (HPLC gradiente, PAI-ACS, Panreac). Los

extractos se guardaron a -80°C para su posterior andlisis.

Para la reaccion de floroglucindlisis, en un tubo eppendorf de 2 mL, se afiadid

una alicuota de 50 pL de cada extracto (hollejo y semilla) por duplicado, en una de las
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réplicas se llevo a cabo la reaccion de floroglucinolisis y la otra se utilizd como blanco
para eliminar la aportacion de los monomeros naturales. Para ello, se anadieron 50 uL
de reactivo floroglucinol [solucion con HCI 0,2N en metanol (HPLC gradiente, PAI-ACS,
Panreac), 100 g/L de floroglucinol (Sigma-Aldrich, MO, USA) y 20 g/L de acido ascorbico
(Sigma-Aldrich, MO, USA)] a una réplica y solo 50 uL de metanol a la réplica que se
utilizé como blanco. Seguidamente, las muestras se sumergieron en un bafio de agua
(Selecta, Unitronic OR, Espafia) a 50 °C durante 20 minutos. Para detener la reaccion de
floroglucionolisis, se afiadié 100 puL de acetato sddico 200 mM (MercK, Darmstadt,
Alemania). Para finalizar, las muestras se centrifugaron a 13000 rpm (Centrifuga
Eppendorf 5810R, Alemania) durante 5 min a temperatura ambiente y el sobrenadante

se llevd a viales para su analisis por HPLC.

El equipo de HPLC utilizado fue un Waters 2695 (Waters, USA) equipado con un
sistema de automuestreo y un detector diodo array Waters 2996. Las condiciones
cromatograficas utilizadas se detallan en la Tabla 3.4. Para la separacion de compuestos
se empled un flujo en gradiente utilizando como fase moviles las siguientes: Fase A:
acido férmico (2% v/v) en agua MilliQ (Millipore, USA) y Fase B: acetonitrilo: agua: acido
férmico (80:18:2, v/v).

Atlantis C18 (250 x 4,6 mm, 5 pm) con pre-columna (20mm x 4,6 mm, 5 pm)

Columna:

(Waters, PA, USA)
Volumen de inyeccion: 10 puL Flujo: 0.8 mL/min Temperatura: 30°C
Tiempo(min) 0.0 5.0 35.0 65.0 80.0 90.0
Fase A (%) 100 100 90 80 100 100
Fase B (%) 0 0 10 20 0 0

Tabla 3.4. Condiciones cromatogréficas para la determinacién de proantocianidinas en uva.

Para la cuantificaciéon de flavan-3-oles se utilizé el cromatograma obtenido a 280
nm. Los picos de los monomeros (-)-epicatequina, (+)-catequina y (-)-epicatequina-3-O-
galato se identificaron por comparacion de sus espectros UV-Vis con los de los patrones
puros (Sigma-Aldrich, MO, USA). El resto de compuestos se identificaron comparando
sus espectros segun la bibliografia (Kennedy et al., 2001). Los compuestos que se

obtuvieron tras la floroglucinolisis fueron (-)-epigalocatequina-floroglucinol (EpG-Ext),
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(+)-catequina-floroglucinol (Cat-Ext), (-)-epicatequina-4-floroglucinol (Ep-Ext), (+)-
catequina terminal (Cat-T), (-)-epicatequina-3-orto-galato-floroglucinol (Ep-3-O-g-Ext),
(-)-epicatequina terminal (Ep-T) y (-)-epicatequina-3-orto-galato terminal (Ep-3-O-g-T).
Para la cuantificacion de los mismos se emplearon los factores de respuesta relativos a
la catequina de cada uno de ellos. Los resultados se expresaron en pg/g de hollejo fresco

y ug/g de pepita para cada uno de los compuestos identificados.

Se calculé el grado medio de polimerizacion (gMP) como la suma de
subunidades (monomeros y aductos de la floroglucindlisis) y dividido por la suma de
los monomeros. El porcentaje de cada mondmero se calculo con respecto a la suma de la

concentracion, expresada en moles, de los monomeros totales.

gMP = X (moles mondmeros+moles aductos) / X (moles mondmeros)

Para el calculo del porcentaje de galoilacion (%Gal) se sumo el porcentaje de
epicatequina-3-O-galato (mondmero terminal) mdas el porcentaje del aducto

epicatequina-3-O-galato-floroglucinol (monomero de extension).

%Gal = % Epicatequina-3-O-galato-floroglucinol + %Epicatequina-3-O-galato

3.6.4. ANALISIS DE LA COMPOSICION NITROGENADA DE LAS UVAS POR
CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION

En el momento de vendimia se separaron 45 bayas (unos 60-70 gramos) por
tratamiento y réplica y se congelaron a -20°C. Las muestras se descongelaron a
temperatura ambiente y sobre papel absorbente se secaron cuidadosamente para
eliminar el agua formada en la condensacion durante la descongelacion. Posteriormente
se aplastaron y la mezcla se centrifugé durante 15 minutos a 4500 rpm (Centrifuga
Meditronic, J.P. Selecta, Espafia) para separar el mosto de la piel y las pepitas. Cada
muestra se derivatizd siguiendo la metodologia propuesta por Gémez-Alonso et al.
(2007) con algunas modificaciones. En un tubo pirex con tapon de rosca se adicionaron:
1,750 ml de tampdn borato 1M (pH 9) [acido bdrico (pure, pharma grade, Applichhem-
Panreac GmbH, Darmdast, Germany)], 750 ul de metanol (HPLC gradiente, PAI-ACS,

Panreac), 1 ml de muestra (previamente centrifugada a 10000 rpm), 20 ul de estandar
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interno acido DL-2-aminoadipico (1 g/L, en HC1 0,1 N)) (299% Sigma-Aldrich, MO, USA)
y 30 ul de etoximetilenmalonato de dietilo 99% (Sigma-Aldrich, MO, USA) como agente
derivatizante. Cada una de las muestras se agitd suavemente, se sonicé con ultrasonidos
(sonicador LT-100PRO, Tierratech S.L., Espafa) durante 30 minutos y seguidamente se
introdujeron en una estufa Memmert U40 (Alemania) a 75°C durante 2 horas. Una vez

enfriadas a temperatura ambiente se filtraron utilizando un filtro de nylon, 0,22 um en

viales de 1,5 ml para HPLC.

El equipo empleado fue un cromatografo liquido Alliance 2695 (Waters, USA)
acoplado a un detector diodo array Waters 2998. Las condiciones cromatograficas
utilizadas se detallan en la Tabla 3.5. Para la separacion de los compuestos se empled un
flujo en gradiente utilizando como fase moviles las siguientes: Fase A: tampdn acetato
25 mM pH 5,8 con 0,02% de azida sddica y fase movil B: acetonitrilo HPLC (Carlo Erba,
Val de Reuil, France).

Columna: Cortecs® Shield RP18 2.7um 4.6x150 mm (Waters,PA, USA)

Volumen de inyeccion: 3 pL Flujo: 0.6 mL/min Temperatura: 25°C
Tiempo(min) 0 10 19 20 23 24 265 285 325 605
Fase A (%) 94 86 80 74 70 50 37 0 37 94
Fase B (%) 6 14 20 26 30 50 63 100 63 6

Tabla 3.5. Condiciones cromatograficas para la determinacion de compuestos nitrogenados en uva.

Para la cuantificacion de los compuestos nitrogenados se utilizo el cromatograma
obtenido a 280 nm. La identificacion de cada uno de los compuestos se realiz6 a partir
de los patrones correspondientes (Sigma-Aldrich, MO, USA). Las rectas de calibrado
(Tabla 3.6) se obtuvieron a partir de disoluciones en HCl 0,1M de los distintos
compuestos. Los resultados obtenidos se expresaron en mg/L para cada uno de los

compuestos identificados.
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Compuesto Recta R2
Asp y =0,0584x - 0,0088 0,9991
Glu y =0,0501x - 0,0199 0,9985
Ser y =0,0596x - 0,1154 0,9965
Asn y =0,0599x - 0,0329 0,9988
GIn y =0,0337x - 0,0207 0,9988
His y =0,0449x - 0,0631 0,9993
Gly y =0,1061x - 0,3765 0,9906
Thr y =0,055x - 0,1297 0,9968

[-Ala y =0,0937x - 0,1402 0,9996
Arg y =0,0396x - 0,0567 0,9994
a-Ala y =0,0893x - 0,1556 0,9984
GABA y =0,0644x - 0,2306 0,9909
Pro y =0,0198x - 0,2553 0,9979
NHa4* y =0,0713x - 0,0753 0,9989
Tyr y =0,0381x - 0,0572 0,9991
Val y =0,0735x - 0,1102 0,9996
Met y =0,0542x - 0,0693 0,9994
Cys y =0,0234x - 0,0165 0,9958
Ile y =0,0577x - 0,1087 0,9982
Leu y =0,0624x - 0,1999 0,9923
Trp y = 0,0316x - 0,0836 0,9957
Phe y =0,0467x - 0,0569 0,9993
Orn y=0,1187x - 0,1628 0,9993
Lys y =0,0475x - 0,0512 0,9995

Tabla 3.6. Rectas de calibrado empleadas en la cuantificacion de la composicién nitrogenada de uvas.

3.7.  VINIFICACIONES

La vendimia se realizé manualmente en cajas de 15 Kg y fue transportada a la

Bodega Experimental (Estacién Enoldgica de Jumilla). Una vez alli se tomaron las

muestras para los posteriores analisis que se realizan sobre las uvas y se introdujo en

camaras de refrigeracién (5-8°C) donde permanecié durante 24 horas antes de su

elaboracion. Posteriormente las uvas fueron despalilladas, estrujadas e introducidas en

depdsitos de acero inoxidable de 50 L. En el proceso de estrujado fueron sulfitadas con

80 mg/Kg de metabisulfito potasico (Laffort, Bordeaux, France). Se afiadié N alimentario
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en el espacio de cabeza del depdsito y se taparon hasta la jornada siguiente. Al dia
siguiente se tomd muestra de mosto de cada uno de los depositos, se centrifugo y se
analizaron los pardmetros fisico-quimicos (apartado 3.6.1) para determinar las

correcciones de acidez necesarias.

A continuacion, se preparo un pie de cuba con levaduras comerciales (Zymaflore
FX10 Sacharomyces cerevisiae, 20 g/100 Kg) para cada uno de los depdsitos. Finalmente, se
adiciono el pie de cuba en la parte inferior del depdsito y en la parte superior opuesta se
llevé a cabo la correccion de acidez con acido tartarico hasta 6,5 g/L. La temperatura de
fermentacion fue de 26/27°C. Se control6 la temperatura y densidad de los depdsitos una
vez al dia, realizandose también un bazuqueo diario hundiendo el sombrero en el mosto.
La maceracion se prolongo hasta los 14 dias. A continuacion, se llevo a cabo el sangrado
del vino y prensado de los orujos en una prensa neumatica de la marca Grifo (Italia) con
75 L de capacidad, 1,5 bares de presion y un 65 % de rendimiento. Los vinos obtenidos
se trasegaron con aireacion a los dos dias del prensado para eliminar las lias gruesas y
evitar problemas de reducciéon de los mismos. Se llevd a cabo un segundo trasiego
después de dos dias del primero y se guardo cada uno de los vinos obtenidos en un bag
in box Los andlisis se llevaron a cabo por triplicado al finalizar la fermentacion

alcohdlica.
3.8. DETERMINACIONES EN LOS VINOS

3.8.1. PARAMETROS FISICO-QUIMICOS DE LOS VINOS

Una vez terminada la fermentacion alcohdlica, cuando los vinos ya se habian
trasegado al bag in box, se centrifugaron y se elimin6 el exceso de CO2 con un sonicador
LT100 PRO (Tierratech S.L., Espana). A continuacion se realizaron las siguientes

analiticas.

3.8.1.1. Grado alcohdlico

Se determino a través de espectroscopia de infrarrojo cercano (NIR) (Resoluciéon
OIV/OENO 390/2010), empleando un analizador Alcolyzer Wine (Anton Paar® GmbH,
Austria). Los resultados fueron expresados en porcentaje de volumen de alcohol que

contiene cada vino.
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3.8.1.2. pH

Se determind con un valorador automatico Schott, alpha plus TA20 (SCHOTT-
GERATE GmbH, Alemania) utilizando un electrodo de vidrio (Xylem analytics
Germany GmbH, Alemania) usando el método oficial (OIV-MA-AS313-15).

3.8.1.3. Acidez total

Fue determinada por potenciometria con un valorador automatico Schott, alpha
plus TA20 (SCHOTT-GERATE GmbH, Alemania) utilizando un electrodo de vidrio
(Xylem analytics Germany GmbH, Alemania) usando el método oficial (OIV-MA-

AS313-01). Los resultados fueron expresados en g/L de acido tartérico.

3.8.1.4. Acidez volatil

La acidez volatil se determind mediante un analizador de flujo continuo
segmentado Quaatro (Axflow, Alemania) siguiendo la metodologia oficial (Resolucién

OIV/OENO 391/2010). Los resultados fueron expresados en g/L de acido acético.

3.8.1.5. Acido tartarico

Se determin6 siguiendo un método colorimétrico empleando para ello un
analizador automatico CETLAB 600 (Microdom, Francia), (Resolucion OIV/OENO

391/2010). Los resultados obtenidos fueron expresados en g/L de acido tartarico.

3.8.1.6. Acido L-malico

Se empled un analizador automatico CETLAB 600 (Microdom, Francia), con el
uso de un test enzimatico siguiendo el método oficial (OIV-MA-AS313-26). Los

resultados obtenidos fueron expresados en g/L de acido malico.

3.8.2. PARAMETROS ESPECTROFOTOMETRICOS DE LOS VINOS

Para las medidas de indice de polifenoles totales (IPT), intensidad de color (IC),
tono y diferencia de color (AE¥) se utilizd un espectrofotometro Shimadzu 1600-UV

(Shimadzu Corporation, Japon).
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3.8.2.1. Indice de polifenoles totales
El vino se diluyo a razén de 1:100 con agua destilada. Se utilizaron cubetas de
cuarzo de 1 cm de paso Optico. Las medidas se realizaron midiendo la absorbancia a 280

nm.

3.8.2.2. Intensidad de color y tono

Se obtuvo a partir de las sumas de absorbancia a tres longitudes de onda, a 620
nm (componente azul), 520 nm (componente roja) y 420 nm (componente amarillo)
(Glories, 1984). Para ello se midi6 directamente el vino en cubeta de vidrio de 1 mm de

paso oOptico.
Para calcular el tono se realizo el cociente entre las absorbancias a 420 y 520 nm.

3.8.2.3. Diferencia de color

El espacio de color CIELab es un sistema cartesiano formado por tres ejes (Figura 3.6).
En el eje vertical L* se representa la medida de la luminosidad, en un eje horizontal a*,
se representa la medida del contenido rojo (+) o verde (-) y en el otro eje horizontal b*, se

representa la medida del contenido de amarillo (+) o de azul (-) de un color.

L*: 100
Blanco

+b*
Amarillo

Luminosidad

AE e

Rojo

\

-a b
Verde Azu

L0
Negro

Figura 3.6 Representacion del espacio de color CIELab.

Los parametros CIELab, fueron obtenidos mediante la medida de la absorbancia
en un intervalo de longitudes de onda entre 380 y 780 nm y con cubetas de 1 mm de paso

optico y referidas a un observador a 10° e iluminante D65. El cdlculo se realizd a través
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del software “Color” (UVPC Optional Color Analysis 2.7, Shimadzu Scientific

Instrument).

AE* es la distancia euclidiana entre dos puntos (dos colores) de este espacio

tridimensional y se calculd a través de la siguiente expresion (OIV-MA-AS2-11).

AE*=\/(AL %) + (Aa %)% + (Ab *)?

Diferencias de color AE* por encima de 3 se consideran distinguibles para el ojo
humano (Martinez et al., 2001). Se calcularon las AE* entre el vino control y los vinos

procedentes de los distintos tratamientos aplicados.

3.8.3. ANALISIS DE COMPUESTOS FENOLICOS DE LOS VINOS POR
CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION

3.8.3.1. Antocianos

Una vez filtrado el vino con un filtro de nylon de 0,45 um (Albet LabScience,
Dassel) se analizdé los antocianos mediante inyeccion directa de 20 pL en un
cromatdgrafo liquido Alliance 2695 (Waters, USA), equipado con un detector diodo
array Waters 2998. Las condiciones cromatograficas utilizadas se detallan en la Tabla
3.7. Para la separacion de compuestos se emple6 un flujo en gradiente utilizando como
fases moviles las siguientes: Fase A: dcido formico (98% puro, Panreac-Applichem,
GmbH, Darmdast, Germany) 4,5% en agua MilliQ (Millipore, USA) y Fase B: acetonitrilo
HPLC (Carlo Erba, Val de Reuil, France). La identificacion de los diferentes compuestos
se llevo a cabo comparando sus espectros con los indicados por la bibliografia (Boido
2006; Cano-Lépez 2006; Chinnici 2009) y para su cuantificacion se utilizd el
cromatograma obtenido a 520 nm y se empled cloruro de malvidin-3-glucdsido
(Extrasynthese, Genay, Francia) como patrén externo. Los resultados se expresaron en

mg/L para cada uno de los compuestos identificados.
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Columna: Cortecs® Shield RP18 2.7um 4.6x150 mm (Waters,PA, USA)
Volumen de inyeccion: 20 puL Flujo: 0.8 mL/min Temperatura: 25°C
Tiempo (min) 0 1 28.69 29.98 31.57 34.45 40.20
Fase A (%) 95 95 65 20 20 95 95
Fase B (%) 5 5 35 80 80 5 5

Tabla 3.7. Condiciones cromatograficas para la determinacién de antocianos en vino.

3.8.3.2. Estilbenos

La extraccion con dietil éter y separacion cromatografica se realizaron siguiendo
el mismo procedimiento descrito para las uvas (apartado 3.6.3.2). Para ello se tomaron 5
ml de vino al que se adicionaron 5 ml de dietil éter (UV-IR-HPLC), (Panreac-Applichem,
GmbH, Darmdast, Germany) en una primera extraccion y otros 5 ml en una segunda
extraccion. La determinacion y cuantificacion de los diferentes estilbenos analizados:
trans-piceido, piceatanol, cis-piceido, trans-resveratrol y e-viniferina, se llevd a cabo

siguiendo la misma metodologia explicada en el apartado 3.6.3.2.

3.8.3.3. Proantocianidinas

Para su determinacion en los vinos se empleo, al igual que en las uvas, la reaccién
de floroglucindlisis para romper las cadenas de los flavonoles poliméricos. Previamente,
las muestras fueron tratadas siguiendo la metodologia de Kennedy y Jones (2001) con
algunas modificaciones. En primer lugar 5 mL de vino se llevaron a sequedad mediante
corriente de N a 35°C usando un equipo Techne consistente en un concentrador modelo
FDBO03OD, Dri-Block DB-3 (Cole-Parmer Ltd., Reino Unido). El extracto seco obtenido
se redisolvio en 2 mL de agua Milli-Q con ayuda de ultrasonidos (sonicador LT-100PRO,
Tierratech S.L., Espana). A continuacidn, las muestras se pasaron por cartuchos SEP-
PAK C18 (Vac 6 cc 1g) (Waters, Mildford, USA) que habian sido previamente
acondicionados con 10 mL de metanol (HPLC gradiente, PAI-ACS, Panreac) y 10 mL de
agua Milli-Q. Posteriormente los cartuchos se lavaron con 20 mL de agua Milli-Q y para
la eluciéon de las PAs se adicion6 10 mL de metanol (HPLC gradiente, PAI-ACS, Panreac).
Este nuevo extracto se llevd a sequedad en el concentrador de N. Finalmente, el extracto
seco obtenido se redisolvio con 400 pl de metanol (HPLC gradiente, PAI-ACS, Panreac).
Este extracto fue sometido al mismo proceso de fluoroglucinolisis que las uvas (apartado
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3.6.3.3), pero sin la necesidad de realizar la muestra blanco. La metodologia empleada
para la separacion, identificacion y cuantificacion de las distintas PAs fue la misma que

la empleada para hollejos y semillas (apartado 3.6.3.3).

3.8.4. ANALISIS DE LA COMPOSICION NITROGENADA DE LOS VINOS POR
CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION

El procedimiento de extraccion y de identificacion de los distintos componentes
nitrogenados en los vinos se realizé siguiendo el mismo protocolo descrito para las uvas
(apartado 3.6.4). Las muestras de vino fueron previamente centrifugadas (Centrifuga
Eppendorf 5810R, Alemania) a 10000 rpm durante 5 minutos y se partié de 1 ml de vino.
Las condiciones cromatograficas utilizadas fueron las mismas que en el caso de las uvas
pero con la excepcion del volumen de inyeccion utilizado, que en el caso de los vinos se

utilizaron 6 pl.

3.9. ANALISIS SENSORIAL DE LOS VINOS

El andlisis sensorial fue realizado por un panel de catadores cualificados formado

por personal de la Estacion Enoldgica de Jumilla.

Se realizd una cata triangular para determinar si existian diferencias
significativas entre el vino control y los procedentes de los distintos tratamientos, para
ello se empled la ficha de cata mostrada en la Figura 3.7. Las diferentes catas se realizaron
presentando a cada catador tres muestras de vino codificadas aleatoriamente, entre ellas
dos muestras eran iguales y una diferente. Cada catador debia indicar que dos muestras
eran iguales y cual diferente (eleccién forzada), y puntuar el grado de diferencia
encontrado en la fase visual, olfativa y gustativa empleando una escala de 1 a 5 puntos
(I=nula; 2=débil; 3=media; 4= fuerte y 5=muy fuerte). Ademas, también debia indicar que

muestra era su preferida.
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Se enfrentaron las siguientes muestras (Tabla 3.8) en un total de cuatro catas:

Catas triangulares

1. Control vs. Me] 3. Control vs. Urea

2. Control vs. Nano-Me]J 4. Control vs. Nano-Urea

Tabla 3.8. Catas realizadas.

En la valoracion de los resultados obtenidos solo se tuvieron en cuenta las catas
en las que el catador habia indicado correctamente que vinos eran iguales y cual
diferente. Para determinar si los resultados eran estadisticamente significativos se

siguieron las indicaciones de la norma AENOR (ISO 4120:2021).

81 - FICHA DE CATA TRIANGULAR

Ante usted hay tres muestras. Dos de ellas son iguales entre si. Digase que muestra es diferente, cual prefiere y las diferencias percibidas. Es obligatorio elegir una
muestra preferida, aungue no se encuentren diferencias.
Puntuar los atributos que figuran en el cuadro final.

MUESTRAS IGUALES : MUESTRA DISTINTA : MUESTRA PREFERIDA :

ATRIBUTOS Diferencia percibida entre las muestras OBSERVACIONES: LOTE1
NULA DEBIL MEDIA FUERTE MUY FUERTE

FASE VISUAL

FASE OLFATIVA

FASE GUSTATIVA

Figura 3.7. Ficha de cata empleada en las catas triangulares.
3.10. ANALISIS ESTADISTICO

En primer lugar se realizé un analisis de la varianza (ANOVA) para comprobar
si existian diferencias significativas entre las medias de los diferentes compuestos
evaluados. Ademas se realiz6 un andlisis multivariable de la varianza (MANOVA) para
determinar si existian diferencias estadisticamente significativas entre los factores
estudiados (tratamiento y afio) con relacién a las variables dependientes medidas. Para
los dos andlisis, la separacion de medias se realizo utilizando el test LSD (Least
Significant Difference). Finalmente, con el fin de poder conocer si con los parametros
medidos podriamos distinguir unos tratamientos de otros se llevd a cabo un andlisis

discriminante.

Los distintos analisis fueron realizados con los siguientes programas estadisticos:
R Studio 1.1.453 (Boston, MA) vy Statgraphics 18 (Statpoint Technologies,
INC.,Warrenton,VA,USA).
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4. EFECTO DE LA UREA Y NANO-UREA SOBRE LA
CALIDAD DE UVAS Y VINOS
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Efecto de la urea y nano-urea sobre la calidad de uvas y vinos

41. PARAMETROS FISICO-QUIMICOS DE LAS UVAS Y VINOS

A continuacion se muestran los pardmetros fisico-quimicos de las uvas control y
de las procedentes de los tratamientos con urea y nano-urea. Los parametros fisico-
quimicos medidos fueron °Bé, AT, pH, acido tartdrico y dcido madlico, ademas del ratio
°Bé/AT como medida de la madurez tecnoldgica de la uva. Como parametro indicador

del rendimiento se tuvo en cuenta el peso de 100 bayas.

Como se puede observar en la Tabla 4.1, en el afio 2019 la uva se vendimio antes
de alcanzar una madurez tecnoldgica adecuada, siendo el afio en el que se obtuvo un
menor valor en la relacion °Bé/AT tanto para las uvas control como para las tratadas.
Esta vendimia anticipada fue debida a que los dias previos se produjeron lluvias
torrenciales, y ante la posibilidad de aparicion de algiin brote de podredumbre se
decidié adelantar la vendimia. Tal como se puede observar, pocas diferencias pudieron
percibirse para los diferentes parametros medidos durante los tres afios de estudio,
siendo solo algunos de ellos significativos. Asi el °Bé present6 un valor inferior en el
tratamiento nano-urea solo en el afno 2021 indicando un posible retraso en la
maduracion. La AT no se vio afectada ninguno de los afios estudiados, sin embargo la
relacion °Bé/AT mostrd una tendencia a disminuir en el tratamiento con nano-urea, aun
sin llegar a ser significativa. El pH no se vio afectado en los afios 2019 y 2020 y tan solo
aumento en el tratamiento con urea en el afio 2021. Finalmente, el acido tartarico se vio
incrementado por ambos tratamientos en 2021, mientras que el acido malico descendid

en 2020 en los dos tratamientos pero en el 2021 solo lo hizo en el de nano-urea.

Diversos autores encontraron diferentes comportamientos en uvas de diferentes
variedades tratadas con urea para cada uno de estos parametros. Respecto al °Bé, Portu
et al. (2015b) en uvas de Tempranillo, Garde-Cerdén et al. (2017) en uvas de Tempranillo
y Monastrell y Hannam et al. (2014) en uvas de Cabernet Sauvignon y Viognier
encontraron que este parametro no se vio afectado por el tratamiento. Sin embargo Hui
et al. (2021) detectaron un incremento del grado de madurez en uvas de Cabernet
Sauvignon y Hannam et al. (2014) en uvas de la variedad Merlot y Pinot Noir tratadas

con urea hallaron distinto comportamiento en funcion de la afiada.
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En cuanto a la AT, en la bibliografia se encuentran diversos efectos cuando se
aplica urea foliarmente dependiendo de la variedad, dosis empleada y afiada (Hannam
et al. 2014; Portu et al., 2015b; Garde-Cerdén et al. 2017 y Hui et al. 2021). Respecto al
pH, autores como Portu et al. (2015b) mostraron que el tratamiento con urea no afectaba
a este pardmetro en la variedad Tempranillo independientemente de la dosis empleada.
En otro estudio en dos variedades, Tempranillo y Monastrell tampoco se vio modificado
el pH al emplear urea (Garde-Cerdan et al., 2017). Sin embargo Hannam et al. (2014)
obtuvieron diversas respuestas dependiendo de la variedad a la cual se aplicaba el
tratamiento, asi variedades como Cabernet Sauvignon, Pinot Noir y Viognier no vieron
afectado el pH de sus uvas tras la aplicacion de urea, pero Merlot sufrié un incremento

dependiendo de la afiada al igual que Pinot Gris.

Con respecto al rendimiento, el afio 2020 fue en el que pudimos observar un
tamario de baya mayor. Este incremento de tamano podria ser explicado debido al gran
volumen de lluvias registrado desde septiembre del 2019 a febrero del 2020, que
pudieron facilitar la toma de reservas por la planta y que se tradujo en la afiada siguiente
en este aumento de rendimiento. El tamafio de baya no se vio influenciado por ninguno
de los tratamientos y esto corresponde con lo encontrado por otros autores que no
detectaron un aumento significativo del rendimiento en uvas tratadas foliarmente con

urea (Hannam et al., 2014; Lasa et al., 2012).

En relacion al analisis multifactorial (Tabla 4.1), el factor afada fue el mas
importante, explicando el mayor porcentaje de variabilidad encontrada en todos los
parametros medidos, excepto en el caso del dcido malico que solo alcanz un valor del
24%. Por otro lado, el factor tratamiento tuvo poco efecto, aunque pudimos observar que
el mayor efecto fue detectado precisamente sobre el dcido malico (18%). Finalmente la

interaccion afio-tratamiento fue importante en el contenido en 4cido tartarico (35%).
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Analisis multifactorial
Afiada Control Urea Nano-urea p-value T (%) A(%) TxA (%)
2019 12,92 £ 0,41 12,63 £ 0,09 12,82 +0,23 ns
°Baumé 2020 14,19 +£ 0,32 13,68 + 0,30 13,75+ 0,31 ns 3 71 11
2021 13,14+021a 13,555+0,17a 13,02+0,04Db * (ns) (***) (*)
2019 2,85+0,21 2,77 £0,12 2,94+0,14 ns
AT* 2020 2,34 £ 0,09 2,21+0,09 2,34 £ 0,06 ns 3 89 1
2021 1,92+0,13 2,00 £ 0,09 2,14 £ 0,02 ns *) (***) (ns)
2019 4,56 £ 0,47 4,56 £ 0,19 4,37 £ 0,29 ns
°Bé/AT 2020 6,06 £ 0,34 6,19+ 0,34 5,87 +£0,27 ns 4 86 2
2021 6,84 £ 0,51 6,81+0,36 6,08 + 0,06 ns *) (***) (ns)
2019 3,88 £ 0,03 3,85+0,07 3,83 £0,04 ns
pH 2020 4,09 +0,02 4,08 + 0,02 4,10 £ 0,03 ns 4 83 7
2021 411+0,06 b 4,22 +0,02a 404+0,02b * *) (**) (**
2019 3,90+0,13 3,79+0,15 4,14 +0,21 ns
Acido tartarico (g/L) 2020 4,49 +0,15 4,24 +0,12 4,27 +£0,14 ns 4 43 35
2021 397+0,08b  4,45+0,09a 4,30 £ 0,07 a i (ns) (***) (***)
2019 1,41+0,35 1,28 £ 0,05 1,14 +£0,31 ns
Acido malico (g/L) 2020 1,44 £ 0,06a 1,14+0,09b 1,17+ 0,05b * 18 24 13
2021 1,04+0,07ab 1,16+0,07 a 0,95+0,03b * *) (*) (ns)
2019 155,0+5,7 149,9 +5,5 156,6 +9,1 ns
Peso 100 bayas (g) 2020 162,8 +3,7 1649+24 158,6 +2,4 ns 3 51 13
2021 143,7 + 11,0 152,8 £2,5 141,1+£10,2 ns (ns) (***) (***)

Tabla 4.1. Caracteristicas fisico-quimicas y rendimiento de las uvas control y de las tratadas con urea y nano-urea durante las campanas 2019, 2020 y 2021. * Acidez total (AT)
expresada en g/L de acido tartarico. Los datos expresan las medias + desviacion estandar. T: tratamiento; A: aflada; TxA: interaccién tratamiento-afnada. Diferentes letras en la
misma fila indican diferencias significativas de acuerdo al test de LSD. Separacion por test de rango multiple al 99,9%*** (p < 0,001), 99%™** (p<0,01) y 95%* (p< 0,05); ns, no
significativo.
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Los resultados de los parametros fisico-quimicos de los vinos se presentan en la
Tabla 4.2. Algunos de los parametros medidos se vieron modificados significativamente
durante dos de los afios estudiados (2020 y 2021), sin embargo durante el afio 2019 no se
observo ninguna diferencia entre los vinos procedentes de uvas tratadas y los vinos

control.

Asi, el contenido alcohdlico se vio afectado por el tratamiento con urea dos de los
anos de estudio pero de distinto modo, en el afo 2020 este parametro disminuy6 y sin
embargo en el afio 2021 aumento, lo que concuerda con los resultados mostrados para el
°Bé de las uvas (Tabla 4.1), aunque en ellas el cambio no fue estadisticamente

significativo.

La acidez volatil se vio modificada en el afio 2021 y se comporté de manera
diferente para los dos tratamientos estudiados, con un ascenso en los vinos procedentes
del tratamiento con urea y un descenso en los vinos procedentes del tratamiento con
nano-urea. Respecto a la AT solo se observaron cambios en 2021 donde se registré un
descenso en el tratamiento con urea y un incremento en el de nano-urea. El pH de forma
general no se vio afectado, de manera que solo se detectd un descenso en 2021 en los
vinos procedentes del tratamiento con nano-urea. En relaciéon a la AT y al pH no
podemos achacar los cambios al tratamiento, puesto que todos los mostos se corrigieron
con acido tartarico en el momento del encubado. Finalmente, el acido malico solo se vio

modificado en 2020 con un descenso en ambos tratamientos.
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Analisis multifactorial
Anada Control Urea Nano-urea p-value T A% TxA(%)
2019 12,94 £ 0,16 12,86 + 0,07 13,15+ 0,42 ns
Alcohol % (v/v) | 2020 14,72 £0,34 a 13,84+0,29b 14,18 +0,20 ab * 2 71 17
2021 13,44+0,15b  1390+0,13a 13,32+0,05b * (ns) (**) (**)
2019 0,40+ 0,04 0,38 £0,01 0,40 0,03 ns
Acidez volatil' [ 2020 0,41+0,04 ab 0,41+0,03 0,44 + 0,03 ns 14 6 63
2021 0,40+0,02b 0,52+0,02a 0,34+0,01c e (** (ns) (***)
2019 744+0,11a 7,44 +0,10 7,06 + 0,27 ns
AT? 2020 7,04+0,16 6,92 + 0,07 6,69 £ 0,42 ns 3 32 34
2021 7,05+0,06 b 6,79+0,02c  7,31+0,06a o (ns) (** (**
2019 3,33 0,08 3,28 £ 0,02 3,37 +0,04 ns
pH 2020 3,43 + 0,02 3,36 + 0,01 3,39+0,11 ns 6 22 30
2021 3,38+0,03 a 341+0,02a 3,33+0,02b * (ns) *) *)
2019 1,69 +0,32 1,69 +0,04 1,59 + 0,06 ns
Acido malico 2020 1,44+0,04 a 1,31+0,03b  1,32+0,04b o 2 72 6
(g/L) 2021 1,35+ 0,07 1,38 +0,05 1,41+ 0,06 ns (ns) (**) (ns)

Tabla 4.2. Caracteristicas fisico-quimicas para los vinos obtenidos de las uvas control y las tratadas con urea y nano-urea durante las camparias 2019, 2020 y 2021. 'Acidez
volatil expresada como g/L de acido acético. 2 Acidez total (AT) expresada en g/L de acido tartarico. Los datos representan las medias + desviacién estandar. T: tratamiento; A:
anada; TxA: interaccidn tratamiento-afiada Diferentes letras en la misma fila indican diferencias significativas de acuerdo al test de LSD. Separacién por test de rango multiple

al 99,9%*** (p < 0,001), 99%** (p< 0,01) y 95%* (p< 0,05); ns, no significativo.
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Los resultados obtenidos por otros autores en vinos procedentes de uvas tratadas
con urea son dispares. Asi, Portu et al., (2015a) en vinos de Tempranillo procedentes de
uvas tratadas con dos dosis diferentes de urea no observaron ningun efecto en el
contenido alcoholico, la acidez volatil y el 4cido malico, sin embargo detectaron un
incremento de pH y un descenso de la AT en los vinos procedentes de la uva tratada con
la dosis de urea empleada mas baja. Gutiérrez-Gamboa et al. (2017b) en uvas de Cabernet
Sauvignon, no detectaron cambios en la graduacion alcohdlica ni en la acidez volatil de
sus vinos, pero si un descenso en el valor del pH y aumento en la AT en vinos, siendo
por tanto resultados contrarios a los obtenidos por Portu et al. (2015a). Finalmente, Lang
et al. (2019) en un estudio durante dos afios consecutivos sobre vinos de la variedad
Regent no observaron ningtin cambio en el grado alcoholico, pH, AT, contenidos en

acido tartarico y en malico.

El andlisis multifactorial realizado (Tabla 4.2), nos mostro que el factor afiada fue
el determinante para la variabilidad obtenida en el % alcohol y el contenido en acido
malico. La accidn del tratamiento solo fue significativa en el caso de la acidez volatil. Por
ultimo, la interaccion tratamiento-afio mostrd el mayor porcentaje de variabilidad para
la acidez volatil (63%), mostrando también su influencia en el caso de la AT (34%) y el

pH (30%).
42. COMPOSICION DE LA PARED CELULAR

Las modificaciones tanto moleculares como bioquimicas de la pared celular
juegan un papel muy importante en la fisiologia de la planta, viéndose influenciados por
éstas, el crecimiento de la planta, la senescencia, la abscisidn y las respuestas al estrés
biotico y abidtico. La pared celular estd caracterizada por ser una estructura dindmica y
que se remodela durante las distintas etapas del desarrollo en respuesta a estimulos

externos (Marowa et al., 2016).

Diversos estudios indican que la sintesis y remodelacion de la pared celular se
ven afectados por la disponibilidad de N, a través de una respuesta compleja de la que
no se conocen los mecanismos moleculares (Ogden et al., 2018). En Arabidopsis thaliana
se ha identificado la co-expresion de algunos genes relacionados con la pared celular y

los transportadores de NOs y NH4* (Aoki et al., 2016). En callos de células de hojas de
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Vitis vinifera se encontré una expresion diversificada de genes relacionados con el
ablandamiento de la pared celular en respuesta a deficiencia de N (Fernandes et al.,

2016).

Hasta el momento, no se han encontrado estudios que recojan como se ve
afectada la pared celular de las uvas tras aplicacion foliar de urea, ya sea de modo

convencional o en forma de nanoparticulas (nano-urea).

4.2.1. PARED CELULAR AISLADA

En la Tabla 4.3 se recogen el porcentaje de hollejo de la uva asi como el
rendimiento de pared celular en las uvas control y en las uvas procedentes de los
tratamientos con urea y nano-urea. Los célculos se realizaron respecto a peso seco de
hollejo con la finalidad de que los resultados obtenidos no se vieran enmascarados por
las diferencias en el contenido en agua remanente que pudieran tener las distintas
fracciones de piel. Respecto al porcentaje de piel obtenido, ambos tratamientos (urea y
nano-urea) parecen no tener gran influencia sobre este pardmetro, mostrandose tan solo
un pequefio aumento significativo en el afio 2019. Esto denotaria que tanto la urea como
la nano-urea no fueron capaces de aumentar la cantidad de piel de las uvas. Sin embargo
la cantidad de pared celular aislada en cada uno de los tratamientos aumento todos los
anos respecto al obtenido en las uvas control, indicando un engrosamiento de las
paredes celulares en los tratamientos con urea y con nano-urea como posible respuesta
al estrés abiotico sufrido por la planta. De hecho, esta reportado por diversos estudios
como diferentes tipos de estrés afectan a la integridad de la pared celular (Rui y Dinneny,

2020).
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% Hollejo ! % CWM 2
(peso seco) (en piel seca)
2019 Control 3,02b 25,66¢
Urea 3,11a 28,47b
Nano-urea 3,09a 28,82a
p-value * ok
2020 Control 3,26 24,94c
Urea 3,27 26,66b
Nano-urea 3,29 28,53a
p-value ns o
2021 Control 3,08 22,62c
Urea 2,93 27,59b
Nano-urea 2,94 28,88a
p-value ns o

Tabla 4.3. Cantidad de hollejo y rendimiento del aislamiento de las paredes celulares de las uvas control y
de las tratadas con urea y con nano-urea durante las camparas 2019, 2020 y 2021. Abreviaturas: !
Porcentaje de hollejo en peso seco respecto al peso de las uvas. 2 Pared celular aislada respecto al peso seco
de los hollejos. Diferentes letras indican diferencias significativas seguin el test LSD. Separacién por test de
rango multiple al 99,9%*** (p < 0,001), 99%** (p< 0,01) y 95%* (p< 0,05); ns, no significativo.

4.2.2. ANALISIS DE LA COMPOSICION DE LA PARED CELULAR

La Figura 4.1 muestra la composicion de la pared celular de la uva para el control
y los dos tratamientos (urea y nano-urea) durante los tres afios de estudio (2019, 2020 y
2021). Los diferentes componentes analizados fueron proteinas, compuestos fenolicos,

azucares neutros (celulosa y hemicelulosa) y acidos uroénicos.

4.2.2.1. Proteinas

Los resultados obtenidos para las proteinas fueron diferentes segin la afiada, asi
en el ano 2019 tan solo el tratamiento con nano-urea fue capaz de conseguir un
incremento de las proteinas, a diferencia del ano 2020 en el que no se mostrd ninguna
diferencia significativa entre las uvas control y las tratadas. Sin embargo, en el afio 2021
ambos tratamientos incrementaron el contenido en proteinas pudiendo afectar este
hecho a una mayor dificultad en la extractabilidad de compuestos de interés durante la

elaboracion del vino.

La expresion de las proteinas esta regulada por diversos estreses abidticos, entre

los que se encuentran la aplicacion de compuestos exdgenos Varios estudios han
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mostrado que las proteinas modifican la rigidez de la pared celular mediante el
entrecruzamiento de diferentes polimeros (Tenhaken, 2015). Se ha detectado como
varios tipos de expansinas responden a deficiencias de nutrientes, incluyendo las de N

(Li et al., 2014).

4.2.2.2. Compuestos fenoélicos totales (CFT)

Los compuestos fendlicos presentes en la pared celular no se vieron afectados por
ninguno de los tratamientos durante el afo 2019. Sin embargo, durante la siguiente
anada, fue en el tratamiento con urea donde se detectd en la pared celular de sus uvas la
menor concentracion de CFT, y lo mismo ocurrid en el ano 2021 para el tratamiento con
nano-urea. Estos descensos registrados podrian suponer un debilitamiento de la pared
celular debido a que a través de los compuestos fendlicos se establecen enlaces
entrecruzados con otros componentes de la pared celular. Estos resultados estarian en
contraposicion a otros que indican que en situaciones de estrés abidtico, se induce la
generacion de peroxidasas y de especies reactivas al oxigeno, y son ambas las
responsables de la formacion de redes entre los compuestos fendlicos y las glicoproteinas
de la pared celular, lo que provocaria un aumento de la rigidez de la propia pared

(Tenhaken, 2015).

4.2.2.3. Azticares neutros

El tratamiento con nano-urea en el ano 2019 mostré las concentraciones mas bajas
de glucosa celuldsica, en cambio en el afio 2020 no se vio afectada por ninguno de los
tratamientos y finalmente en el afio 2021 fue en las uvas control donde se mostraron las
concentraciones mas altas. Un descenso en la celulosa supondria una pared celular mas
débil y podria estar relacionado con lo encontrado en estudios en arroz, donde se vio
que aplicaciones de N en altas concentraciones producian una menor expresion de genes
que regulan la biosintesis de celulosa, ademas el analisis de la pared celular de las raices
mostraba una reduccion de celulosa y lignina (Zhang et al., 2017), aunque en este estudio
la aplicacion de N fue en el suelo y no foliar como lo hemos aplicado nosotros. Por otro
lado, Fernandes et al. (2016) observaron que en condiciones de deficiencia de N se
producia un descenso en el contenido de celulosa en las paredes celulares de callos de

células de Vitis vinifera.
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Respecto a la glucosa no celuldsica (hemicelulosa), los resultados mostraron un
incremento en 2019 y 2021 en los dos tratamientos ya que en el afio 2020 solo fue
detectado este incremento en las paredes de las pieles de las uvas tratadas con urea. Un
aumento en la cantidad de hemicelulosa provocaria un reforzamiento de la pared
celular, debido a que actaa fijando las microfibrillas de celulosa (Ortega-Regules et al.,
2008b). Los xiloglucanos, los principales polimeros que forman la hemicelulosa, también
se vieron afectados en Arabidopsis thaliana por la absorcion de N, ya que varias enzimas
relacionadas con ellos se coexpresaron con el transportador de NOs (Landi y Esposito,

2017).

4.2.2.4. Acidos urénicos

En el ano 2019 ambos tratamientos ocasionaron un descenso en la cantidad de
acidos urdnicos, siendo mas acusado en el tratamiento con urea. Sin embargo en los afios
2020 y 2021 el efecto fue el contrario, se incremento el contenido en 4dcidos urdnicos en
ambos tratamientos un 69% (urea) y 76% (nano-urea) en 2020 y 47% (urea) y 27% (nano-
urea) en 2021. Este aumento de las pectinas debido a que actian como sustancias
cementantes en la pared celular (Jarvis, 1984) darian lugar a un reforzamiento de la
misma. Es destacable el hecho de que los incrementos encontrados en 2020 y 2021 en las
paredes de las uvas tratadas tuvieron mucho mas peso que las variaciones producidas
en el resto de componentes de la pared, asi en 2020 el incremento del resto de
componentes fue del 20% y 13% en los tratamientos con urea y nano-urea y en 2021 lo
fue del 15% y 7% respectivamente, por lo que cabria suponer que las pectinas pudieron

tener mucha mas relevancia en su efecto sobre la rigidez de la pared celular.

Contrario al aumento en la cantidad de pectinas, encontramos como genes que
regulan la expresion de pectinasas (pectin liasa, pectin acetilesterasa y pectin
metilesterasa), se encuentran co-expresados con los transportadores de N en Arabidopsis
thaliana, lo que podria inducir un debilitamiento de la pared celular (Landi y Esposito,

2017).
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Figura 4.1. Composicion de la pared celular en uvas Monastrell control y tratadas con urea y nano-urea
durante las campanas (A) 2019, (B) 2020 y (C) 2021. Diferentes letras en las barras del mismo color indican

diferencias significativas de acuerdo al test LSD (95% (p<0,05)), nd: no detectado.
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4.2.2.5. Analisis multifactorial

Se realiz6 un analisis multifactorial para definir como afectaban los factores
tratamiento, aflada y la interaccion entre ambos a cada grupo de compuestos analizados

en la pared celular.

T (%) A (%) TxA (%)
Proteinas g *** 60 *** 22 ***
CFT 5ns 39 *#* 22 **
Glucosa celulosica 20 *** 57 *** 7 ns
Hemicelulosa 6 *** 87 *** 6 ***
Acidos urénicos 14 *** 43 *#** 35 ***

Tabla 4.4. Analisis multifactorial de los componentes de la pared celular con los factores tratamiento (T),
anada (A) y la interaccion tratamiento-afiada (TxA). Separacion por test de rango multiple al 99,9%*** (p <
0,001), 99%** (p< 0,01) y 95%* (p< 0,05); ns, no significativo.

Como se puede observar en la Tabla 4.4, el factor predominante en todos los
resultados obtenidos fue la afiada, llegando a ser su influencia desde el 39% para los CFT
hasta el 87% en el caso de la hemicelulosa. Respecto al efecto de los tratamientos,
pudimos observar que la glucosa celuldsica fue la que se vio mas afectada con un 20%,
seguido de los 4cidos urdénicos con un 14%. En el lado opuesto tenemos los CFT cuyo
porcentaje de afectacion se quedo en un 5% y ademds de modo no significativo. La

interaccion tratamiento-afio tuvo importancia sobre todo en los dcidos urénicos (35%).

Otras investigaciones también mostraron resultados similares en los que la
influencia de la estacionalidad fue evidente cuando estudiaron los diferentes
componentes de la pared celular. Asi Moreno-Olivares et al. (2022), mostraron
diferencias entre las distintas afiadas estudiadas en la mayoria de los componentes
analizados en un estudio de caracterizacion de la pared celular de nuevos descendientes

hibridos de Monastrell.
4.3. COMPUESTOS FENOLICOS DE UVAS Y VINOS

4.3.1. ANTOCIANOS EN UVAS

La Tabla 4.5 muestra el contenido de antocianos totales y los sumatorios por tipos
de antocianos tales como los antocianos no acilados, encontrandose dentro de este grupo
las formas di-hidroxiladas (Di-OH) (cianidina y peonidina) y las formas tri-hidroxiladas

(Tri-OH) (delfinidina, petunidina y malvidina). Por otro lado se muestran los antocianos
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acilados que son aquellos antocianos monoglucésidos acilados por diferentes acidos
organicos como son el acido acético o el acido cumadrico dando lugar a los acetatos y

cumaratos respectivamente.

Respecto a los diferentes afios estudiados pudimos observar que la concentracion
antocianica de las uvas varid notablemente entre ellos obteniéndose las mayores
concentraciones en el afio 2019, seguido del afio 2021 y finalmente del afio 2020. Estos
resultados podrian explicarse debido a las diferencias climatologicas experimentadas
durante las tres ahadas, asi en el afio 2020 se alcanzaron temperaturas superiores a los
35°C durante 15 dias en el mes de agosto, frente a los 12 dias que lo hicieron en 2019 y
los 10 dias en 2021. Temperaturas superiores a 35° C inhiben la sintesis (Kim et al., 2018)
y ademds provocan la degradacion de antocianos (Mori et al., 2007); pudiendo estas
circunstancias ser las responsables del bajo contenido en antocianos que obtuvimos en
el afio 2020. En contraste, la alta concentracidén que encontramos de estos compuestos en
el ano 2019 pudo deberse en parte a que la vendimia se realiz6 prematuramente debido
a las lluvias torrenciales que se produjeron durante el mes de septiembre. Es sabido que
durante la maduracién se produce un aumento en la sintesis de antocianos hasta
alcanzar un maximo que posteriormente disminuye (Ortega-Regules et al., 2008c),

siendo por lo tanto muy posible que se vendimiara préximo a este maximo.

El efecto de los tratamientos fue distinto los tres afios de estudio en los diferentes
parametros antocidnicos analizados. Respecto a los antocianos totales, en 2019 las
concentraciones mas bajas se obtuvieron en las uvas procedentes de ambos tratamientos,
aun sin llegar a ser cambios significativos, en 2020 no encontramos diferencias entre las
uvas control y las tratadas y en 2021 observamos un incremento en la concentracién total
de antocianos en las uvas tratadas con urea y un descenso en las tratadas nano-urea. Este
comportamiento también fue el observado en los antocianos no acilados y las formas Tri-
OH. Con respecto al resto de grupos analizados, solo encontramos diferencias
significativas durante el tltimo afio de estudio, obteniendo las mayores concentraciones
de antocianos acilados y cumaratos en las uvas control y las tratadas con urea y en el

caso de las formas Di-OH y acetatos solo en las uvas tratadas con urea.
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En cuanto a los reportado por otros autores, Portu et al. (2015b) detectaron un
incremento en los antocianos totales sobre uva Tempranillo tratada con urea a dos
concentraciones diferentes, aunque la fraccion de antocianos acilados no se vio
modificada. Por otro lado Cheng et al. (2020), en uvas de Cabernet Sauvignon tratadas
con urea también a dos concentraciones diferentes, registraron un aumento en la
concentracion total de antocianos y en la fraccion de antocianos no acilados, aunque

estos ultimos solo se vieron incrementados con la concentracion mas baja de urea.

El andlisis multifactorial nos mostré que la afiada fue el factor determinante en la
modificacion en el contenido de antocianos, sobre todo para el grupo de los antocianos
no acilados (71%). Los tratamientos por si solos no fueron determinantes en la
variabilidad experimentada en los resultados para los diferentes tipos de antocianos
analizados, sin embargo la interaccion tratamiento-afiada mostr6é un porcentaje mayor

en las formas Di-OH (22%) y en los acetatos (17%).
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Andlisis multifactorial

Anada Control Urea Nano-urea p-value T (%) A(%) TxA(%)
Antocianos 2019 35944,54 + 8541,29 30347,95 + 4381,04 30937,84 + 878,98 ns
Totales 2020 19975,09 + 1293,97 21319 +1791,93 21222,12 + 1538,16 ns 3 65 9
2021 26887,99 + 771,54 b 29566,11 £ 724,77 a 23616,34 + 1421,81 ¢ ** (ns) () (ns)
2019 31248,14 + 7560,91 26253,79 + 3616,79 27416,68 + 763,26 ns
No acilados 2020 16447,92 + 1336,54 17206,97 + 1450,05 17322,69 + 1187,58 ns 2 71 8
2021 21789,88 +472,18 b 24223,89 + 717,16 a 19244,37 + 1211,93¢ ** (ns) () (ns)
2019 4696,4 + 991,77 4094,16 + 788,10 3521,16 + 445,19 ns
Acilados 2020 3527,17 £ 90,20 4112,04 + 446,43 3899,43 + 428,28 ns 12 40 16
2021 5098,11 + 319,27 a 5342,21 +102,02 a 4371,98 +312,35b * (ns) (**) (ns)
2019 8500,17 £ 1216,15 7468,09 £ 575,10 9817,35 + 1576,02 ns
Di-OH 2020 5355,93 + 778,15 4673,73 + 554,97 5328,18 + 408,83 ns 0 64 22
2021 6713,45 + 376,69 b 8390,33 £3,79 a 5871,81 £ 522,00 ¢ e (ns) (¥ *
2019 22747,97 + 6373,46 18785,70 + 3478,85 17599,33 +2012,72 ns
Tri-OH 2020 11091,98 + 575,69 12533,24 +1327,02 11994,51 + 1129,80 ns 4 61 8
2021 15076,42 + 612,52 a 15833,57 + 720,79 a 13372,56 + 1001,60 b * (ns) () (ns)
2019 892,3 + 184,51 735,47 + 173,90 710,31 + 75,71 ns
Acetatos 2020 812,02 + 22,85 971,70 £ 103,75 914,45 £ 99,95 ns 7 53 17
2021 1088,57 + 61,64 b 1237,07 +43,86 a 959,67 + 54,94 ¢ ** (ns) (***) @)
2019 3754,47 + 825,98 3286,11 + 581,25 2794,57 + 349,85 ns
Cumaratos 2020 2701,64 + 95,84 3117,74 + 336,42 2969,61 + 323,58 ns 13 38 15
2021 3933,05 +£ 272,10 a 4076,43 + 59,36 a 3365,14 + 253,59 b * (ns) () (ns)

Tabla 4.5. Concentracién de antocianos (ug/g hollejo) en las uvas control y tratadas con urea y nano-urea durante las campanas 2019, 2020 y 2021. Los datos representan las
medias + desviacidn estandar. T: tratamiento; A: afiada; TxA: interaccidn tratamiento-anada. Diferentes letras en la misma fila indican diferencias significativas de acuerdo al

88

test de LSD. Separacion por test de rango multiple al 99,9%*** (p < 0,001), 99%** (p< 0,01) y 95%* (p< 0,05); ns, no significativo.



Efecto de la urea y nano-urea sobre la calidad de uvas y vinos

4.3.2. ANTOCIANOS EN VINO

En la Tabla 4.6 se muestran los resultados obtenidos para los antocianos totales
y los diferentes grupos de antocianos presentes en los vinos elaborados a partir de las
uvas control y aquellas tratadas con urea y con nano-urea. En los vinos, ademas de los
antocianos que anteriormente se identificaron en las uvas, encontramos aductos de
antocianos producidos durante la fermentacion, concretamente la vitisina A y la vitisina
B, ambas son derivados de la malvidina-3-O-glucosido de modo que la primera se forma
por reaccion con el acido pirtavico y la segunda con el acetaldehido (Morata et al., 2003).

Ademas, la vitisina A también se encontrd en su forma acetilada (acetil-vitisina A).

En general, al igual que ocurria en las uvas, las cantidades de antocianos totales
en los vinos fueron diferentes en funcion de la afiada, asi las mayores concentraciones se
obtuvieron en el afio 2019, seguido del afio 2021 y por ultimo del afio 2020. También
pudimos observar que las diferencias observadas en las uvas, en los vinos ya no
estuvieron presentes. En general, solo se observaron pocas diferencias significativas
entre los vinos control y los tratados y cuando las hubo, las mayores concentraciones se
mostraban en los vinos control. Asi, los valores de los antocianos totales para los vinos
procedentes de ambos tratamientos no mostraron diferencias significativas con los vinos
control en el afio 2019, a pesar de que durante este afio las uvas tratadas mostraron
concentraciones de antocianos totales algo inferiores a los de las uvas control (Tabla 4.5).
Durante el afio 2020 los vinos control obtuvieron las concentraciones mads altas de
antocianos aunque las uvas tratadas y sin tratar presentaron valores similares de
antocianos totales. Este hecho podria explicarse por los incrementos en el %CWM y en
el contenido en 4cidos urénicos (69% en urea y 76% en nano-urea) en las uvas tratadas,
que pudo provocar un reforzamiento de la pared celular y con ello dificultar la
extraccion de antocianos durante el proceso de vinificacion. Finalmente, en el afio 2021
solo se detectd una tendencia al descenso en la cantidad de antocianos en los vinos
procedentes de las uvas tratadas, siendo mds acusada en el tratamiento con nano-urea,
aunque en ningun caso llego a ser significativa. En este caso pudimos observar que la
mayor dificultad en la extraccidon de estos compuestos ocurrio en el caso del tratamiento

con urea, achacable de nuevo a los aumentos producidos en el %CWM junto al de los

89



Efecto de la urea y nano-urea sobre la calidad de uvas y vinos

acidos uronicos (47%) en las paredes celulares de las uvas correspondientes a este

tratamiento respecto al control.

Los resultados aportados por otros autores son dispares, por un lado Portu et al.
(2015a) en su estudio sobre vinos de Tempranillo procedentes de uvas tratadas con urea
a dos concentraciones diferentes, detectaron un incremento en los antocianos totales
aunque las vitisinas no se vieron afectadas. Por el contrario, Gutiérrez-Gamboa et al.
(2017b) en vinos de Cabernet Sauvignon procedentes de uvas tratadas con urea
observaron un descenso en los antocianos totales, incluyendo los no acilados, los
acilados y los cumaratos, sin embargo la vitisina A se vio incrementada. Finalmente,
Cheng et al. (2020) que también estudiaron la aplicacion de urea sobre Cabernet
Sauvingnon a dos concentraciones diferentes registraron solo un incremento de los
antocianos no acilados a la dosis baja de urea, en cambio los antocianos totales no se

vieron modificados en ninguna de las dos dosis empleadas.

El analisis multifactorial realizado nos indic6é que los tratamientos afectaron
escasamente a la cantidad total de antocianos y a los diferentes grupos de antocianos
analizados en los vinos, siendo solo significativo en el caso de los antocianos totales (4%),
los no acilados (6%) y los Tri-OH (7%) pero con porcentajes muy bajos. La afiada, como
era de esperar, fue el factor determinante, llegando a explicar el 85% de la variabilidad
de los resultados obtenidos en el caso de los antocianos totales y el 91% en el de las
vitisinas. Finalmente, vimos que la interacciéon tratamiento-afio apenas afectd a los
resultados obtenidos y tan solo alcanzd un valor significativo para el caso de los

antocianos Di-OH (13%).
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Analisis multifactorial

Afiada Control Urea Nano-urea p-value T (%) A(%) TxA (%)
Antocianos 2019 608,03 + 60,39 592,79 + 21,82 588,65 + 26,90 ns
Totales 2020 423,32 +15,99 a 339,48 +33,64 b 359,64 + 8,08 b * 4 85 2
2021 554,12 + 41,87 522,47 + 42,69 503,21 + 46,01 ns (*) (***) (ns)
2019 520,57 + 54,43 496,83 + 30,89 488,29 + 19,06 ns
No acilados | 2020 364,06+ 13,13 a 292,73 +29,62b 310,48 £ 6,50 b * 6 82 1
2021 466,69 + 39,68 442,32 + 37,54 420,94 + 34,55 ns *) (***) (ns)
2019 78,99 + 4,99 87,16 £ 8,19 89,98 +19,13 ns
Acilados 2020 57,30+ 3,64 a 45,38 +4,03 b 4791+1,45b * 1 78 5
2021 82,61+2,79 76,28 + 6,66 78,80 + 11,32 ns (ns) (%) (ns)
2019 83,14 + 14,02 81,65+ 4,35 90,8 + 14,72 ns
Di-OH 2020 61,1+7,68a 41,73+7,83Db 48,07 £1,63 b * 1 68 13
2021 61,09 + 10,05 73,03 £ 8,56 57,20+ 6,18 ns (ns) (**) *)
2019 437,43 £41,01 415,17 £ 26,58 397,49 + 8,66 ns
Tri-OH 2020 302,96 £11,27 a 251,00 £21,79 b 262,41 +£8,02b * 7 83 1
2021 405,60 + 29,63 369,28 +29,19 363,74 + 28,89 ns (** (**) (ns)
2019 31,23+1,14 34,31 +£5,52 37,91 + 8,56 ns
Acetatos 2020 19,13+ 1,05 16,87 +£1,42 17,42 £ 0,43 ns 1 81 4
2021 23,50 + 0,31 21,62 £ 1,50 21,70+ 1,93 ns (ns) (**) (ns)
2019 47,75 + 3,86 52,43 + 1,97 51,2+9,84 ns
Cumaratos | 2020 38,17+2,73 a 28,51+2,63b 30,49+1,13b * 1 80 5
2021 58,93 + 2,89 54,66 + 5,33 57,10 +9,45 ns (ns) (***) (ns)
2019 8,47 +1,19 8,81+1,35 10,38 £1,79 ns
Vitisinas 2020 1,97+034 a 1,37+£0,15b 1,24+0,13b * 0 91 3
2021 482+1,17 3,87 +0,23 3,47 +0,28 ns (ns) (***) (ns)

Tabla 4.6. Concentracién de antocianos (mg/L) en vinos procedentes de las uvas control y tratadas con urea y nano-urea durante las campafias 2019, 2020 y 2021. Los datos
representan las medias + desviacién estandar. T: tratamiento; A: anada; TxA: interaccion tratamiento-afiada. Diferentes letras en la misma fila indican diferencias significativas

de acuerdo al test LDS. Separacion por test de rango multiple al 99,9%*** (p < 0,001), 99%** (p< 0,01) y 95%* (p< 0,05); ns, no significativo.
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4.3.3. ESTILBENOS EN UVAS

La Tabla 4.7 muestra las concentraciones encontradas en las pieles de las uvas
control y las tratadas con urea y nano-urea para los diferentes estilbenos analizados, asi

como para el total de estilbenos llevados a cabo en los tres afios de estudio (2019-2021).

Considerando los resultados obtenidos para el total de estilbenos y teniendo en
cuenta el caso mas desfavorable que resultd ser la uva control en el ano 2020 con un
contenido de 53,79 ug/g hollejo (equivalente a unos 3,8 mg/Kg uva), la variedad
Monastrell puede clasificarse como “alta productora de estilbenos” siguiendo la
clasificacion propuesta por Gatto et al. (2008). Estos autores clasificaron las variedades
de uva en funcién del rango de produccion de estilbenos en altas productoras de
estilbenos (estilbenos totales > 2,3 mg/kg uva) y bajas productoras de estilbenos

(estilbenos totales 0,2-1,8 mg/kg uva).

Con respecto a los diferentes afos de estudio pudimos observar como los
resultados fueron variables en funcién de la afiada estudiada. El afio 2019 fue el afio en
el que mayor cantidad de estilbenos se detectaron en la uva, los valores que presentaron
las muestras control duplicaron a las encontradas en los afios 2020 y 2021. Durante el
ano 2019, antes del momento de vendimia se produjo un episodio de lluvias abundantes
y quiza posibles indicios de aparicion de focos de podredumbre, lo que pudo inducir
una mayor sintesis de estilbenos. Diversas investigaciones proponen que los ataques
fangicos pueden provocar este efecto; asi en estudios previos se detecté como en discos
de hojas infectadas artificialmente por oidio se encontraron mayores cantidades de
estilbenos en el lugar de infeccion, produciéndose una acumulacion de viniferinas en la
reaccion de defensa de la vid (Schnee et al.,, 2008); por otro lado es conocida la
fungotoxicidad de los estilbenos tanto en mildiu como en Botrytis cinerea (Langcake y
Pryce, 1976). Ademads, pudimos observar que los valores obtenidos este afio en
compuestos como el trans-resveratrol y e-viniferina fueron también muy superiores al
resto de afiadas, que por otra parte son los estilbenos que se ven mas inducidos en casos

de infecciones de mildiu (Jean-Denis et al., 2006).

Para el resto de anadas de estudio, a pesar de que el afno 2020 registré mas dias

con temperaturas superiores a 35°C que el afio 2021, estas condiciones adversas no
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afectaron al contenido de los diferentes estilbenos en las muestras control ni en los
tratamientos, puesto que no encontramos diferencias significativas para ninguno de los
parametros medidos. Finalmente, los valores encontrados en el afio 2021 fueron muy

similares a los del afio anterior.

El efecto de los tratamientos sobre la cantidad de estilbenos totales fue diferente
en los tres afios de estudio. En 2019 ninguno de los tratamientos produjo efecto alguno
sobre la concentracion de estilbenos totales. En los afios, 2020 y 2021 el tratamiento con
urea provocd un aumento en el contenido total de estos compuestos. En estos dos afios,
el tratamiento con nano-urea produjo resultados dispares, asi en el afio 2020 este
tratamiento fue el que obtuvo las concentraciones mds bajas de estilbenos totales, sin
embargo en el ano 2021 logro incrementar su concentracion en comparacion con las uvas

control.

En relacion a los diferentes estilbenos individuales analizados, durante la
campana 2019 las concentraciones de piceatanol y cis-piceido no se vieron afectadas por
ninguno de los tratamientos, no encontrandose diferencias significativas con las
concentraciones encontradas en las uvas control. Los compuestos trans-piceido y trans-
resveratrol mostraron concentraciones mas bajas en las uvas tratadas que en las uvas
control, mientras que e-viniferina aumento su concentracion con el tratamiento con urea

pero sin llegar a ser significativo.

En el afio 2020 los diferentes estilbenos analizados incrementaron su
concentraciéon con el tratamiento de urea, en contraposiciéon de lo obtenido con el
tratamiento con la nano-urea donde se pudo observar las concentraciones mas bajas de
los estilbenos mayoritarios e-viniferina y trans-resveratrol, aunque este ultimo sin llegar
a ser significativo. Finalmente, en el afio 2021 los resultados fueron diferentes a los de
los afios previos, puesto que todos los estilbenos analizados mostraron las
concentraciones mas altas en las uvas tratadas con nano-urea salvo en el caso del trans-
resveratrol cuyos valores fueron superiores en el tratamiento con urea, seguido del

tratamiento con nano-urea y finalmente del control.
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Autores como Garde-Cerdan et al. (2015) mostraron incrementos en trans-
resveratrol, trans-piceido y cis-piceido, ademads de en el total de los estilbenos en uvas de
Tempranillo que habian sido tratadas con urea. Por otro lado, Portu et al. (2015b) en un
estudio, también en Tempranillo, en el que se aplicé urea a dos concentraciones
diferentes no fue capaz de detectar un gran efecto en el contenido en estilbenos de las
uvas tratadas. Asimismo, de los estilbenos estudiados (trans-piceido, cis-piceido, trans-
resveratrol y cis-resveratrol) solo registré un incremento en la cantidad de cis-piceido en
la menor dosis de urea aplicada. El mismo autor, en uvas de Garnacha, Graciano y
Tempranillo tratadas con urea obtuvo incrementos en algunos de los estilbenos
analizados dependiendo de la variedad, concretamente se incrementaron el trans-
piceido en Tempranillo, cis-piceido y e-viniferina en Graciano y trans-resveratrol en
Garnacha, aunque la cantidad total de estilbenos tan solo se vio incrementada en

Tempranillo (Portu et al., 2018a).

Contrariamente a lo observado hasta ahora, el analisis multifactorial nos indico
una cierta influencia del factor tratamiento sobre el contenido de los diferentes estilbenos
analizados, siendo el estilbeno mas afectado por este factor el trans-piceido (22%) y el
menor la e-viniferina (9%). Por otro lado, la anada fue el factor determinante mostrando
el mayor porcentaje obtenido de 68% para la e-viniferina y el menor para el trans-piceido
que solo alcanz6 el 30%. En este caso pudimos ver que la interaccion tratamiento-afno
tuvo un papel relevante en los resultados obtenidos (15-50%), destacando sobre todo en

el caso de estilbenos como el piceatanol y trans-piceido.
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Analisis multifactorial
Anada Control Urea Nano-urea p-value T (%) A (%) TxA(%)
2019 0,17+0,01 a 0,13+0,01 ¢ 0,15+0,01 b o
trans-piceido | 2020 1,75+£0,24 b 15,09 £ 0,55 a 1,17+0,17b B 22 30 48
2021 1,04+0,54 b 1,73+ 0,20 ab 3,11+0,79 a * (**) (**) (**)
2019 0,06 0,01 0,06 0,01 0,06 + 0,00 ns
Piceatanol 2020 0,35+0,05b 210+0,17 a 0,28+0,04b B 17 32 50
2021 036+0,11b 0,42+0,04b 0,90+0,17 a o (**) (***) (***)
2019 0,77 + 0,08 0,77 +0,14 0,66 0,06 ns
cis-Piceido 2020 2,66 0,59 b 15,31+1,28 a 336+1,85b b 17 41 41
2021 1,14+£025b 1,02+0,02b 2,63+0,81a * (***) (***) (***)
2019 50,60 + 4,08 a 44,71+1,29b 43,42+0,53 b *
trans-resveratrol | 2020 26,17+£7,70 31,71+ 1,05 14,91+ 0,34 ns 12 64 15
2021 32,92+3,52b 50,96 +9,19 a 38,91 +4,82 ab * (***) (**) (**)
2019 67,35+ 4,76 74,65 +2,82 68,49 + 1,77 ns
e-viniferina 2020 22,29+3,88b 48,44+ 1,84 a 12,94+ 3,71 c ** 9 68 21
2021 21,24 +0,86 c 37,32+2,74b 55,74 +8,61 a o (**) (**) (**)
2019 118,95 + 8,51 120,31 + 4,04 112,78 +1,69 ns
Totales 2020 53,23 +8,37 b 112,66 £2,46 a 33,66+ 5,43 c o 19 46 32
2021 56,70 +2,97 c 68,32+ 6,00 b 99,58 £4,65 a o (***) (**) (**)

g6

Tabla 4.7. Concentracion de estilbenos (ug/g hollejo) en las uvas control y tratadas con urea y nano-urea durante las campanas 2019, 2020 y 2021. Los datos representan las
medias + desviacion estandar. T: tratamiento; A: anada; TxA: interaccion tratamiento-afiada. Diferentes letras en la misma fila indican diferencias significativas de acuerdo al
test de LSD. Separacion por test de rango multiple al 99,9%*** (p < 0,001), 99%** (p<0,01) y 95%* (p<0,05).
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4.3.4. ESTILBENOS EN VINOS

En la Tabla 4.8 se recogen las concentraciones de los diferentes estilbenos
analizados asi como el total de estilbenos encontrados en los vinos elaborados a partir
de las uvas control y de las tratadas con urea y nano-urea al final de fermentacion

alcohdlica.

De los resultados mostrados, pudimos observar que la extraccion de estos
compuestos en el vino fue dispar durante los tres anos estudiados. En el ano 2019, se
observd que la extraccion en el vino de estos compuestos fue limitada, dado que se
encontrd una gran cantidad de estilbenos en las uvas que posteriormente no fueron
transferidos al vino. Tomando como referencia el vino control, se pudo observar que el
valor obtenido de estilbenos totales en el 2019 fue similar al obtenido en el 2020,
partiendo de uvas con la mitad de concentracidon de estos compuestos en este segundo
ano. Sin embargo, en el afo 2021 ocurrid lo contrario, la cantidad de estilbenos obtenida
en el vino control fue muy superior a la encontrada en 2020 partiendo de uvas con un
contenido similar. Estos hechos se podrian explicar si nos fijamos en los datos obtenidos
de rendimiento de pared celular aislada en las uvas control (%CWM) (Tabla 4.3).
Durante el afio 2019 se obtuvo el mayor porcentaje de pared celular, lo que indicaria un
mayor grosor, ademas este mismo afio la cantidad de celulosa también fue superior a la
obtenida en los afos posteriores lo que favoreceria una mayor rigidez de la pared,
pudiendo estos dos factores dificultar la extraccion de los estilbenos en el proceso de
elaboracién del vino. Por otro lado, en 2021 el %CWM fue el menor, esto unido a una
cantidad de proteinas bastante inferior a los dos afios anteriores facilitaria la extraccion

de estos compuestos en el vino.

Como ya hemos comentado anteriormente, el efecto de los tratamientos fue
escaso en los resultados obtenidos. Asi, solo en 2021 se encontraron diferencias
significativas, para el trans-piceido se observéd como los vinos procedentes del
nanotratamiento obtuvieron las concentraciones mas bajas y en ambos tratamientos para
el cis-piceido. Por otro lado, como ya se vio en el apartado 4.3.2, ambos tratamientos
provocaron un aumento en la cantidad de estilbenos en las uvas durante los afios 2020 y

2021 (salvo el tratamiento con nano-urea el 2020) pero esto no fue trasladado a los vinos.
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Este hecho nos indicaria de nuevo una menor extraccion de los estilbenos que se podria
achacar a un incremento en la fortaleza de las paredes celulares de las uvas procedentes
de los tratamientos, quizas debida por un lado al mayor grosor de pared (incremento del
%CWM) y por otro al aumento en acidos urénicos como ya hemos visto en el apartado
4.2.2.4. En consideracion a la diferente extraccion producida el ano 2020 en el tratamiento
con urea y el de nano-urea, esta diferencia podria deberse a que en este ultimo
tratamiento se produjeron descensos en la celulosa, los CFT y las proteinas, que aunque
no fueron importantes se podria considerar que su accion conjunta pudo conseguir un
debilitamiento de la pared, y con ello una mayor extraccion de estos compuestos en el

tratamiento con nano-urea.

Otro factor a tener en cuenta en los resultados obtenidos pordrian ser los procesos
de transformacién que pueden experimentar los estilbenos en el vino, tales como la
isomerizacion, lo que provocaria una variacion de su composicion (Sun et al., 2006). Por
otro lado, debemos considerar que ademas de los estilbenos que se han cuantificado, en
las uvas se pueden encontrar otros como pterostilbeno (Martinez-Marquez, 2016) y que
no se han tenido en cuenta, por lo que podria ser posible que algunos de los cambios
dificiles de explicar se pudieran deber también a no haber considerado la existencia de

estos otros estilbenos, tanto en uvas como en vinos.

El escaso efecto encontrado en los vinos procedentes de las uvas tratadas también
fue observado por autores como Portu et al. (2015a), que en tratamientos sobre
Tempranillo con urea a dos concentraciones diferentes solo encontraron concentraciones
inferiores de cis-resveratrol en los vinos procedentes de los tratamientos, quedando el
resto de estilbenos sin cambios (trans-piceido, cis-piceido y trans-resveratrol) cuando se
comparaban con los vinos control. Sin embargo, autores como Garde-Cerdan et al. (2015)
mostraron incrementos en frans-resveratrol, trans-piceido y cis-piceido en vinos

procedentes de uva Tempranillo tratadas con urea.

De nuevo el andlisis multifactorial nos indicd que los tratamientos tuvieron
escaso efecto en los resultados obtenidos en los vinos y que la afiada fue el factor
determinante en todos ellos. Por otro lado, la interaccion tratamiento-afio solo tuvo

importancia en el caso del compuesto trans-piceido (21%)
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Analisis multifactorial
Afada Control Urea Nano-urea p-value T (%) A(%) TxA(%)
2019 0,77 +0,10 0,81 +0,08 0,96 0,17 ns
trans-piceido 2020 1,88 £ 0,30 1,45+0,24 1,5+0,12 ns 6 54 21
2021 1,23+021 a 1,02+£0,12a 0,67+0,16 b * (ns) (**) *)
2019 0,23+0,04 0,24+ 0,04 0,25+ 0,07 ns
Piceatanol 2020 0,14+ 0,06 0,06 + 0,01 0,09 +0,01 ns 1 79 5
2021 0,31 +0,02 0,36 + 0,03 0,38 + 0,07 ns (ns) (**) (ns)
2019 0,73+0,15 1,05+0,33 1,11+0,14 ns
cis-Piceido 2020 1,36 £0,17 1,03+0,15 1,21+£0,01 ns 12 7 48
2021 1,91+0,14a 1,07 +0,06 b 1,25+0,18 b ok (ns) (ns) )
2019 1,99 +0,69 1,87 +0,38 2,04+0,35 ns
trans-Resveratrol | 2020 1,35+0,15 1,04 + 0,20 1,18 = 0,05 ns 2 86 2
2021 6,15+0,95 8,11+0,28 7,59 + 1,56 ns (ns) (*** (ns)
2019 2,03+£0,25 1,85+ 0,35 1,96 + 0,25 ns
e-viniferina 2020 1,13+0,22 0,56 + 0,21 0,76 +0,17 ns 2 87 2
2021 3,91+0,61 3,72+0,37 4,59 +0,55 ns (ns) (**) (ns)
2019 576+0,92b 5,81+0,98 6,32 +0,71 ns
Totales 2020 5,87 +0,90 414+0,77 4,74 +0,31 ns 0 84 2
2021 13,49+ 1,78 14,27 £ 0,70 14,48 + 2,41 ns (ns) (**) (ns)

Tabla 4.8. Concentracién de estilbenos (mg/L) en vinos procedentes de uvas control y tratadas con urea y nano-urea durante las campafias 2019, 2020 y 2021. Los datos
representan las medias + desviacidn estandar. T: tratamiento; A: anada; TxA: interaccion tratamiento-afiada. Diferentes letras en la misma fila indican diferencias significativas
de acuerdo al test de LSD. Separacion por test de rango multiple al 99,9%*** (p < 0,001), 99%** (p< 0,01) y 95%* (p< 0,05); ns, no significativo.
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4.3.5. PROANTOCIANIDINAS EN LOS HOLLEJOS Y SEMILLAS DE LAS UVAS

La Tabla 4.9 muestra los valores encontrados para las PAs totales de hollejos y
semillas obtenidas después del proceso de floroglucinolisis, asi como para los valores de

gMP y %Gal para las uvas tratadas y sin tratar.

Tal como podemos observar, los valores obtenidos en las PAs totales varian
segun el afo de estudio, este hecho ha sido recogido por numerosos investigadores que
muestran un amplio rango de variabilidad en la cuantificacion de PAs debido a la
influencia de diversos factores como la variedad, condiciones climaticas y practicas de
cultivo (Jordao y Ricardo-da-Silva, 2018). Ademas, los resultados encontrados en las
uvas son acordes a lo mostrado por otros autores en la variedad Monastrell cultivadas
en la Regién de Murcia (Moreno-Olivares et al., 2023; Paladines-Quezada et al., 2021;

Ruiz-Garcia y Gomez-Plaza, 2013).

Como era de esperar, el contenido de PAs obtenidas en las semillas fue muy
superior al encontrado en las pieles. En el caso de los hollejos, los valores mas altos
correspondieron al afio 2020, este afio coincide con el que obtuvimos una menor sintesis
de antocianos, lo que estaria de acuerdo a lo apuntado por Ruiz-Garcia y Gdmez-Plaza
(2013) quienes reportaron que una mayor activacion en la sintesis de taninos da lugar a
un mayor consumo de sustratos que son comunes a la sintesis de antocianos, lo que
provocaria una menor sintesis de estos ultimos. En el caso de las semillas, la mayor
concentracion de PAs fue obtenida en el afio 2019, que correspondio al afo en el que se
vendimié la uva mas tempranamente antes de alcanzar una adecuada madurez. Este
hecho corresponde con lo aportado por otros autores, que indican que la cantidad de
taninos desciende desde el envero durante el proceso de maduraciéon hasta el momento
de la vendimia, debido a procesos de oxidacion de los propios taninos (Kennedy et al.,
2000). En nuestro caso, al ser la uva vendimiada mas tempranamente, ese descenso no

fue tan acusado como el producido en los afios posteriores.
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A Hollejo
Control Urea Nano-Urea p-value

PAs Total  8627,35 + 872,42 8506,10 = 1450,71 8898,94 +1100,88 ns

2019 gMP 14,36 £ 1,76 14,57 +1,82 17,17 +2,15 ns
%Gal 3,49 + 0,26 4,02 +1,05 2,58 £ 0,55 ns

PAs Total 10294,75 + 792,39 11189,94 + 317,43 10426,48 + 829,91 ns

2020 gMP 17,27 £0,78 16,07 £ 0,31 15,11+ 2,28 ns
%Gal 1,16 + 0,14 1,04+0,11 1,69 £ 0,33 ns

PAs Total 6104,03+763,55b  8595,81+581,98a 5836,09 + 640,49 b *

2021 gMP 14,14 + 0,80 14,50 £ 1,26 15,69 +1,37 ns
%Gal 1,41+0,28 1,42+0,12 1,20 +0,24 ns

B Semilla
Control Urea Nano-Urea p-value

PAs Total 42682,29 +3366,48  37374,36 £532,71  35464,27 + 3735,71 ns

2019 gMP 5,69 + 0,14 5,79 +0,14 6,05 + 0,26 ns
%Gal 14,12+ 0,35 14,00 + 0,59 15,01 + 0,48 ns

PAs Total 15169,41+2122,90 b 23098,68 = 3790,55 a 27649,02 + 793,79 a *

2020 gMP 7,74 +0,49 6,97 + 0,08 7,03 +0,12 ns
%Gal 14,78 + 0,08 b 14,41+0,14 ¢ 15,87 +0,16 a ot

PAs Total 27761,97 +1661,78 29986,88 + 742,54 28153,4 +2852,15 ns

2021 gMP 6,62+0,09 a 6,31+025a 5,92+0,09 b o
%Gal 13,15+ 0,63 12,84 + 0,52 12,87 + 0,41 ns

Tabla 4.9. Concentracion de proantocianidinas (PAs) totales, grado medio de polimerizaciéon (gMP) y % de
galoilacion (%Gal), tras reaccion de floroglucinolisis en (A) hollejo (ug/g hollejo) y en (B) semillas (ug/g
semilla) de las uvas control y las tratadas con urea y nano-urea durante las campafias 2019, 2020 y 2021.
Diferentes letras en la misma fila indican diferencias significativas de acuerdo al test de LSD. Separacion
por test de rango multiple al 99,9%*** (p < 0,001), 99%** (p< 0,01) y 95%* (p< 0,05); ns, no significativo.

El gMP es inversamente proporcional a la cantidad de mondmeros encontrados
en la uva, siendo mayor en los hollejos que en las semillas (Jorddo y Ricardo-da-Silva,
2018). Tal como podemos observar en la Tabla 4.9(A), en los hollejos se obtuvo los
valores mas altos para este pardmetro en el afio 2020 en comparacion con los otros dos
anos de estudio. Esto podria ser debido al mayor grado de maduracion que mostraron
las uvas (14 °Bé frente a los 13 °Bé de 2019 y 2021), ya que otros autores han detectado
incrementos de gMP de las PAs de las pieles con el grado de maduracion (Hanlin y
Downey, 2009; Kennedy et al., 2000). Por otro lado, el mayor gMP en las semillas también

se detecto en el afio 2020.
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Figura 4.2. Concentracion de las diferentes fracciones de proantocianidinas en (A, C, E) hollejo (ug/g
hollejo) y en (B, D, F) semillas (ug/g semilla) en las uvas control y las tratadas con urea y nano-urea
durante las campanas 2019, 2020 y 2021. EpG-Ext,(-)- epigalocatequina-floroglucinol; Cat-Ext, (+)-
catequina-floroglucinol; Ep-Ext, (-)epicatequina-4-floroglucinol; Cat-T, (+)-catequina terminal; Ep-3-O-g-
Ext, (-)- epicatequina-3-orto-galato-floroglucinol; Ep-T, (-)-epicatequina terminal; Ep-3-O-g-T, (-)-
epicatequina-3-orto-galato terminal. Las barras representan las medias + desviacion estandar. Diferentes
letras en el mismo grupo de barras indican diferencias significativas de acuerdo al test de LSD 95%(p <
0,05).
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En cuanto al efecto de los tratamientos, en los hollejos (Tabla 4.9(A)) se detectd
un incremento en las PAs totales en el tratamiento con urea en 2021. El gMP y %Gal no
se vieron afectados por los tratamientos. Con respecto a las distintas fracciones
analizadas en 2019 (Figura 4.2(A)), no observamos diferencias significativas entre los
tratamientos y el control, en el afio 2020 (Figura 4.2(C)) solo se vio incrementada la Cat-
Ext en el tratamiento con urea. Finalmente el afio 2021 (Figura 4.2(E)) fue en el que los
tratamientos mostraron mayor efecto, con aumentos en los tratamientos con urea en ,
Ep-Ext y la Ep-T. Sin embargo, el tratamiento con nano-urea mostro las concentraciones

mas bajas en Cat-Ext y en la Ep-T.

En el caso de las semillas (Tabla 4.9(B)), solo en el afio 2020 se produjeron
incrementos en las PAs totales en ambos tratamientos, respecto al gMP el tratamiento
con nano-urea mostrd los valores bajos en 2021. Por otro lado el %Gal fue inferior en el
tratamiento con urea y aumento en el de nano-urea en 2020. En relacion a las fracciones
de PAs individuales, durante el ano 2019 (Figura 4.2(B)) no mostraron ninguna
diferencia significativa entre las uvas control y las tratadas. Sin embargo en el afio 2020
(Figura 4.2(D)) cada una de las fracciones analizadas mostraron incrementos en ambos
tratamientos. Finalmente en el afio 2021 (Figura 4.2(F)) tan solo se vio modificada la Ep-

T con incrementos en ambos tratamientos.

Autores como Portu et al. (2015b) analizaron la cantidad de PAs en una masa
homogénea de uvas de Tempranillo (incluido piel y semillas) tratada previamente con
urea en dos dosis diferentes y encontraron variaciones en la concentracién de PAs
dependiendo de la dosis aplicada. Resultados similares fueron mostrados por Cheng et
al. (2020) también en tratamientos a dos dosis diferentes de urea en uvas de Cabernet

Sauvignon.

El andlisis multifactorial (Tabla 4.10) nos mostré6 que en los hollejos el
tratamiento no fue un factor significativo en ninguno de los pardmetros analizados,
siendo la afiada el factor determinante en el caso del %Gal (80%) o en el de la EpG-3-O-
g-Ext (67%). La interaccion tratamiento-afio solo fue significativa en el parametro %Gal
(11%). Por otro lado, en relacion a las semillas, los resultados obtenidos estuvieron

mucho mas influenciados por la afiada que en el caso de los hollejos, destacando
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parametros como la Cat-T (80%) y la Ep-T (78%). El factor tratamiento no tuvo apenas
influencia sobre los resultados obtenidos, siendo solo significativo en el caso del %Gal.,
sin embargo la interaccion tratamiento-afno si que tuvo cierta relevancia, destacando su

significancia sobre la fraccion Cat-Ext (31%).

Hollejos Semillas
T (%) A (%) TxA (%) T (%) A(%) TxA (%)

Total 14 39%* 1 1 74%** 14**
EpG-Ext 12 46** 1 nd nd nd
Cat-Ext 17 35%* 4 1 39k 31%*
Ep-Ext 14 34** 2 1 75%%% 13**
Cat-T 14 27 17 2 80*** 11**
Ep-3-O-g-Ext 4 675+ 11 2 687+ 14
Ep-T 4 46* 6 0 78% 12%
Ep-3-O-g-T nd nd nd 0 71 15**
gMP 4 8 28 6™ 747 12%*
%Gal 2 80*** 11* 12** 69+ 8*

Tabla 4.10. Analisis multifactorial de las distintas fracciones de proantocianidinas (EpG-Ext,(-)-
epigalocatequina-floroglucinol; Cat-Ext, (+)-catequina-floroglucinol; Ep-Ext, (-)epicatequina-4-
floroglucinol; Cat-T, (+)-catequina terminal; Ep-3-O-g-Ext, (-)- epicatequina-3-orto-galato-floroglucinol; Ep-
T, (-)-epicatequina terminal; Ep-3-O-g-T, (-)-epicatequina-3-orto-galato terminal), grado medio de
polimerizacion (gMP) y % de galoilacion (%Gal) en hollejo y en semillas con los factores tratamiento (T),
afiada (A) y la interaccion tratamiento y afiada (TxA). Separacion por test de rango multiple al 99,9%*** (p
<0,001), 99%** (p< 0,01), 95%* (p< 0,05) y ns, no significativo.
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4.3.6. PROANTOCIANIDINAS EN VINOS

La Tabla 4.11, muestra las concentraciones totales de PAs en los vinos control y
en los elaborados a partir de uvas tratadas con urea y con nano-urea, asi como los valores

de gMP y el %Gal después de la fermentacion alcohdlica.

A pesar de las diferencias encontradas en las PAs en hollejos y semillas de las
uvas control en los diferentes anos de estudio, los valores encontrados en los
correspondientes vinos no fueron tan dispares, no pudiéndose establecer una
correlacion entre el contenido en las uvas y el obtenido en los vinos. Estos resultados
resultaron ser similares a lo detectado por otros autores (Bautista-Ortin et al., 2016);
siendo ademas coherentes con lo encontrado por otros autores en vinos de Monastrell

(Moreno-Olivares et al., 2023; Paladines-Quezada et al., 2019a).

Control Urea Nano-urea p-value
PAs Total 428,01 + 54,04 390,53 +9,63 427,79 £ 29,37 ns
2019 gMP 3,66+0,13 a 3,47 + 0,08 ab 3,32+0,14b *
%Gal 6,89 +243 7,06 £ 0,55 6,5+0,66 ns
PAs Total 498,92+20,71a 438,18+17,31b 375,55+16,71 ¢ Fork
2020 gMP 4,73+0,37 a 4,07+0,16 b 4,02+0,28Db *
%Gal 3,47+0,23 a 2,96+0,16 b 3,08+0,14b *
PAs Total 513,55 +82,12 530,18 £47,20 448,05 52,21 ns
2021 gMP 5,52+0,05a 543+0,11 a 5,21 + 0,06b **
%Gal 3,34+0,23 3,22 +0,08 3,39 + 0,07 ns

Tabla 4.11. Concentracién de proantocianidinas (PAs) totales (mg/L), grado medio de polimerizacion
(gMP) y % de galoilacion (%Gal), en vinos procedentes de las uvas control, tratadas con urea y nano-urea
durante las campafias 2019, 2020 y 2021. Diferentes letras en la misma fila indican diferencias significativas
de acuerdo al test de LSD. Separacion por test de rango multiple al 99,9%*** (p < 0,001), 99%** (p< 0,01) y
95%* (p< 0,05); ns, no significativo.
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Figura 4.3. Concentracion de las diferentes fracciones de proantocianidinas en vinos (mg/L) procedentes
de uvas Monastrell control y tratadas con urea y nano-urea durante las campanas (A) 2019, (B) 2020 y (C)
2021. EpG-Ext,(-)- epigalocatequina-floroglucinol; Cat-Ext, (+)-catequina-floroglucinol; Ep-Ext, (-
)epicatequina-4-floroglucinol; Cat-T, (+)-catequina terminal; Ep-3-O-g-Ext, (-)- epicatequina-3-orto-galato-
floroglucinol; Ep-T, (-)-epicatequina terminal; Ep-3-O-g-T, (-)-epicatequina-3-orto-galato terminal. Las
barras representan las medias *desviacién estandar. Diferentes letras en la misma fila indican diferencias
significativas de acuerdo al test de LSD, 95%* (p < 0,05).
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Por otro lado la mayor cantidad de PAs fue detectada en el afio 2021, ademas este
ano el gMP fue también mayor, lo que podria indicar una mayor proporcion de PAs
procedentes de los hollejos. Por otro lado, el %Gal del afio 2019 fue practicamente el
doble que el obtenido en los dos afios posteriores, siendo este hecho indicativo de la
menor madurez de las uvas de este afio, ademas también podria estar influenciado por
la gran cantidad de PAs procedente de las semillas. Estas dos premisas podrian afectar
a la percepcidn sensorial de estos vinos puesto que un mayor valor del %Gal da lugar a

una mayor astringencia a los vinos (Chira et al., 2012; de Freitas y Mateus, 2001).

En cuanto al efecto de los tratamientos, las PAs totales solo se vieron afectadas
en 2020, mostrando el vino control el mayor valor. Por otro lado, el gMP correspondiente
al vino procedente del tratamiento con urea solo se vio afectado en 2020 presentando un
valor inferior al control, sin embargo en el tratamiento con nano-urea este
comportamiento se observo los tres afos de estudio. Finalmente el %Gal solo se vio
modificado en el afio 2020, con valores inferiores para los vinos procedentes de los
tratamientos con urea y nano-urea. En relacién a las diferentes subunidades de las PAs
(Figura 4.3), la EpG-Ext obtuvo las menores concentraciones en los tratamientos con urea
y nano-urea durante los afios 2019 y 2020 y en en el afio 2021 solo en el caso del
tratamiento con nano-urea, aunque sin llegar a ser significativas estas diferencias. Esta
subunidad proviene de los hollejos y aporta suavidad a los vinos (Vidal et al., 2003). Otra
fraccion como la Cat-Ext no se vi¢ afectada por los tratamientos en ninguna de las afiadas
estudiadas. El resto de subunidades mostraron diferente comportamiento frente a los
tratamientos dependiendo del afo, asi Cat-T obtuvo los valores mds bajos en el
tratamiento con urea en el afio 2019, la EpG-3-O-g-Ext también lo hizo para urea y nano-
urea en el 2020, y lo contrario ocurrié6 con la Ep-T que increment6 para los dos
tratamientos en 2021. Finalmente la EpG-3-O-g-T mostr¢ las concentraciones mas bajas

para los dos tratamientos en 2020.

Otros autores encontraron resultados dispares en los vinos procedentes de uvas
tratadas con urea, por un lado Portu et al. (2015a) no detectaron ninguna influencia sobre
las PAs en vinos de Tempranillo. Gutiérrez-Gamboa et al. (2017b) en vinos de Cabernet

Sauvignon observaron que la EpG-Ext no se veia afectada, pero que el resto de
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subunidades fueron inferiores en los tratamientos con urea. Finalmente Cheng et al.
(2020) constataron diferente comportamiento dependiendo de la dosis aplicada de urea

en vinos de Cabernet Sauvignon.

El analisis multifactorial (Tabla 4.12) nos mostrd que el factor tratamiento aunque
no fue el determinante en los resultados obtenidos en los diferentes parametros
analizados fue significativo sobre dos de las fracciones estudiadas, la EpG-Ext (22%) y la
Ep-Ext (16%). Por otro lado, la afada fue el factor que explic6 mayoritariamente el
porcentaje de variabilidad de las distintas fracciones, yendo su rango desde 35% sobre
la EpG-Ext hasta 96% en la fraccion de Cat; en el caso del gMP y el %Gal también fue la
anada el factor determinante con un 90% y 84% respectivamente. Finalmente, la
interaccion tratamiento-afio solo resulto ser significativa en el caso de la Cat-T pero con

un escaso 4%.

T (%) A(%) TxA (%)
Total 17* 20%%* 22
EpG-Ext 20%* 350 16
Cat-Ext 0 9p*** 1
Ep-Ext 16** 50*** 12
Cat-T 1 89*** 4%
Ep-3-O-g-Ext 15% 48*** 12
Ep-T 0 91%** 1
Ep-3-O-g-T 2 67+ 3
gMP Gt gQ**+ 2
%Gal 0 84x#* 1

Tabla 4.12. Analisis multifactorial de las distintas fracciones de proantocianidinas (EpG-Ext,(-)-
epigalocatequina-floroglucinol; Cat-Ext, (+)-catequina-floroglucinol; Ep-Ext, (-)epicatequina-4-
floroglucinol; Cat-T, (+)-catequina terminal; Ep-3-O-g-Ext, (-)- epicatequina-3-orto-galato-floroglucinol; Ep-
T, (-)-epicatequina terminal; Ep-3-O-g-T, (-)-epicatequina-3-orto-galato terminal), grado medio de
polimerizacién (gMP) y % de galoilacién (%Gal) en vinos elaborados a partir de uvas control y las tratadas
con urea y con nano-urea, con los factores tratamiento (T), aflada(A) y interaccion tratamiento-afiada
(TxA). Separacion por test de rango multiple al 99,9%*** (p < 0,001), 99%** (p< 0,01) y 95%* (p< 0,05)
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4.3.7. PARAMETROS ESPECTROFOTOMETRICOS DE LOS VINOS

En la Tabla 4.13 se recogen los principales pardmetros espectrofotométricos de
los vinos al final de la fermentacion alcohdlica obtenidos a partir de las uvas control y

los procedentes de los tratamientos.

Respecto al IPT, el afio 2019 mostro valores inferiores a los afnos 2020 y 2021. En
el afo 2021 se alcanzd una mayor IC, aunque durante el afio 2019 se obtuvieron los
mayores valores de antocianos, esto pudo ser debido a la mayor cantidad de taninos en
el vino durante este aflo, que posiblemente ayudaron a una mayor estabilizacion del
color mediante fendmenos de copigmentacion y formacion de otros compuestos entre
los antocianos y los taninos (He et al., 2012; Lambert et al., 2011). El tono apenas se
modificé de un afno para otro aunque en el 2019 fue algo inferior, lo que indicaria una

mayor proporcion de tonalidades rojas frente a las amarillas.

Anada Control Urea Nano-urea p-value
2019 39,11+ 1,05 38,35+1,52 40,74 £ 2,57 ns
IPT 2020 47,88+1,76 a 40,32+2,88Db 40,93+0,36 b o
2021 47,24 +2,45 47,19 +£2,93 44,01+1,77 ns
2019 14,01 £1,03 14,05+1,13 13,6 £ 0,82 ns
IC 2020 14,14+ 0,85 a 12,25+ 094 b 11,65+ 0,68 b *
2021 16,36 + 1,47 14,91 + 0,83 15,13 + 0,84 ns
2019 0,42 £ 0,01 0,40 £ 0,01 0,42 + 0,02 ns
Tono 2020 0,47 £ 0,01 0,47 £ 0,01 0,48 + 0,02 ns
2021 0,46 £ 0,01 0,48 £ 0,01 0,45+ 0,01 ns
2019 2,66 +2,86 3,08 +1,89 ns
AE* 2020 5,57 +2,64 7,74+1,04 ns
2021 3,24+£1,40 43+1,78 ns

Tabla 4.13 Pardametros espectrofotométricos de los vinos procedentes de las uvas control y tratadas con
urea y nano-urea durante las campafas 2019,2020 y 2021. Abreviaturas: IPT, indice de polifenoles totales;
IC, intensidad de color; AE*, medida de la diferencia de color calculada a partir de parametros CIELab.
Diferentes letras en la misma fila indican diferencias significativas de acuerdo al test de LSD. Separacion
por test de rango multiple al 99,9%*** (p < 0,001), 99%** (p< 0,01) y 95%* (p< 0,05); ns, no significativo.

Con respecto a los tratamientos, el IPT solo se vio afectado durante la afiada de
2020, con un valor inferior al obtenido en los vinos control y similares entre si en los
tratamientos con urea y nano-urea. Otros autores en vinos procedentes de uvas tratadas

con urea encontraron diferentes efectos sobre el valor de IPT, asi Portu el al. (2015a) en
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vinos de Tempranillo procedentes de uvas tratadas con dosis diferentes de urea
observaron un incremento para este parametro, aunque dependid de la concentracion
de urea aplicada. En contraste, Gutiérrez-Gamboa et al. (2017b) en vinos de Cabernet
Sauvignon también procedente de uvas tratadas con urea detectaron un valor inferior

en este parametro aunque no significativo cuando lo comparararon con los vinos control.

La IC no se vio afectada en 2019, pero ambos tratamientos dieron lugar a vinos
con IC inferiores a la obtenida por los vinos control en 2020. Lo mismo pudimos observar
en el ano 2021 aunque en este caso sin obtener diferencias estadisticamente significativas.
Estos resultados corresponden a lo mostrado por Gutiérrez-Gamboa et al. (2017b) en
vinos de Cabernet Sauvignon, aunque son contrarios al incremento encontrado para este

parametro en vinos de Tempranillo (Portu et al., 2015a).

El tono no se vio afectado por ninguno de los tratamientos en los tres afios de
estudio, al igual que detectaron Portu et al. (2015a) en sus estudios llevados a cabo con

Tempranillo.

El pardmetro AE* nos indica si la diferencia entre el color de los vinos control y
los procedentes de los tratamientos es detectable por el ojo humano, para ello debe de
presentar un valor superior a 3 (Martinez et al., 2001). Tal como podemos observar en la
Tabla 4.13, en todos los afios y para todos los tratamientos excepto para la urea en el afio
2019, este valor fue superior a 3. Por lo tanto y segtin el valor de AE*, en el afio 2019 el
color del vino procedente del tratamiento con urea no mostraria diferencias perceptibles,
en cambio el procedente del tratamiento con nano-urea si seria posible diferenciarlo del
vino control aunque el descenso de color fue pequeto. En los anos 2020 y 2021 las
pérdidas de color detectadas en los vinos resultantes de los tratamientos serian

perfectamente diferenciables por el ojo humano.
44. COMPOSICION NITROGENADA DE LAS UVAS Y DE LOS VINOS

4.4.1. COMPOSICION NITROGENADA EN UVAS

En la Tabla 4.14 se muestran los valores obtenidos en el mosto de las uvas control
y las tratadas con urea y nano-urea durante los tres anos estudiados. Como se puede

observar, las concentraciones de cada uno de los aminoacidos y del iéon NHs* varian
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segun el afno de estudio. El afio en el que hubo una mayor sintesis de compuestos
nitrogenados fue en el ano 2020, seguido del afio 2021 y del ano 2019. La menor
concentracion obtenida en el 2019 pudo ser debido en parte a la falta de madurez de las
uvas, ya que se vendimiaron prematuramente como ya se ha mencionado anteriormente.
Autores como Garde-Cerdan et al. (2009) sefalan que en la variedad Monastrell el
maximo en la composicion nitrogenada coincide con el maximo de madurez fenologica

y tecnoldgica.

En las tres afiadas estudiadas, los aminodcidos mayoritarios fueron Pro, seguido
de Arg+GABA que coeluyeron y Glu. Por otro lado, los menos abundantes fueron Orn y
Lys. En cuanto a la cantidad de N de los mostos procedente de los aminoacidos, como
se puede observar, en el afio 2019 el mosto control mostr6 la concentracion mas baja
alcanzando tan solo 88,4 mg/L, ademds si descontamos lo aportado por la Pro,
aminodcido que presenta mayor dificultad para ser asimilado por las levaduras, la
concentracion desciende a 64,2 mg/L, muy inferior al minimo establecido de YAN de 140
mg/L de N para garantizar un desarrollo adecuado de la fermentacion alcohdlica (Bell y
Henschke, 2005). Estos valores tan bajos podrian estar relacionados con el hecho de que
este afo encontramos algunos problemas en estos mostos para terminar de agotar los
azucares al final de la fermentacion alcoholica. La concentracion de N procedente de los
aminodacidos obtenida en el afio 2020 fue muy superior a la obtenida en el afio 2019
situdndose por encima de ese valor minimo (140 mg/L). En el afio 2021 de nuevo volvio
a ser mas ajustada aunque considerablemente mayor que en el 2019, aun asi durante

estos dos afos el desarrollo de la fermentacion alcoholica fue dptima.

El efecto de los tratamientos fue distinto segtn el afio de estudio, asi en el afo
2019 el tratamiento con urea provocod un aumento del 47% en el total de compuestos
nitrogenados y el tratamiento con nano-urea del 121%. En cambio en el afio 2020, solo el
tratamiento con nano-urea fue capaz de incrementarlos en un 18%. Finalmente, en el afio
2021 el tratamiento con urea fue el mas efectivo, de este modo el aumento de los
compuestos nitrogenados fue del 85% con la urea y del 27% con la nano-urea. Esta
diferencia de comportamiento en el afio 2020 pudo ser debido al hecho de que este afio

los requerimientos de N del vifiedo fueran menores, lo que se puede observar en el
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contenido éptimo de N en el mosto control. Este mismo hecho fue reportado por Garde-
Cerdan et al. (2017), mostrando que cuando el vifiedo presentaba bajas necesidades de

N, la aplicacion de urea apenas afectaba al contenido de aminoacidos en el mosto.

Respecto a los aminodacidos individuales, en el afio 2019 el tratamiento con urea
provocd un aumento general de todos ellos salvo de Asp, Glu y Cys que obtuvieron
concentraciones inferiores que en el mosto control y de a-Ala y Met que no se vieron
afectados por este tratamiento. El tratamiento con nano-urea, de nuevo incrementé de
manera general todos los aminodacidos a excepcion de Cys que obtuvo concentraciones
inferiores al control y de a-Ala que no se vio afectada por el tratamiento. En el afio 2020,
en el que en el tratamiento con urea mostré concentraciones inferiores al mosto control
en los compuestos nitrogenados totales, fue debido a los bajos contenidos en GIn, Gly,
Val, Cys, Iso y Trp. Por otro lado se produjo un aumento general en el tratamiento con
nano-urea salvo en Cys e Iso donde se obtuvieron valores inferiores al mosto control y
ademas Phe, Orn y Lys que no se vieron afectados por el tratamiento. En el ano 2021 en
el tratamiento con urea se produjo un incremento generalizado de los aminoacidos y en
el ion NHy*, salvo Cys que report6 un valor inferior al control, ademas Met y Orn no se
vieron afectadas. Por otro lado, en el tratamiento con nano-urea se encontraron valores
inferiores al mosto control en Thr, 3-Ala, Val, Cys, Trp, Iso, Leu y Phe. En contraposicion
a Met y Orn que no se vieron afectadas y a los incrementos en Glu, ARg+GABA, a-Ala,

NHs4*, Tyr y Lys.

Los valores que se obtuvieron tanto para N como para N-Pro (calculados segun
el contenido en N de cada compuesto) nos dan una idea del contenido de N en los
mostos, de nuevo se puede apreciar el efecto de los tratamientos, con incrementos
importantes en los afios 2019 y 2021 en ambos tratamientos. En 2020, al igual que ocurria
con el total de compuestos nitrogenados, solo se produjo un incremento en los mostos

procedentes del tratamiento con nano-urea.

Los resultados encontrados por otros autores son dispares en funcion de la anada
y de la variedad en estudio. Asi Garde-Cerdan et al. (2014a) mostraron un incremento
en la sintesis de la mayoria de aminoacidos en uvas de Tempranillo tratadas con urea.

Por el contrario, en otro estudio llevado a cabo por el mismo autor en Tempranillo y
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Monastrell durante dos afiadas, se registré en uno de los afios concentraciones inferiores
a los controles para ambas variedades y sin embargo en la siguiente afiada no se
encontraron cambios ni en Tempranillo ni en Monastrell (Garde-Cerdan et al., 2017).
Finalmente, en otro estudio llevado a cabo por Pérez-Alvarez et al. (2021) en el que se
evaluaba la accion de urea a dos dosis diferentes y de nano-urea sobre Tempranillo se
observo que el YAN se incremento con todos los tratamientos, y también lo hicieron los
diferentes aminoacidos estudiados con la concentracion mas alta de urea y con el nano-

tratamiento.
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2019 2020 2021

Control Urea Nano-Urea P Control Urea Nano-Urea P Control Urea Nano-Urea P

Asp 276+0,3b 194+0,5c¢ 346+1,1a *kk 102+05b 99+02b 11,6 £0,7a * 7,7+0,1b 11,0+0,6 a 79+1,0b **
Glu 33,3+0,7b 27,6 £0,7 ¢ 442+11a #** 1 13,1 £0,6 b 144+02Db 172+1,0a o 10,7+0,3 ¢ 205+09a 125+1,1b o
Asn+Ser 423+35 ¢ 63,8+2,8b 93,7+3,8a *kk 91,0+6,0 925+24 104,4+7,8 ns 551+22b 940+19a 56,8+9,0b xex

Gln 53,6 +4,9 c 88,3+43Db 176,7+73a  ** |1985+1129b 1683+68c  2392+20,0a ** 68,8+32Db 1602+2,8a 81,3+1122Db

His 13,1+06¢ 198+0,5b 434+15a o 69,7+62Db 57,6+32Db 814+87a * 174+1,0b 38,1+09a 203+3,6b ok
Gly 6,0+0,3 c 69+0,1b 95+03a o 123+0,6a 109+0,6 b 13,0+0,8a * 69+0,1b 11,0+0,2a 71+06Db o
Thr 149+12c 21,7+09b 341+11a o 43,1+3,3 43,0+3,6 49,7 +3,7 ns 196 +12b 332+05a 161+1,7c ok
B-Ala 10,5+0,8 ¢ 154+0,6 b 243+0,8a wkk 289+4,3 26,5+0,8 34,5+4,5 ns 13,9+0,8b 23,6 +03 a 114+12c i
Arg+GABA 425+39c¢ 938+49b 202,6 +10,7a  *** | 213,8+202b 2389+112b 280,4+252a * 95,6 +4,5 ¢ 268,0+4,9 a 181,1+34,7b  ***
a-Ala 21,5+1,1 22,1+1,8 22,2+0,3 ns 23,8+1,0b 246+1,1b 27,0+0,8a * 31,2+0,8¢ 479+06Db 538+1,6a o
Pro 199,3+84c 3228+96Db 386,4+6,0a *** | 3459+145b 3572+173b 393,6t1l,4a * 216,2+7.2b 360,8+7,8a 291,3+624a **
NHy¢ 149+08¢ 253+0,8Db 330+04a o 21,6 +1,1b 242+15Db 332+18a o 96+0,3b 141+04a 168+32a *
Tyr 70+0,5¢ 8,6+02Db 10,5+0,3 a o 26,1+0,8b 254+1,0Db 373+19a xEE 723+04c 162+0,6 a 10,8+0,8b *HEE
Val 89+04c 125+02b 20,7+1,3a o 336+21Db 28,4+0,7 ¢ 394+26a ** 150+0,3b 26,5+0,7 a 12,7+0,6 ¢ o
Met 2,8+0,3b 29+02b 4,0+0,6a * 4,8+0,7b 48+04Db 61+0,4a * 1,9+0,1 1,9+0,1 1,9+0,12 ns
Cys 104+1,8a 6,5+0,5b 71+09b * 132+21a 89+09b 92+15b * 123+1,0a 74+04Db 58+0,7c i
Iso 6,5+0,1c 80+0,0Db 10,8 +0,8a *** | 151+1,1ab 132+0,6 b 170+1,1a ** 12,3+0,7b 140+0,5a 85+0,7 ¢ *HEE
Leu 81+04c 109+02Db 16,1+0,7 a o 248+1,7a 20,6+0,6Db 278+23a ** 143+09b 20,6 +0,6 a 11,3+0,8 ¢ o
Trp 203+1,4c 236+12b 322+1,8a *okk 59,3+58a 453+25b 52,8 +4,3 ab * 297+1,0b 326+09a 185+19c i
Phe 53+02c 9,1+03b 134+10a o 17,327 14,7 £0,6 17,7+1,8 ns 92+0,6Db 13,8 +0,6 a 64+02c ok
Orn 2,1+0,1c 23+0,1b 28+0,1a o 2,6+0,1 2,7+0,1 2,6+0,3 ns 22+0,6 2,1+0,1 1,8+0,0 ns
Lys 2,66+0,1c 32+03b 38+02a o 34+0,1 39+0,1 4,1+0,8 ns 26+02b 3,0+0,2ab 35+03a *
Total 553,6+19,7c¢ 814,6+239b 1226,0+38,8a *** |12719+64,1b 12357+288b 14991+91,6a ** | 6593+23,1c 1220,3+23,7a 837,7+1262b ***
Total-Pro 354,3+16,6 c 491,8+143b 839,6+328a *** | 926,0+60,0b 8784+323b 11056+826a ** |443,1+16,1c 859,6+159a 5464+665b ***
Nt 885+3,3 ¢ 1362+34Db 2109+6,2a  ** | 2160+11,1b 211,4+50b 261,6+16,2a ** 11058+3,7c 202,7+3,9a 141,1+184b  ***
N-Pro 64,2+28 ¢ 96,9+23Db 1639+55a  *** | 1740+106b 1680+53b 213,7+151a * 1795+29c 1588+29a 1057+110b  ***

Tabla 4.14. Contenido individual de aminoacidos y de NH4* (mg/L) en mostos de Monastrell procedentes de las uvas control y las tratadas con urea y nano-urea, durante las

campanas 2019, 2020 y 2021. ' Contenido en N calculado a partir de la concentracion de cada compuesto nitrogenado. Diferentes letras en la misma fila indican diferencias
significativas de acuerdo al test de LSD. Separacion por test de rango multiple al 99,9%*** (p < 0,001), 99%** (p< 0,01) y 95%* (p< 0,05), ns: no significativo.
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El analisis multifactorial (Tabla 4.15) nos mostré que de nuevo la afiada fue en
general el factor determinante en los resultados obtenidos, destacando su efecto sobre
Asp, Glu, Tyr, Met y Trp que alcanzaron o superaron el 80% de la variabilidad explicada.
En el lado opuesto encontramos aminodcidos como Pro (23%) y Cys (16%). El
tratamiento tuvo relevancia en compuestos como Arg+GABA, Pro, NH*, Cys y Lys.
Ademas, la interaccion tratamiento-afiada también fue importante, sobre todo en el caso

de los aminoacidos Asn+Ser, Iso y Phe.

Analisis multifactorial

T (%) A(%) TxA(%)
Asp 4+ |3t 1w
Glu o I 15%#*
Asn+Ser  22%* 3944 36
Gln 154+ 5 # DGk
His Tk Wk 14w
Gly ks 637+ g
Thr Ak 70*** X0
B-Ala g 60%** o Yiiad
Arg+GABA 3% 45+ Y haad
a-Ala 10%#* Vs 14%%%
Pro 45%%% D3 DYFH*
NH4+ 40%** H¥** Vhkaad
Tyr P g5H+ g
Val 4% 7Rk 9wk
Met Vidad {H*** 3*
Cys 65+ 16** 5
Iso 1 65F** 3%
Leu JEE 70*** il
Trp 1 81** 16¥
Phe 4+ 57t 3
Om 1 4244 29%
Lys 454 3k 3
Total DgFE* 47*%* 26*%*
Total-Pro 18%* 53 Dg*H

Tabla 4.15. Analisis multifactorial de los compuestos nitrogenados en uvas con los factores tratamiento
(T), afiada (A) y la interaccion tratamiento y afiada (TxA), Separacién por test de rango multiple al
99,9%*** (p < 0,001), 99%** (p<0,01) y 95%* (p< 0,05).
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4.4.2. COMPOSICION NITROGENADA EN VINOS

En la Tabla 4.16 se muestran los valores obtenidos en los vinos elaborados a
partir de las uvas control y las tratadas con urea y nano-urea, durante los tres afios

estudiados al final de fermentacién alcohdlica.

El aminodcido mayoritario fue la Pro al igual que ocurria en las uvas,
representando entre el 57 y 82% de los aminoacidos totales. El efecto de los tratamientos
dependi6 de la anada estudiada, asi en el afio 2019 los vinos control y el procedente de
las uvas tratadas con urea mostraron practicamente el mismo contenido total de
compuestos nitrogenados, sin embargo el vino procedente del tratamiento con nano-
urea duplicaba esa cantidad. En el afio 2020, el vino procedente del tratamiento con urea
obtuvo concentraciones inferiores al vino control, sin embargo el vino procedente del
tratamiento con de nano-urea las incremento6, aunque no llegaron a ser significativos
estos cambios. Finalmente, en el afio 2021 se obtuvo tinicamente un incremento en el

total de compuestos nitrogenados en el vino procedente del tratamiento con urea.

En relacién a los distintos compuestos analizados individualmente, en el afio
2019 en los vinos procedentes del tratamiento con nano-urea, pudimos observar como la
mitad de los compuestos presentaron valores superiores a los obtenidos en el vino
control, sin embargo la otra mitad no sufrié cambios. Solamente la Asp se vio aumentada
con el tratamiento con urea. En el afio 2020 solo se produjeron aumentos en algunos
aminodcidos con el tratamiento con nano-urea, asi se incrementaron Asn+Ser, Gln, Gly,
Arg, GABA, a-Ala, Pro, Tyr y Val, pero el resto de aminodcidos no se vieron alterados.
Finalmente, en el afio 2021 los incrementos se observaron mayoritariamente en el
tratamiento con urea, salvo en Asp que mostrd contenidos inferiores a los vinos control
y en Glu, Thr, 3-Ala, NH%, Tyr, Val y Cys cuyos contenidos no se vieron afectados. Sin
embargo en el tratamiento con nano-urea, la mayoria de los aminodcidos analizados no
se vieron afectados, salvo Asp, Glu, His, NH%, Val, Met, Cys, Iso que mostraron
concentraciones inferiores a los vinos control y GABA y Lys que incrementaron sus

valores.

Tal como podemos observar, la concentracion de la gran mayoria de compuestos

nitrogenados analizados disminuyeron notablemente en todas las anadas en
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comparacion a lo mostrado en los mostos, debido al consumo de los aminodacidos por
parte de las levaduras durante el proceso de fermentacion alcoholica. Por otro lado, el
comportamiento respecto a la Pro dependi6 de la cantidad de N facilmente disponible
que contenian los mostos. Asi en los afios 2019 y 2021 en los que el valor calculado para
el parametro N-Pro presentaba valores inferiores a 164 mg/L, se produjeron descensos
en el contenido de Pro en el vino (respecto al que presentaban los mostos). Por otro lado
en el afno 2020, en el que el parametro N-Pro era superior, el contenido en Pro de los
vinos aumento. Este comportamiento podria indicar que en los casos en los que hay
menor disponibilidad de N en los mostos, las levaduras también son capaces de
consumir Pro durante el proceso de fermentacion. Este hecho ya fue reportado por Arias-
Gil et al. (2007) al detectar un mayor consumo de Pro por parte de las levaduras cuando

el mosto tenia una composicion escasa en el resto de aminodacidos.
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2019 2020 2021
Control Urea Nano-Urea P Control Urea Nano-Urea P Control Urea Nano-Urea P
%%
Asp 2,06+0,15¢ 2,43+0,11b 306+011a 3,26 +0,13 3,23 +0,51 3,99 +0,26 ns | 489+027a 3,78+0,15b 2,48+0,08c  ***
Glu 4,12+0,64Db 434+0,29Db 768+156a ** 9,41 +£2,83 8,48 £1,23 12,74+1,56 ns | 294+0,21a 3,07+£0,33a 1,91+0,18b  **
Asn+Ser | 1,26 +0,19b 1,32+0,18b 280+047a ** 6,44+1,43Db 6,66+064b 923+123a * 728+0,45b 10,74 + 0,60 a 6,91+033b  ***
GIln 2,23+0,17b 2,53+£0,39b 557+214a % 568+0,74b 574+0,28b  769+059a ** 2,58+0,50b 598+0,70 a 256+0,17b  ***
His 3,37+0,11 3,52+0,21 402+050 ns 5,64 +0,82 5,19 +0,38 6,51 +0,80 ns | 425+0,19Db 717 +042a 341+0,35¢c **
*%
Gly 4,55+0,08 b 4,69+0,06Db 552+0,22a 7,66 +1,03b 761+051b  9,68+0,85a * 458+0,16 b 6,08+0,33 a 474+0,18b  **
Thr 3,40+0,14 3,48 +0,03 3,66+0,13 ns 4,19+0,22 4,00+0,15 4,57 +0,31 ns | 291+0,13Db 3,54+0,12a 295+0,09b  ***
B-Ala 2,37+0,03b 2,42+0,12b 261+0,08a * 3,64+0,78 3,29+£0,21 3,73 £0,02 ns | 2,04+011b 2,22+0,08a 1,89+003b  **
Arg 4,29+0,29 4,67 £0,14 528+0,64 ns| 10,82+2,68b 10,87+098b 1565+1,73a * 290+0,12b 644+0,85a 343+0,61b  ***
GABA 475+0,21b 475+0,12b 712+145a % 1542 +3,95b 1420+1,31b 20,86+2,02a * 3,33+0,43 c 954+1,39a 565+0,66b  **
a-Ala 2,18+0,04Db 2,30£0,07b 3,03+053a * 549+0,93b 533+0,57b 818+1,70a * 1,30+0,17 ¢ 3,71+0,54 a 220+0,26b  ***
Pro 102,73+35,67 b  109,34+22,22b  263,41+57,22a ** | 564,93+88,04 ab 449,66+59,60b 679,66+48,61a * | 94,82+26,79b 272,28+19,55a 75,11+23,36b ***
NH4 2,52+0,13 2,45 +0,07 573+277  ns 4,08+1,15 4,13 0,65 6,33 +1,11 ns | 3,17x0,28 a 3,34+0,61a 2,31£0,26b *
Tyr 3,18+0,35b 3,76 £0,08 b 457+054a % 536+0,30b 446+0,06c 644+068a ** 2,64+0,14 3,08 £0,43 2,82+043 ns
Val 2,56 0,07 2,46 £ 0,05 258+0,09 ns 2,86+0,13b 292+0,02b  3,32+0,19a  * 240+0.21a 2,68+£0,14a 2,08+0,04b  **
Met 2,67 +0,37 2,84+0,14 284+013 ns 3,12+0,25 3,18 +0,09 3,47 £0,27 ns | 219+0,13a 211+0,10a 1,56 £+0,04b  ***
Cys 3,18 £0,06 3,05+0,11 3,15£0,34 ns 4,61 0,62 4,14 +0,27 3,51+0,42 ns | 558+0,20a 514+0,61a 388+0,16b  **
Iso 3,62+0,17 3,44+ 0,34 396+0,26 ns 4,72 +0,37 3,98 £0,37 4,47 +0,25 ns | 261+£0,09b 2,89+0,12a 240+£0,03c **
Leu 3,90+0,10b 4,06 +0,02b 432+017a * 5,25+ 0,56 4,97 +0,26 5,80 +0,31 ns | 3,73+0,12b 492+025a 4,03+017b  **
Trp 4,03+0,09b 413+0,16Db 459+0,17a ** 4,97 +0,21 4,81+0,32 5,40 £ 0,28 ns | 3,54+028b 417+0,16 a 336+0,08b  **
Phe 2,7+0,28 3,10+0,23 319+0,17 ns 3,74+0,24 3,80+0,27 4,49 + 0,57 ns | 2,18+022b 3,24+0,36 a 215+0,10b  **
Orn 1,97 + 0,05 2,21+0,10 234+0,28 ns 3,11+0,32 3,05+0,15 3,62 0,50 ns | 1,48+0,02b 1,64+0,04a 1,52+0,04b  **
Lys 4,25+1,29 3,77 +0,04 499+055 ns 8,64+2,71 813+1,27 10,24+090 ns | 2,68+035c 6,77 +0,61 a 4,69+066b  **
4 + 1 o
Total | 171,90£38,69b 181,07+22,75b 356,03 +57,68a ** 693,0 ab 08,50 571,83x67,16b 839,58+58,68a * | 166,03%27,28b 374,54+26,75a 144,00+27,34 b

Tabla 4.16. Contenido individual de aminodacidos y de NH4* (mg/L) en vinos de Monastrell procedentes de las uvas control y tratadas con urea y nano-urea, durante las

campanas 2019, 2020 y 2021. Diferentes letras en la misma fila indican diferencias significativas de acuerdo al test de LSD. Separacién por test de rango multiple al 99,9%*** (p <

L1T

0,001), 99%** (p< 0,01) y 95%* (p< 0,05), ns: no significativo.
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Por otro lado, en los estudios realizados por Gutiérrez-Gamboa et al. (2017a) en
vinos de Tempranillo procedentes de uvas tratadas con urea, se encontraron valores
inferiores a los obtenidos en los vinos control en 10 de los aminodacidos estudiados, y un
incremento solo en Met, el resto de aminodcidos analizados entre los que se encontraba

la Pro no se vieron afectados.

El andlisis multifactorial (Tabla 4.17) nos indicé que en lineas generales el factor
fundamental que afectd a los resultados obtenidos fue la afhada, seguido de la interaccién
tratamiento-afio y finalmente del tratamiento. Aun asi en el caso de Asp, His y NH" el
factor mas importante fue la interaccion tratamiento-afio con un 56%, 44% y 27%
respectivamente. Ademas el factor tratamiento tuvo una influencia limitada, destacando

su efecto solo en los aminoacidos Cys, Gln y Tyr.

Andlisis multifactorial

T (%) A(%) TxA(%)
Asp 2 3744 5644
Glu 7 ik ok
Asn+Ser 4** 80*** 13%%*
Gln 13%#% 4*% 33
His 7k 40 44
Gly 6** 7kt 17
Thl' 3* 76*** 14***
B-Ala 0 g5 4
Arg 4% I 10%*
GABA 6** 79%%* 10%+*
a-Ala g 72%%% 3%
Pro 3** 81*** 13***
NHs* 19* 24** 27+
Tyr 11%#* 7O 11+
Val 1 63%** DgHk
Met 0 83 10%*
Cys 18%%* 60%** 11*
Iso 1 g3t g+
Leu 7% 634+ 20***
Trp 3* 4% 16%+
Phe g 66+** 16**
Orn 3* 88*** 3
Lys 6* 674%* 14*
Total g 8O+ 13%%%

Tabla 4.17. Analisis multifactorial de los compuestos nitrogenados en los vinos con los factores
tratamiento (T), aflada (A) y la interaccién tratamiento-afiada (TxA). Separacion por test de rango multiple
al 99,9%*** (p < 0,001), 99%** (p< 0,01) y 95%* (p< 0,05).
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45. ANALISIS DISCRIMINANTE

Se llevo a cabo un analisis discriminante para comprobar si con los valores
obtenidos de los distintos compuestos fendlicos y nitrogenados tanto en uvas como en

vinos era posible clasificar nuestras muestras segtin los tratamientos aplicados.

Se obtuvieron dos funciones discriminantes con un valor p inferior a 0,05
resultando estadisticamente significativas con un nivel de confianza del 95%. Estas dos
funciones discriminantes nos permitieron clasificar correctamente el 100% de las
muestras analizadas (Figura 4.4). El porcentaje relativo para la funcion 1 fue de 79,26%

y el de la funcién 2 de 20,74%.
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Figura 4.4. Grafico de dispersion de analisis discriminante en uvas y vinos de las muestras control y de las
procedentes de los tratamientos con urea y nano-urea.

Tal como se puede observar en la Figura 4.4, hay una clara separacion entre el
control y los distintos tratamientos. El control se sitia en la parte central izquierda del
grafico, por otro lado el tratamiento con urea se encuentra proximo al centro y en la parte

inferior y el tratamiento con nano-urea se posiciona en la parte derecha del grafico.

Los coeficientes de discriminacion estandarizados se encuentran en la Tabla 4.18.
La dimensidn de los coeficientes de discriminacién permite determinar como se utilizan
las variables para discriminar entre grupos. Las variables con mayor poder de
discriminacién para la funcion 1 fueron Leu, Asp+Ser, Val, Thr, Ep-Ext y p-Ala. Para la

funcion 2 fuerén Asn+Ser, Gln, Val, Leu y Trp.
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Funcién 1 Funcion 2
Asp -18,6066 13,2725
Glu 6,31836 -0,331791
Asn+Ser 87,9512 -23,6795
Gln 6,41504 -33,0108
His 24,7713 2,85334
Gly 2,43584 2,84207
Thr -58,4421 12,314
p-Ala -51,1471 9,73121
Arg +GABA -25,4477 16,0273
a-Ala -23,7475 3,75468
Pro 1,04744 1,45646
NHas* -5,63815 11,3939
Tyr 29,0623 4,15394
Val -73,828 22,7992
Met 7,17148 -7,03924
Cys -3,99889 1,27158
Iso -29,9288 11,1896
Leu 93,6378 -45,1167
Trp -18,4945 19,3837
Phe 1,10298 3,11893
Orn 0,513449 -0,181724
Lys -3,54436 -0,841348
EpG-Ext -9,04379 -15,1491
Cat-Ext 3,22964 -0,738736
Ep-Ext 51,9908 2,91228
Cat-T 19,0478 -7,27534
Ep-3-O-g-Ext -20,6929 4,42059
Ep-T -33,5117 5,31148
Ep-3-O-g-T -1,93545 1,25009
Di-OH 23,5554 -1,69486
Tri-OH 15,9134 -9,53105
Acetatos 12,9123 1,01844
Cumaratos -23,4796 6,40816
Vitisinas 0,0650273 2,37305
trans-Piceido -22,3658 -8,72216
Piceatanol 1,68903 11,5536
cis-Piceido 19,3046 -1,0457
trans-Resveratrol 3,84892 -2,45704
€ -viniferina 11,0795 -4,97765

Tabla 4.18. Coeficientes discriminantes estandarizados en uvas y vinos de las funciones discriminantes 1y
2 para el factor tratamiento.
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Como se puede apreciar la mayoria de los coeficientes con mayor poder de
discriminacién corresponden a los aminodcidos, siendo estos los responsables de la
buena separaciéon mostrada en la Figura 4.4. Esto es debido a que como ya hemos visto
en los apartados 4.4.1 y 4.4.2 son los aminoacidos los compuestos en los que se han
encontrado mayores diferencias en las uvas y vinos procedentes de los tratamientos con

respecto a los controles.

4.6. ANALISIS SENSORIAL

Se llevaron a cabo catas triangulares en los vinos correspondientes a las afiadas
2020 y 2021 para determinar si a nivel organoléptico se podia detectar alguna diferencia
entre los vinos elaborados con las uvas control y los elaborados con las uvas tratadas con
urea y con nano-urea. La cata de los vinos de la cosecha 2019 no se realiz6é debido a
problemas organizativos debidos a la pandemia de la COVID-19. Los resultados de las

catas de los dos anos de estudio que fueron evaluadas por 12 catadores se muestran en

la Tabla 4.19.
Afo Cata n X p-value
2020 Control vs. Urea 12 6 ns
Control vs. Nano-urea 12 6 ns
Control vs. Urea 12 3 ns
2021
Control vs. Nano-urea 12 7 ns

Tabla 4.19. Resultados obtenidos en las catas triangulares realizadas para los tratamientos de urea y nano-
urea. n: n® de catadores, x: n° de catadores capaces de diferenciar entre los distintos tratamientos. ns, no
significativo.

En el afio 2020, cuando comparamos el vino control frente al del tratamiento con
urea pudimos observar que de los 12 catadores (n=12), 6 catadores fueron capaces de
distinguir correctamente las muestras (x=6), de ellos 2 catadores mostraron preferencia
por el vino control y 4 por el vino procedente de uvas tratadas con urea. Cuando
comparamos el vino control frente al procedente de uvas tratadas con nano-urea, los
resultados fueron algo diferentes, en este caso 6 catadores de los 12 fueron capaces de
identificar correctamente las muestras (x=6), ademas todos ellos mostraron preferencia
por el vino control (Figura 4.5). A pesar de las preferencias mostradas, los resultados no
fueron significativos dado el alto nimero de personas que no fueron capaces de

distinguir entre los vinos procedentes de la uva control y del tratamiento con urea,
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puesto que para un panel n=12 catadores el nimero minimo de catadores capaces de
diferenciar entre los dos vinos ha de ser de x=8 para un nivel de significacion del 5%

(UNE-EN-ISO 4120:2021).

En el afio 2021, al comparar el vino control frente al del tratamiento con urea tan
solo 3 catadores fueron capaces de diferenciar entre los distintos tratamientos (x=3), de
ellos un catador prefirid el vino control y 2 catadores el procedente del tratamiento con
urea. En la comparativa entre los vinos control y los procedentes de nano-urea, 7
catadores diferenciaron los tratamientos (x=7) y de ellos tan solo 1 mostr6 preferencia
por el tratamiento con nano-urea. De nuevo, en esta ocasion los resultados no fueron
estadisticamente significativos puesto que en ningin caso se alcanzé el minimo de

catadores (8) capaces de distinguir entre los dos vinos para considerar el resultado

significativo.
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Figura. 4.5. Preferencia mostrada por los catadores en las catas triangulares realizadas: A, Control vs. urea.
B. Control vs. nano-urea.

En resumen y a la vista de los resultados obtenidos, podemos decir que ambos
tratamientos urea y nano-urea, no fueron capaces de producir diferencias significativas
a nivel organoléptico entre los vinos elaborados con uvas control y los elaborados a

partir de las uvas tratadas para un nivel de confianza del 95%.
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51. PARAMETROS FISICO-QUIMICOS DE LAS UVAS Y VINOS

En la Tabla 5.1 se recogen los parametros fisico-quimicos obtenidos en las uvas

control y las tratadas con MeJ y nano-Me] durante los tres afios de estudio.

Como se puede observar, en nuestros ensayos el °Bé no se vio modificado por
ninguno de los tratamientos aplicados durante las tres afladas. En contraste, parametros
como la AT se incrementaron con el tratamiento con Me] en los afios 2020 y 2021, sin
embargo este efecto no se produjo con la aplicacién de los nano-tratamientos. Si nos
fijamos en los valores obtenidos para el ratio °Bé/AT podemos observar que ambos
tratamientos mostraron una tendencia a disminuirlo siendo de forma mas acusada en el
tratamiento de Me]J; esto podria indicar una tendencia a un retraso en el grado de
madurez tecnologica como ya mostraron D’Onofrio et al. (2018), en uvas de Sangiovese
tratadas con Me]. Otros investigadores encontraron comportamientos diversos
dependiendo de la afiada, asi Marin-San Roman et al. (2023) en la variedad Tempranillo
observaron una disminucion de °Brix y un aumento en la AT en tratamientos con Me]
en una de las afiadas estudiadas pero no en la otra, sin embargo en el caso del tratamiento
con nano-Me] no encontraron este efecto. Martinez-Lapuente et al. (2023) también sobre
uva Tempranillo detectaron un comportamiento variable dependiendo de la anada, en
el afio 2019 ambos tratamientos dieron lugar a un °Brix inferior y aumentaron la AT pero
no se repitié este mismo resultado durante la afiada siguiente. Sin embargo Pérez-
Alvarez et al. (2022a) en tratamientos con Me]J y nano-Me] sobre Monastrell no

mostraron efecto alguno sobre ninguno de los pardmetros mencionados.

En referencia al pH, solo el afio 2021 mostré valores inferiores al control en ambos
tratamientos. Otros autores en uvas tratadas de Tempranillo y Monastrell no
encontraron cambio alguno en ninguna de las anadas estudiadas (Marin-San Roman et

al., 2023; Martinez-Lapuente et al., 2023; Pérez-Alvarez et al., 2021).

El contenido en acido tartarico tampoco fue modificado por ninguno de los
tratamientos aplicados. Autores como Pérez-Alvarez et al. (2021) mostraron el mismo
comportamiento que el obtenido en nuestros estudios, al igual que Paladines-Quezada

et al. (2019a) en tratamientos con MeJ.
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En cuanto al contenido en acido malico si que se vio incrementado en el
tratamiento con Me] pero no en el tratamiento con nano-Me]J. Sin embargo, otros autores
como Marin-San Romén et al. (2023) y Pérez-Alvarez et al. (2021) no observaron cambio

alguno en este parametro en tratamientos similares sobre Tempranillo y Monastrell.

El peso de baya en lineas generales no se vio afectado por los tratamientos, este
comportamiento es el que generalmente se ha encontrado en uvas procedentes de
tratamientos con MeJ por otros autores tanto en Monastrell como en otras variedades
como Tempranillo o Graciano (Marin-San Roman et al., 2023; Pérez-Alvarez et al., 2021;
Paladines-Quezada et al., 2019a; Portu et al., 2018a) Tan solo en el afio 2021 se registro

un incremento en las uvas tratadas con Me] y nano-Me] que fue significativo.

En relacién a los datos aportados por el andlisis multifactorial pudimos observar
que la afiada fue el factor que mostr6 una mayor influencia en los resultados obtenidos
en los parametros °Bé, AT, °Bé /AT, pH y 4acido tartdrico. Los tratamientos mostraron
una importancia relativa en el contenido en &cido malico (40,2%) atribuible al
tratamiento con Me] que produjo un aumento de forma generalizada. Por otro lado el
tamaro de baya tan solo dependi6 de la afiada en un 17,7 % y fue el mas afectado por la

interaccion tratamiento-anada (20,2%).
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Analisis multifactorial
Anada Control Me] Nano-Me] p-value | T (%) A(%) TxA (%)
2019 12,92 £ 0,41 12,78 £0,22 12,94 + 0,42 ns
°Baumé 2020 14,19 + 0,31 14,32 + 0,36 13,92 £ 0,39 ns 0 99 0
2021 13,14 £ 0,21 13,29 +0,15 13,30 £ 0,19 ns (ns) (***) (ns)
2019 2,85 +0,21 3,19 0,16 2,91 +0,06 ns
AT* 2020 2,34 +0,09b 2,68 £0,19a 2,39 £0,11b * 16 76 0
2021 1,92+0,13b 2,39+0,11 a 2,03+0,05b ** (*** (***) (ns)
2019 4,56 + 0,47 4,01+£0,25 4,45+0,24 ns
°Bé/AT 2020 6,06 + 0,34 5,37 +0,42 5,85+ 0,42 ns 3 94 1
2021 6,86+0,52b 556+0,21b 6,55 +0,05 a ** (*** (***) (ns)
2019 3,88 +0,03 3,84 +0,03 3,86 +0,05 ns
pH 2020 4,09 £0,02 4,09 £0,04 4,14 +0,02 ns 4 86 4
2021 4,11+0,06 a 4,00+0,04b 4,05+0,02 ab * *) (***) (ns)
2019 390+0,13 3,80 £0,07 3,89 £0,08 ns
Acido tartarico (g/L) 2020 449 +0,15 441 £0,15 421 +0,04 ns 5 79 5
2021 3,97 +0,08 3,91+0,05 3,86+0,16 ns (ns) (***) (ns)
2019 1,41 +0,35 1,66 +0,19 1,44 +0,10 ns
Acido malico (g/L) 2020 1,44 + 0,06b 1,89 £0,04 a 1,45 +0,04 b i 36 40 3
2021 1,04 £0,07 b 1,41+0,12a 1,16 £0,02b * (*** (***) (ns)
2019 155,0+5,7 154,6 + 11,0 158,9+5,2 ns
Peso 100 bayas (g) 2020 162,8 +3,69 165,3+9,5 170,87 +4,83 ns 26 18 20
2021 143,7+11,0b 165,8+8,0 a 168,7 0,6 a * (**) * (ns)

Tabla 5.1. Caracteristicas fisico-quimicas y rendimiento de las uvas control y de las tratadas con MeJ y nano-Me] durante las campanas 2019, 2020 y 2021. *Acidez total (AT)
expresada en g/L de acido tartarico. Los datos expresan las medias + desviacion estandar. T: tratamiento; A: afiada; TxA: interaccion tratamiento-afiada. Diferentes letras en la
misma fila indican diferencias significativas de acuerdo al test de LSD. Separacidén por test de rango multiple al 99,9%*** (p < 0,001), 99%** (p< 0,01) y 95%* (p< 0,05), ns: no
significativo.
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Los parametros enologicos de los vinos obtenidos al final de fermentacion
alcoholica se presentan en la Tabla 5.2. En ella podemos observar como el porcentaje de
alcohol de los vinos procedentes de las uvas tratadas no mostraron diferencias con
respecto al vino control en ninguna de las anadas estudiadas. Esto es algo que era
esperable, puesto que tampoco observamos diferencias en los °Bé de las uvas en el
momento de la vendimia. Sin embargo, si pudimos observar como de todos los
tratamientos, el vino elaborado con uvas tratadas con nano-Me] mostrdé siempre una
acidez volatil mas baja. Autores como Martinez-Lapuente et al. (2023) en vinos de
Tempranillo mostraron como la acidez volatil en 2019 fue incrementada solo en el

tratamiento con Me]J pero al afio siguiente su valor fue inferior.

Con respecto al resto de pardmetros medidos, tanto la AT como el pH mostraron
algunas diferencias obteniendo siempre los valores mas altos los vinos control, pero
debido a que los mostos se corrigieron con acido tartarico en el momento del encubado,
estas variaciones no se pueden atribuir a los tratamientos aplicados. Finalmente, el
contenido en acido malico fue superior en los vinos procedentes de las uvas tratadas con

Me] siendo estadisticamente significativos estos valores los afios 2020 y 2021.

Otros autores, como Portu et al. (2015c) no observaron diferencias en los
parametros fisico-quimicos cuando compararon un vino control y un vino procedente
de uvas Tempranillo tratadas con Me]J en el afio 2013, aunque este mismo autor encontro
que el pH descendio en vinos procedentes de uva tratada con Me]J en el afio 2014 (Portu
et al., 2016). Por otro lado, Martinez-Lapuente et al. (2023) también mostraron diferente
comportamiento en los vinos de Tempranillo obtenidos dependiendo de la afiada, asi en
2019 observaron un contenido inferior en el grado alcoholico de los vinos procedentes
de uvas tratadas con Me] y nano-Me]J, pero este comportamiento no se repitié en el 2020;
asi mismo la AT sufri6 un ligero descenso en los vinos procedentes de ambos

tratamientos en 2019, pero en el 2020 no se vio afectada.

En relacion al andlisis multifactorial, el factor afiada tuvo gran importancia en los
resultados obtenidos para el contenido alcoholico (78%), el acido malico (48%) y el pH
(28%). El factor tratamiento parece que afecté mas al parametro acidez volatil (40%) en

los vinos elaborados con uvas tratadas con nano-Me]. Respecto a la AT pudimos
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observar que la ahada apenas influyd y que fue el factor tratamiento quien mostrd un
valor de 39%. Como ya se ha comentado previamente este resultado no debemos
achacarlo al tratamiento en si, puesto que los valores obtenidos para este parametro

estan justificados por las correcciones que se llevaron a cabo en el encubado.
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Analisis multifactorial

Anada Control Me] Nano-Me] p-value | T (%) A (%) TxA (%)
2019 12,94 £ 0,16 12,95 + 0,37 13,37 + 0,45 ns
Alcohol % (v/v) 2020 14,72 £ 0,34 14,45 + 0,09 14,40 £ 0,52 ns 2 78 5
2021 13,44 + 0,15 13,56 + 0,33 13,86 + 0,10 ns (ns) (*** (ns)
2019 0,40+ 0,04 0,41 +0,06 0,38 +0,02 ns
Acidez volatilt 2020 0,41 +0,04 ab 044+0,03a 0,36+0,01b * 40 16 14
2021 0,40+0,02 a 0,40+0,05a 0,28+0,01b ** (*** *) (ns)
2019 744 +0,11a 6,62+0,15b 6,75+0,07b **
AT? 2020 7,04+0,16 6,45+ 1,12 6,41+0,13 ns 39 7 3
2021 7,05+0,06 a 649+0,11 ¢ 6,77+0,20b * *) (ns) (ns)
2019 3,33+0,08 3,38 +0,02 3,41 +£0,02 ns
pH 2020 3,43 +0,02 3,59+0,24 3,48 +0,02 ns 17 28 8
2021 3,38+0,03b 3,46+0,04a 3,39+0,02b * (ns) *) (ns)
2019 1,69 £ 0,32 1,89+0,17 1,73 +0,02 ns
Acido malico 2020 1,44+0,04 b 1,69+0,10 a 1,51+0,03b * 24 48 1
(g/L) 2021 1,35+0,07b 1,56 + 0,07 a 1,44 £ 0,05 ab * (**) *) (ns)

Tabla 5.2. Caracteristicas fisico-quimicas para los vinos obtenidos de las uvas control y las tratadas con Me] y nano-Me] durante las campanas 2019, 2020 y 2021. 'Acidez volatil

expresada como g/L de 4cido acético. 2Acidez total (AT) expresada en g/L de 4cido tartarico. Los datos representan las medias + desviacion estandar. T: tratamiento; A: afiada;

TxA: interaccion tratamiento-afiada. Diferentes letras en la misma fila indican diferencias significativas de acuerdo al test de LSD. Separacién por test de rango multiple al
99,9%*** (p < 0,001), 99%** (p< 0,01) y 95%* (p< 0,05), ns: no significativo.
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52. COMPOSICION DE LA PARED CELULAR DE LAS UVAS

5.2.1. PARED CELULAR AISLADA

La Tabla 5.3 muestra el porcentaje de piel seca en las uvas y el porcentaje de
pared celular aislada en la piel seca de las muestras control y tratadas durante los tres
anos de estudio. Tal como podemos observar, el mayor porcentaje de piel seca lo
encontramos en las uvas tratadas con Me] siendo estadisticamente significativo este
valor en los afios 2019 y 2021. Estos valores podrian ser interesantes desde el punto de
vista enoldgico, puesto que los hollejos son la mayor fuente de compuestos de color y
aroma (Ortega-Regules et al., 2008a). Sin embargo, autores como Paladines-Quezada et
al. (2019b, 2022) en dos estudios diferentes realizados en 2015 y 2017 en uvas Monastrell
no encontraron diferencias en la cantidad de piel aislada cuando comparé uvas control
y uvas tratadas con MeJ. Las diferencias encontradas entre nuestro estudio y los de este
autor podria deberse a la forma de expresar los resultados, ya que en sus estudios se
mostraron los resultados referidos a hollejos frescos y en el nuestro son referidos a
hollejos secos con el fin de eliminar posibles errores que se puedan derivar de las
diferentes cantidades de agua remanente en la piel de la uva. Por el contrario, cuando
las uvas fueron tratadas con nano-Me]J, éstas mostraron una tendencia a la disminucion
en el porcentaje de hollejo, como se observa en los valores obtenidos respecto a las uvas
control en las anadas 2019 y 2020. Esta menor cantidad de hollejo podria indicar

inicialmente una menor liberaciéon de compuestos de interés en el vino.

En cuanto al % de CWM, las uvas tratadas obtuvieron valores superiores a los
obtenidos en las uvas control. En 2019 los porcentajes mas altos se mostraron en las uvas
tratadas con Me] y nano-Me]. En 2020 fueron las tratadas con nano-Me], y en la tltima
afada, de nuevo las uvas tratadas con Me] seguidas de las uvas tratadas con nano-Me]
mostraron los porcentajes mas altos. Este incremento general del %CWM en las uvas
tratadas podria denotar una pared celular mas gruesa. Diferentes investigadores
sugieren que la aplicacion de elicitores en vifiedo provoca un refuerzo de la pared celular
dificultando la extraccién de compuestos de interés durante el proceso de vinificacion

(Apolinar-Valiente et al., 2018; Ortega-Regules et al., 2008b).
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% Hollejo ! % CWM 2
(peso seco) (en piel seca)
2019 Control 3,02b 25,66b
Me] 3,17a 28,55a
Nano-Me]J 2,88¢ 28,30a
p-value - -
2020 Control 3,26 24 94b
Me] 3,32 24,79b
Nano-Me]J 2,98 27,76a
p-value ns ok
2021 Control 3,08b 22,62¢
Me] 3,33a 24 66a
Nano-Me]J 3,15b 23,54b
p-value * ok

Tabla 5.3. Cantidad de hollejo y rendimiento del aislamiento de las paredes celulares de las uvas control y
de las tratadas con Me]J y con nano-Me] durante las campanas 2019, 2020 y 2021. Abreviaturas: ! Porcentaje
de hollejo en peso seco respecto al peso de las uvas. > Pared celular aislada respecto al peso en seco de los
hollejos. Diferentes letras indican diferencias significativas segtin el test LSD. Separacién por test de rango
multiple al 99,9%*** (p < 0,001), 99%** (p< 0,01) y 95%* (p< 0,05); ns, no significativo.

5.2.2. ANALISIS DE LA COMPOSICION DE LA PARED CELULAR

La Figura 5.1(A, B y C) muestra la composicion de la pared celular de la uva para
el control y los dos tratamientos (Me] y nano-Me]) durante los tres afos de estudio (2019,
2020 y 2021) respectivamente. Los diferentes componentes analizados fueron proteinas,

compuestos fenolicos, azticares neutros y acidos urdnicos.

5.2.2.1. Proteinas

Como se puede ver en la Figura 5.1, las proteinas experimentaron un aumento
considerable en los dos tratamientos Me] y nano-Me] respecto al control en los afios 2019
y 2021, pero en cambio estas diferencias no se envidenciaron durante el afio 2020. Otros
autores encontraron resultados similares, asi Paladines-Quezada et al. (2019b; 2022) en
dos estudios llevados a cabo en dos afios consecutivos en uvas de Monastrell tratadas
con Me]J, detectaron un incremento en el contenido en proteinas aunque con distinta

significancia dependiendo de la afiada.
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Con respecto a los resultados mostrados en 2020, con un comportamiento
diferente a los otros dos afios podria ser debido a que en este afo las uvas se recolectaron
mas maduras. Esto sugeriria que a un mayor nivel de maduracion la sintesis de proteinas
en la pared celular podria verse menos afectada por los tratamientos, estando esta
hipdtesis soportada por los resultados encontrados por diferentes autores. Asi
Hernandez-Hierro et al. (2014) observd un incremento en el contenido en proteinas
durante la maduraciéon de uvas Tempranillo que parece verse detenido en uvas
sobremaduras. Por otro lado Ortega-Regules et al. (2008a) encontraron una correlacién
positiva entre el ‘Brix y las proteinas de la pared celular en un estudio llevado a cabo en
diferentes variedades (Monastrell, Syrah, Merlot y Cabernet Sauvignon) y Huang et al.
(2005) mostraron como las proteinas estructurales se incrementaban con el grado de
maduracion en uvas de Golden Muscat. Por ultimo, Nunan et al. (1997) observaron un
gran cambio en el perfil de aminoacidos de las paredes celulares de las bayas de Muscat
Gordo Blanco y ademads que las proteinas (principalmente las extensinas) se depositaban

en las paredes a medida que las bayas se desarrollaban.

Por lo tanto, a la vista de los resultados mostrados, es razonable creer que el
mayor contenido de proteinas en los hollejos de las uvas tratadas en comparacion con
las uvas control podria representar una mayor rigidez estructural, dificultando asi la
degradacion de la pared celular de estas pieles de uva durante el proceso de vinificacion

asi como la extraccidon de los compuestos de intéres.

5.2.2.2. Compuestos fendlicos totales

Como puede verse en la Figura 5.1, en general, los resultados mostraron que la
cantidad de compuestos fenodlicos en las uvas tratadas tanto con Me] como con nano-
MeJ no fueron diferentes a los obtenidos en las uvas control. De los tres afios de estudio
llevados a cabo solo se pudo observar una notable disminucién del 31% en la cantidad
de CFT en uvas tratadas con nano-Me] durante la anada 2020. Por el contrario, en dos
estudios de Paladines-Quezada et al. (2019b, 2022) se mostraron aumentos de CFT en
uvas Monastrell tratadas con Me] en varias campanas, aunque los incrementos fueron
diferentes dependiendo del afio estudiado. Diferentes investigadores han estudiado la

influencia del grado de maduracion sobre la evolucion de los CFT, lo que podria influir
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también en el efecto sobre ellos de los tratamientos. Asi, Ortega-Regules et al. (2008a) en
uva Monastrell observaron una pequena disminucion en estos compuestos a lo largo del
proceso de maduracion y Hernandez-Hierro et al. (2014) registraron en una primera fase
un aumento de CFT y luego una ligera disminucion durante el proceso de maduracién

en uvas Tempranillo.

5.2.2.3. Aztcares neutros

Dentro de este grupo de compuestos analizamos la glucosa celulésica (celulosa)

y la glucosa no celulésica (hemicelulosa).

En cuanto a la celulosa, pudimos observar que en todos los tratamientos, este
compuesto obtuvo valores inferiores al control, en contraste con la hemicelulosa, que
aumentd durante los tres anos de estudio en ambos tratamientos, aunque en el afio 2020
solo se detectd hemicelulosa en las uvas tratadas con nano-Me]. Un aumento de la
hemicelulosa, que acttia fijando las microfibrillas de celulosa (Ortega-Regules et al.,
2008b), indicaria un refuerzo de la pared celular con los tratamientos. Diferentes
resultados han sido mostrado por autores en los que se le ha aplicado Me] en diferentes
cultivares. Asi autores como Paladines-Quezada et al. (2022), en un estudio realizado en
uvas tratadas con Me] durante dos campanas, encontraron una disminucién de la
glucosa celulosica en la primera campana, pero no asi en la segunda. Otro estudio del
mismo autor no encontr6 ningtin efecto sobre la glucosa celuldsica y si una disminucién
de la glucosa no celuldsica (2019). Otros informes sobre un estudio en Bachypodium
distachyon (una graminea modelo) detecté un incremento de la celulosa en respuesta al
tratamiento con Me] (Napoleao et al., 2017). Sin embargo, en un tratamiento post-cosecha
y durante el almacenamiento en frio de frutos de nispero, se observé una disminuciéon

de la celulosa y la hemicelulosa (Cao et al., 2010).

5.2.2.4. Acidos urdnicos

Con respecto a los dcidos uronicos, durante el primer afio los valores mas altos
se mostraron en las uvas control y en las uvas tratadas con nano-Me]. En cambio en 2020
y 2021 ambos tratamientos aumentaron notablemente los 4cidos urdnicos, para el

tratamiento con MeJ en un 74% y 49% respectivamente y para el tratamiento con nano-
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Me]J en un 85% y 41%. Dado que las pectinas actiian como sustancias cementantes entre
los componentes de la pared celular (Jarvis, 1984), los aumentos observados en pectinas
en los tratamientos durante los afos 2020 y 2021 podrian indicar un fortalecimiento de
la pared celular en estas uvas. Por el contrario, Paladines-Quezada et al. (2019b)
encontraron que los dcidos urdnicos no se vieron afectados por el tratamiento con Me]J
durante dos campanas consecutivas en la variedad Monastrell, pero si observaron un
aumento en las uvas Merlot y una disminucion en las uvas Cabernet Sauvignon durante
la misma temporada. Estos mismos autores en otro estudio sobre Monastrell tratada con
Me] encontraron comportamientos diferentes segin la anada, en una de ellas no se
vieron afectados y en la siguiente se pudo observar concentraciones inferiores a las

obtenidas en las uvas control (Paladines-Quezada et al., 2022).
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Figura 5.1. Composicion de la pared celular en uvas Monastrell control y tratadas con Me] y nano-Me]J
durante las campanas (A) 2019, (B) 2020 y (C) 2021. Diferentes letras en las barras del mismo color indican
diferencias significativas de acuerdo al test LSD (95% (p<0,05)), nd, no detectado.
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5.2.2.5. Analisis multifactorial

Se realiz6 un andlisis multifactorial para definir como afectaban los factores
tratamiento, afiada y la interaccion entre ambos a cada uno de la familia de compuestos

analizados en la pared celular.

La Tabla 5.4 muestra el porcentaje de varianza atribuible a cada uno de los
factores analizados. Como puede observarse, la anada fue el factor que mas afect6 a los
distintos componentes medidos en la pared celular aunque cuantitativamente de modo
diferente, siendo el pardmetro mas afectado la hemicelulosa (88%). La variabilidad
obtenida en los acidos urénicos se vio influida de forma bastante similar por el
tratamiento, la aflada y por la interaccion entre ambos. Sin embargo el efecto que los
tratamientos tuvieron sobre todos estos pardmetros fue limitado, destacando la
influencia que tuvieron sobre la variabilidad obtenida en la glucosa celuldsica (25%) y
en los acidos urdnicos (24%). Por otro lado, la interaccion entre ambos factores fue

significativa en todos los parametros medidos excepto en la glucosa celuldsica.

Otras investigaciones también mostraron resultados similares en los que la
influencia de la estacionalidad fue evidente cuando estudiaron los diferentes
componentes de la pared celular. Asi autores como Paladines-Quezada et al. (2019b) en
un estudio sobre el efecto de Me] y BHT sobre la composicion de la pared celular en
diferentes variedades de uva, encontraron diferencias para algunos componentes de los

mismos debidos al efecto afiada.

T(%) A (%) TXA (%)
Proteinas 7 *E* 69 *** 17 ***
CFT 15 ** 40 *** 13*
Glucosa celulésica 25 **x* 57 *** 5ns
Hemicelulosa 4 Fx* 88 *** 2%
Acido urénicos 24 F*x* 37x** 31 ***

Tabla 5.4. Analisis multifactorial de los componentes de la pared celular.con los factores tratamiento (T),
anada (A) y la interaccion tratamiento-afiada (TxA). Separacion por test de rango multiple al 99,9%*** (p <
0,001), 99%** (p< 0,01) y 95%* (p< 0,05); ns, no significativo.
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53. COMPUESTOS FENOLICOS DE UVAS Y VINOS

5.3.1. ANTOCIANOS EN UVAS

La Tabla 5.5 muestra el contenido de antocianos totales y los sumatorios de los
distintos tipos de antocianos analizados. Respecto a los diferentes afios estudiados
podemos observar que la concentracion antocidnica de las uvas vari6é notablemente entre
ellos, obteniéndose las mayores concentraciones en el afo 2019, seguido del afio 2021 y
finalmente del ano 2020. Esto pudo ser debido a las diferencias climatologicas

experimentadas, como ya se comentd en el apartado 4.3.1.

Respecto a los tratamientos, el comportamiento fue diferente en cada una de las
anadas estudiadas. En el afio 2019 los tratamientos apenas tuvieron influencia en el
contenido de antocianos de las uvas, el tratamiento con Me] tan solo mostrd una pequena
tendencia a aumentar los antocianos totales y el tratamiento con nano-Me] una tendencia
a disminuir su sintesis. Por otro lado, en los afios 2020 y 2021 el tratamiento con Me] tuvo
un importante efecto sobre el contenido total de antocianos, con un aumento del 33% y
21% respectivamente. El escaso efecto de la elicitacion con MeJ en 2019 pudo deberse a
la recoleccion de las uvas antes de haber alcanzado la madurez adecuada, dado que los
otros dos afos de estudio en los que la uva se vendimié més madura, si que se detectaron
incrementos en los antocianos. Sin embargo otros autores reportaron que seria posible
detectar una mayor diferencia en los resultados tras la aplicacion de elicitores, si la
vendimia se realizaba con anterioridad (Gémez-Plaza et al., 2017), cosa que parece no

concordar con nuestros resultados.

Para el grupo de antocianos no acilados, pudimos observar como en el afio 2019
se mantuvo la tendencia encontrada en los antocianos totales; en los afios 2020 y 2021 el
tratamiento con Me] produjo un aumento de los mismos, sin embargo el tratamiento con
nano-Me] no fue capaz de mostrar ese incremento. Respecto a los antocianos Di-OH y
Tri-OH, de nuevo se reflejaron incrementos en las uvas tratadas con Me] pero no con el
tratamiento con nanoparticulas, en este tiltimo caso tan solo en el afio 2020 se incrementd
el contenido en antocianos Di-OH aunque no de forma significativa. Este incremento de

los compuestos Tri-OH por parte del Me] es importante desde el punto de vista
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tecnoldgico puesto que estos compuestos tienen importancia en la estabilidad del color

de los vinos (Koyama et al., 2018).

Los antocianos acilados solo aumentaron en el afio 2020 de manera destacada
cuando las uvas fueron tratadas con Me] y con un ligero incremento cuando aplicamos
nano-MeJ, aunque con este ultimo tratamiento no llego a ser significativo. Respecto a los
acetatos, se observd como el tratamiento con Me] desencadend incrementos en los afios
2020 y 2021, pero ademas el tratamiento nano-MeJ también mostro cierta tendencia a
incrementarlos el afio 2020. Los acetatos también resultan importantes desde el punto
enologico porque proporcionan una mayor estabilidad de color en el vino final debido
al impedimento estérico del grupo acético que dificulta las reacciones de hidratacion
(Moreno-Pérez, 2013). Por otro lado, los cumaratos solo aumentaron el afio 2020 cuando

las uvas fueron tratadas con Me].

Con los resultados obtenidos hemos de remarcar, que aunque de modo general
el efecto del nano-Me] parece ser muy escaso, si que mostrd cierta tendencia a
incrementar los antocianos el afo en el que la sintesis de ellos fue menor (2020). Por lo
que se podria intuir un efecto beneficioso sobre la sintesis de antocianos cuando las
condiciones climatoldgicas son adversas como lo fue el afio 2020. Si bien es cierto que
este ano el efecto del tratamiento con Me] fue mucho mayor, hemos de considerar que

la dosis aportada con el Nano-Me] fue 10 veces inferior.

En relacion a lo encontrado por otros autores, los resultados han sido dispares
dependiendo de la variedad y la afiada estudiada. Existen numerosos estudios en los
que se ha investigado el efecto del Me] sobre la sintesis de antocianos, asi Ruiz-Garcia et
al. (2012) detectaron incrementos sobre todas las fracciones de antocianos en la variedad
Monastrell, pero estos mismos autores en otro estudio en el que su investigacion la
llevaron a cabo sobre diferentes clones de Monastrell, observaron que solo en algunos
de ellos se producia un aumento de antocianos totales pero en otros no se detectd
variacion o incluso la concentracion resultd ser inferior al control (Ruiz-Garcia et al.,
2013). Mas recientemente, Paladines-Quezada et al. (2019a) en un estudio sobre la misma
variedad durante dos afios consecutivos y con el mismo tratamiento, encontraron

diferente comportamiento segun el afio de estudio, asi en el afio 2016 todos los grupos
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de antocianos estudiados se incrementaron, tanto los acilados como no acilados; sin
embargo en el afio 2017 hubo un descenso significativo de los antocianos acilados, tanto
de los acetatos como de los cumaratos, en cambio la suma total de antocianos aunque
descendid no resultd ser significativa. Finalmente, en otras variedades como
Tempranillo (Portu et al.,, 2015c) y Garnacha (Portu et al., 2017) también se encontraron
efectos positivos sobre la cantidad de antocianos totales en las uvas al ser tratadas con

Me].

Investigaciones que engloben el efecto producido por nanoparticulas que
contienen Me] sobre la sintesis de antocianos son mas escasas, solo Garde-Cerdan et al.
(2023a) han realizado un estudio sobre vinedos de Tempranillo durante dos afiadas,
empleando tratamientos foliares con Me] en forma convencional y en forma de
nanoparticula, obteniendo el primer afio de estudio un aumento tanto en los antocianos
acilados como en los no acilados en el tratamiento con MeJ. Sin embargo, el tratamiento
con nano-Me]J solo fue capaz de incrementar de modo significativo los antocianos
acilados. En la siguiente afiada no se obtuvo cambio significativo en ninguno de los
tratamientos, a excepcion de en los antocianos Di-OH (la cianidina 3-glucosido y

peonidina 3-glucosido) que si se vieron incrementados en el tratamiento con Me].

El andlisis multifactorial nos mostrd que el factor afiada fue el mds importante
para los resultados obtenidos en las diferentes clases de antocianos analizados, siendo
los antocianos no acilados los que se vieron mas afectados por este factor (63%) y dentro
de estos a su vez las formas Tri-OH (62%). El factor tratamiento como se puede ver, tuvo
un efecto limitado en los resultados obtenidos, con una influencia tan solo del 14% para
los antocianos totales. Por otro lado aunque este factor parece que no influy6 de manera
significativa sobre el total de los antocianos acilados, si que se pudo apreciar una mayor
influencia del mismo en el caso de los acetatos (29%). Finalmente, la interaccion
tratamiento-afio resultd ser no significativa para todos los grupos de antocianos

analizados.
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Analisis multifactorial

Anada Control Me] Nano-Me] p-value T(%) A(%) TxA (%)
Antocianos 2019 35944,54 + 8541,29 36339,07 + 4092,46 32040,52 + 4962,47 ns
Totales 2020 19975,09 +1293,97b  26704,92 +1467,72a  22185,58 + 258,55 b o 14 58 5
2021 26887,99 + 771,54 b 32629,13+2470,91a  24962,16 + 509,12 b > *) () (ns)
2019 31248,14 + 7560,91 31996,52 + 3531,84 28282,95 + 4086,89 ns
No acilados 2020 16447,92 + 133,54 b 22335,86 £+ 1371,92 a 18351,13 + 14,86 b > 14 63 4
2021 21789,88 +472,18 b 27648,35+2206,74a  20177,49 £ 542,52 b ** (**) (***) (ns)
2019 4696,4 + 991,77 434255 + 678,93 3757,57 + 888,51 ns
Acilados 2020 3527,17 £90,20 b 4369,06 + 176,59 3834,45 + 270,58 b * 7 40 13
2021 5098,11 + 319,27 4980,78 + 272,19 4784,67 + 211,36 ns (ns) (**) (ns)
2019 8500,17 + 1216,15 9578,7 +2598,90 9089,48 + 741,24 ns
Di-OH 2020 5355,93 + 778,15 b 7841,27 + 847,75 a 6316,78 + 318,64 b * 22 41 8
2021 6713,45 + 376,69 b 8560,32 + 854,20 a 5635,59 + 852,43 b * **) (***) (ns)
2019 22747,97 + 6373,46 22417,82 + 1594,85 19193,48 + 4804,68 ns
Tri-OH 2020 11091,98 + 575,69 b 14494,59 +1159,45a  12034,35 + 309,82 b * 9 62 4
2021 15076,42 + 612,52 b 19088,03 + 1353,27 a  14541,90 + 698,68 b * (ns) (***) (ns)
2019 892,3 + 184,51 966,88 +219,20 774,38 + 148,76 ns
Acetatos 2020 812,02 £22,85¢ 1163,71 + 53,44 a 921,53 £59,51 b i 29 37 7
2021 1088,57 + 61,64 b 1290,26 + 69,82 a 1069,34 +75,29 b * (**) (***) (ns)
2019 3754,47 + 825,98 3316,53 + 460,85 2940 + 726,71 ns
Cumaratos 2020 2701,64 95,84 b 3190,61 £ 161,35 a 2898,27 + 210,17 ab * 5 39 14
2021 3933,05 + 272,10 3663,03 + 210,95 3670,87 + 180,99 ns (ns) **) (ns)

Tabla 5.5. Concentracién de antocianos (ug/g hollejo) en las uvas control y las procedentes de los tratamientos Me] y nano-Me] durante las campanas 2019, 2020 y 2021. Los

datos representan las medias + desviacién estandar. T: tratamiento; A: aftlada; TxA: interaccion tratamiento-afiada. Diferentes letras en la misma fila indican diferencias
significativas de acuerdo al test de LSD (p<0.05). Separacién por test de rango multiple al 99,9%*** (p < 0,001), 99%** (p< 0,01) y 95%* (p< 0,05); ns, no significativo.
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5.3.2. ANTOCIANOS EN VINOS

En la Tabla 5.6 se puede observar los resultados obtenidos para todos estos

compuestos analizados durante los tres afios consecutivos de estudio.

Al igual que sucedio con las uvas, en el afo 2019 los tratamientos no produjeron
efecto alguno sobre el total de los antocianos, tampoco sobre los diferentes grupos

analizados (acilados, no acilados, Tri-OH, Di-OH, acetatos, cumaratos o vitisinas).

En el afo 2020 el tratamiento con Me] produjo un aumento del 25% sobre el total
de antocianos, reflejando incrementos tanto en los antocianos no acilados como en los
acilados. Sin embargo el tratamiento con nano-Me]J no fue capaz de conseguir vinos con
mayor cantidad de antocianos, obteniéndose concentraciones inferiores de antocianos
acilados y dentro de éstos especialmente de los cumaratos en comparacion al vino
control. Las vitisinas lograron un aumento en el tratamiento con Me]J, sin embargo su
aporte al total de antocianos es muy pequeno, aunque siempre es interesante su
incremento dado que poseen una mayor estabilidad en el color que otros antocianos
(Morata et al., 2003); por otro lado con el tratamiento con nano-Me] estos compuestos no

llegaron a superar las concentraciones obtenidas en el vino control.

En el ano 2021 ambos tratamientos produjeron un incremento en el total de los
antocianos, con un 22% en el caso del Me] y de un 8% en el del nano-Me]. En el caso del
tratamiento con nano-Me] el aumento se debid principalmente al incremento

experimentado en los antocianos acilados y especialmente en los cumaratos.

Entre los resultados mostrados por otros autores, Porta et al. (2015¢ y 2016)
encontraron un aumento en los antocianos totales vinos de Tempranillo procedentes de
uvas tratadas foliarmente con Me]. Gil-Munoz et al. (2017b) mostraron diferentes
resultados en funcidn de la variedad estudiada, asi en vinos de Syrah se observo un
ligero incremento de los antocianos totales, en los de Monastrell este aumento fue

considerable, y finalmente en los vinos de Merlot no se detectd incremento alguno.

Comparando los resultados obtenidos en las uvas (Tabla 5.5) con los obtenidos
en los vinos (Tabla 5.6) podemos observar que la relacion entre ambos depende de la

afada y del tratamiento aplicado. Asi en el caso de MeJ, en los afios en los que se registrd
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un aumento de antocianos en las uvas (2020 y 2021) si que se pudo observar un mayor
contenido de antocianos en los vinos procedentes de las uvas tratadas. Por otro lado, en
el caso del tratamiento con nano-Me] aunque en el afio 2020 se registré un incremento
de antocianos en las uvas, éste luego no se reflejo en el vino. Esta dificultad que en
ocasiones se encuentra en la extraccion de los compuestos de interés desde la uva al vino
también ha sido mostrada por otros autores. Asi Portu el al. (2018b) en un estudio en el
que se aplico Me] sobre vifiedos de Tempranillo y Graciano, registraron aumentos en el
contenido de antocianos en las uvas de Tempranillo pero este incremento no se traslado
de modo significativo al vino; en el caso de Graciano tampoco se obtuvo una relaciéon
entre el incremento encontrado en uvas y el registrado finalmente en los vinos. Lo mismo
observd Gil-Munoz et al. (2017b) en uvas y vinos de la variedad Merlot cuando las
primeras fueron tratadas con Me]. Por otro lado Paladines-Quezada et al. (2019a) en su
estudio sobre vinedos de Monastrell tratados con Me] encontrd una buena correlacion
entre los antocianos encontrados en las uvas y después en sus vinos, de modo que se
mostrd en el ano 2016 un aumento en el contenido en antocianos y en el afio 2017
concentraciones inferiores respecto al control. Finalmente un estudio mas reciente en el
que se aplicaron tanto un tratamiento con Me] como con nano-Me]J sobre vides de
Tempranillo durante los afios 2019 y 2020, mostré que ninguno de los tratamientos
aplicados fueron capaces de incrementar el total de antocianos en vinos, tan solo en el
ano 2019 se detectd cierta tendencia a aumentar la concentracién de estos compuestos

aunque no de forma significativa (Pérez-Alvarez et al., 2022b).

Respecto al analisis multifactorial, pudimos observar que tal como ocurria en la
uva, el factor afada fue el que mas influyd en la variabilidad obtenida en los resultados
respecto a los diferentes tipos de antocianos medidos. Por otra parte, los tratamientos
influyeron de forma limitada, siendo los antocianos Tri-OH los que mas se vieron
afectados por este factor (21%) seguido de los antocianos totales (17%). La interaccion
entre ambos factores apenas tuvo importancia quedando por debajo del 10% para todos

los grupos de antocianos analizados.
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Analisis multifactorial

Anada Control Me] Nano-Me] p-value T (%) A(%) TxA (%)
Antocianos 2019 608,03 + 60,39 602,82 +41,76 559,58 + 55,55 ns
Totales 2020 423,32 +15,99 b 525,85 + 28,48 a 394,99 +41,21b ** 17 61 8
2021 554,12 +41,87 b 675,73 + 60,32 a 596,02 + 13,36 ab * ** (***) (ns)
2019 520,57 + 54,43 514,5 + 34,43 475,1 49,75 ns
No acilados 2020 364,06 +13,13 b 454,49 +26,92 a 342,67 +37,88 b * 19 55 8
2021 466,69 + 39,68 b 578,83 + 53,78 a 496,86 +12,11 b * (***) (***) (ns)
2019 78,99 + 4,99 78,78 £ 6,70 76,03 + 4,80 ns
Acilados 2020 57,30+ 3,64 b 69,05+1,90 a 50,84 + 3,59 ¢ * 4,66 79,39 9,57
2021 82,61+2,79b 91,90+ 5,86 a 94,99 +3,08 a * ** (***) (**)
2019 83,14 + 14,02 81,92 +7,28 85,2+ 15,54 ns
Di-OH 2020 61,1+7,68 74,37 + 25,57 61,01 +11,45 ns 8 25 8
2021 61,09 + 10,05 80,56 + 16,11 74 +3,78 ns (ns) *) (ns)
2019 437,43 + 41,01 432,58 + 30,86 389,9 + 34,34 ns
Tri-OH 2020 302,96 +11,27 b 380,12 +5,54 a 281,66 + 26,63 b e 21 60 7
2021 405,60 + 29,63 b 498,27 +37,73 a 422,87 +9,33 b * (*** (***) (ns)
2019 31,23+1,14 31,77 £1,42 29,94 + 1,90 ns
Acetatos 2020 19,13+1,05b 23,79+1,17 a 18,37+1,14b ** 11 79 5
2021 23,50+0,31b 28,92 +2,60 a 26,59 + 0,74 ab * (***) (***) (**)
2019 47,75 + 3,86 47,01 +5,30 46,1+ 3,14 ns
Cumaratos 2020 38,17+2,73b 45,26 + 0,97 a 32,48 +2,76 ¢ * 2 83 9
2021 58,93 +2,89b 62,96 + 3,52 ab 68,30 + 2,46 a * (ns) (***) (***)
2019 8,47 +1,19 9,53+0,71 8,45+ 1,36 ns
Vitisinas 2020 1,97 £ 0,34 ab 2,31+036a 1,48+0,13b * 2 93 0
2021 4,82 +1,17 5+0,81 4,17 +0,17 ns (ns) (***) (ns)

Tabla 5.6. Concentracion de antocianos (mg/L) en vinos procedentes de uvas control y las tratadas con MeJ y nano-Me] durante las campanas 2019, 2020 y 2021. Los datos

representan las medias + desviacion estandar. T: tratamiento; A: afiada; TxA: interaccidn tratamiento-afiada. Diferentes letras en la misma fila indican diferencias significativas

de acuerdo al test de LSD (p<0.05). Separacién por test de rango multiple al 99,9%** (p <0,001), 99%** (p< 0,01) y 95%* (p< 0,05), ns: no significativo.
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5.3.3. ESTILBENOS EN UVAS

La Tabla 5.7 muestra las concentraciones encontradas en las pieles de las uvas
control y las tratadas con Me] y nano-Me] para los diferentes estilbenos analizados, asi

como para el total de estilbenos llevados a cabo en los tres afios de estudio (2019-2021).

Con respecto a los diferentes afios de estudio podemos observar como los
resultados fueron variables en funcion de la afada estudiada. El afio 2019 fue el afio en
el que mayor cantidad de estilbenos se detectaron en la uva, los valores que presentaron
las muestras control duplicaron a las encontradas en los afios 2020 y 2021. En el afio 2019,
como ya se comento en el apartado 4.3.3, antes del momento de vendimia se produjo un
episodio de lluvias abundantes y quiza posibles indicios de aparicion de focos de

podredumbre, lo que pudo inducir una mayor sintesis de estilbenos.

Respecto a la influencia de los tratamientos en los resultados obtenidos, en el afio
2019 el tratamiento con Me] no tuvo demasiada influencia en la concentracion de
estilbenos analizados, provocando un incremento en el total de los estilbenos estudiados
del 7,4% aunque sin llegar a ser significativo. Sin embargo el tratamiento con nano-Me]
tuvo mayor incidencia llegando a incrementar el total de estilbenos en un 19% con
respecto a las uvas control, e incrementando individualmente los contenidos en trans-
piceido, piceatanol y trans-resveratrol. Durante el afio 2020 se mostro cierta tendencia a
aumentar la cantidad de cis-piceido y sobre todo trans-resveratrol con el tratamiento de
Me]J, por otro lado el tratamiento con nanoparticulas mostrd incluso una pequena
tendencia a disminuir trans-resveratrol y e-Viniferina pero en ningun caso fue
significativo. Este escaso efecto de los tratamientos durante este afio pudo deberse al
mayor impacto que tuvieron las temperaturas por encima de 35°C, las cuales se ha
descrito que tienen incidencia en la expresion de los genes de la estilbeno-sintetasa,
suprimiendo su expresién cuando esto ocurre (Kim et al., 2018). Finalmente, en el afio
2021 se encontré un comportamiento similar al encontrado en 2019 pero con mayor
efecto por parte de los tratamientos, asi en el tratamiento con Me] se registré un
incremento del 20% en el contenido total de estilbenos con respecto a la uva control, pero

sin llegar a ser significativo, por otro lado el nano-Me] si que aument6 de manera
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destacada todos los estilbenos estudiados, llegando a incrementar la suma de todos ellos

en un 75% respecto a las uvas control.

Comparando los resultados obtenidos en nuestro estudio con los encontrados
por otros autores podemos encontrar similitudes y disparidades. Asi, Gil-Mufioz et al.
(2017a) en un estudio sobre vifiedos de Monastrell y Tempranillo tratados con Me]
durante dos afios, detectaron un incremento importante de estilbenos en uvas
Monastrell en el afio 2015 pero un descenso en uvas Tempranillo en el afio 2014, por lo
que los resultados dependieron tanto del afio como de la variedad. Por otro lado, Portu
et al. (2018a) en tratamientos con Me] sobre uva Tempranillo y Graciano durante dos
anos, registraron aumentos en los estilbenos en ambas variedades y en los dos afos de

estudio.

En relacion a estudios que incluyen el empleo de nanoparticulas que contienen
Me], Parra-Torrejon et al. (2021) mostraron en vifiedos de Monastrell un incremento
similar tanto cuando se aplic6 Me] en forma convencional o en forma de nanoparticulas,
este ultimo con una dosis de aplicacion 10 veces inferior en Me]J. Otro estudio mas
reciente que incluye tratamientos sobre vifiedos de Tempranillo durante los afios 2019 y
2020, mostro que los tratamientos no tuvieron efecto en el afio 2019 aunque si que se
encontré un incremento en el total de estilbenos en el tratamiento con nano-MeJ en el

ano 2020 (Garde-Cerdan et al., 2023a).

Por ultimo y fijdndonos en el analisis multifactorial, pudimos observar que el
factor anada fue el que mas influy¢ en la variabilidad de los resultados obtenidos, siendo
remarcable en el caso de la e-viniferina (92%) seguido por el trans-resveratrol (67%). Por
otro lado, los compuestos mas afectados por los tratamientos fueron trans-piceido (21%),
piceatanol (21%) y cis-piceido (23%). La interaccidn entre ambos factores fue significativa

para todos los compuestos medidos.

Como conclusidn final y atendiendo a nuestros resultados podemos decir que el
tratamiento con nano-MeJ mostré una mayor eficacia en el proceso de elicitacion de
estilbenos que el tratamiento convencional con Me], con la ventaja de que el nano-Me]
es aplicado con un contenido en MeJ 10 veces inferior al tratamiento convencional y

actda de manera mas eficiente y controlada.
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Andlisis multifactorial

Anada Control Me] Nano-Me] p-value T (%) A(%) TxA (%)
2019 0,17+0,01 b 0,13+0,01b 0,47 £ 0,03a o
trans-piceido 2020 1,75 +0,35 1,85+0,61 1,79 + 0,40 ns 21 40 35
2021 1,04+054b 1,35+047 b 5,42 +0,68 a o () () (***)
2019 0,06+0,01b 0,07+0,01b 0,13+0,00 a o
Piceatanol 2020 0,35+0,05 0,37 £ 0,06 0,36 = 0,09 ns 21 41 37
2021 0,36 +0,11 b 0,38+0,13b 1,62+0,03 a o () (*** (***)
2019 0,77 £0,08 0,5+0,05 0,77+0,18 ns
cis-piceido 2020 2,66 + 0,59 3,87 +1,06 4,13 +1,69 ns 23 43 27
2021 1,14+0,25b 1,13+0,30b 5,67 +0,62 a o (*** (*** (***)
2019 50,60 + 4,08 b 54,47 + 1,98 b 64,95 +1,59 a **
trans-resveratrol 2020 26,17 +7,70 41,2+10,76 20,75+ 1,18 ns 8 67 16
2021 32,92 + 3,52 40,4 +3,90 44,58 + 7,46 ns **) (*** (***)
2019 67,35 +4,76 72,58 + 3,44 75,28 +1,23 ns
e-viniferina 2020 22,29 + 3,88 15,27 +1,16 20,69 +7,13 ns 3 92 3
2021 21,24+0,86 b 25,06 +4,22 b 42,30+ 1,65a o (*** (*** (***)
2019 118,95+8,51 b 127,76 + 5,47 b 141,60 + 2,56 a *
Totales 2020 53,23 + 8,37 62,56 + 10,18 47,71+ 6,13 ns 6 85 7
2021 56,70 2,97 ¢ 68,32+ 6,00 b 99,58 + 4,65 a o () () ()

Tabla 5.7. Concentracion de estilbenos (ug/g hollejo) en las uvas control y las procedentes de los tratamientos MeJ y nano-Me] durante las campafas 2019, 2020 y 2021. Los
datos representan las medias + desviacion estandar. T: tratamiento; A: aflada; TxA: interaccién tratamiento-afiada. Diferentes letras en la misma fila indican diferencias
significativas de acuerdo al test de LSD (p<0.05). Separacién por test de rango multiple al 99,9%*** (p < 0,001), 99%** (p< 0,01) y 95%* (p< 0,05), ns: no significativo.
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5.3.4. ESTILBENOS EN VINOS

La cantidad de estilbenos encontrada en el vino dependera en primer lugar de la
que se encuentra en la piel de las uvas y posteriormente del proceso tecnoldgico durante
el proceso de vinificacion que se lleve a cabo mediante el cual son extraidos. De los
resultados mostrados en la Tabla 5.8 pudimos observar que la extraccion de estos
compuestos en el vino fue dispar durante los tres afios estudiados, como ya comentamos

en el apartado 4.3.4.

Los resultados del afio 2019 mostraron que los vinos procedentes de uvas
tratadas con Me] consiguieron una concentracion en estilbenos que duplico a la obtenida
en el vino control, principalmente debido al incremento observado en el trans-
resveratrol. Sin embargo, el tratamiento con nano-MeJ que en las uvas consiguié un
mayor aumento que el tratamiento con MeJ, solo mostro su efecto en el vino de manera
parcial, ya que consigui6 incrementar un 16% los estilbenos totales, pero sin llegar a ser
éste valor significativo. Este aumento se debid sobre todo al incremento observado en el
trans-resveratrol. En el afio 2020 pudimos observar una mayor concordancia entre los
estilbenos encontrados en las uvas y los que finalmente fueron trasladados al vino, ya
que ningun tratamiento obtuvo un efecto significativo, ni en las uvas, ni en los vinos.
Finalmente el afo 2021 los vinos procedentes de uvas tratadas con nano-Me]
consiguieron unos valores totales superiores al control y al tratamiento con Me], al igual
que sucedid en las uvas. Este incremento se debid a la mayor concentracion encontrada

en piceatanol, frans-resveratrol y e-viniferina.

Esta variabilidad en la extraccion final de los estilbenos en el vino debe tener una
relacion, al igual que ocurre con otros compuestos fendlicos, con la estructura y
composicion de la pared celular de la piel de las uvas, que como anteriormente hemos
visto se ve afectada tanto por los tratamientos como por la ahada. Ademas, los estilbenos
extraidos en el vino sufren procesos de hidrdlisis enzimatica de las formas glicosiladas

y a su vez procesos de trans-cis isomerizacion (Bavaresco et al., 2012).

Autores como Portu el al. (2015¢) observaron un incremento en el total de
estilbenos, sobre todo debido al aumento en trans-piceido, en vinos procedentes de uvas

tratadas con Me]. Por otro lado Gil-Mufioz et al. (2017a) en su estudio sobre la aplicacion
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foliar de MeJ sobre uva Monastrell y Tempranillo, encontraron también diferencias en la
extraccion de estilbenos al vino dependiendo de la afiada y de la variedad; en vinos de
Monastrell detectaron incrementos en los estilbenos totales ambos anos de estudio
mientras que en los de Tempranillo solo se consiguié aumentarlos en una de las anadas
estudiadas. Otro estudio mas reciente de Pérez-Alvarez et al. (2022b) sobre vinos
obtenidos de uvas de Tempranillo que habian sido tratadas foliarmente con MeJ y nano-
Me]J, describieron comportamientos diferentes dependiendo de la afiada, en 2019 solo en
el tratamiento con Me] se consiguid incrementar el contenido en trans-resveratrol, sin
embargo en el afio 2020 ambos tratamientos consiguieron aumentos en trans-piceido, y
trans y cis-resveratrol aunque la suma total de estilbenos solo mostré cierto aumento que

no llego a ser significativo para ninguno de los dos tratamientos.

En relacidn al analisis multifactorial, de nuevo la afiada fue el factor determinante
en los resultados obtenidos, sobre todo en el caso de e-viniferina (84%). El tratamiento
por si solo tuvo poca influencia alcanzando valores significativos solo en cis-piceido,
trans-resveratrol y en los estilbenos totales, pero con unos valores muy pequenos. En
cambio la interaccion tratamiento-afiada mostr6 terner cierta importancia en parametros

como el trans-piceido, piceatanol, cis-piceido, trans-resveratrol y en el sumatorio total.
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Analisis multifactorial

Anada Control Me] Nano-Me] p-value T (%) A (%) TxA (%)
2019 0,77+0,10b 1,20+ 0,22 a 0,74+0,14b *
trans-piceido 2020 1,88 + 0,30 1,34 £ 0,20 1,38 + 0,06 ns 4 55 29
2021 1,23+0,21 1,04 +0,22 1,24 +0,14 ns (ns) (**) (*)
2019 0,23+0,04 0,21+£0,05 0,15+0,01 ns
Piceatanol 2020 0,14 £ 0,06 0,08 £0,01 0,09 £ 0,01 ns 1 74 17
2021 0,31+0,02b 0,34+0,05b 0,52 +0,04a i (ns) (***) (***)
2019 0,73+0,15 0,75+0,11 0,68 +0,07 ns
cis-piceido 2020 1,36 £ 0,17 1,39 +£ 0,06 1,18 + 0,05 ns 8 66 19
2021 1,91+0,14 a 1,07 £ 0,09 ¢ 1,51+£0,09b id (***) (***) (***)
2019 1,99 + 0,69c 6,35+0,19 a 330+0,14b d
trans-resveratrol 2020 1,35+ 0,15 1,2+0,11 1,08 + 0,06 ns 8 69 16
2021 6,15+095b 8,20+1,32b 13,11+1,36 a o (*** (*** (***)
2019 2,03+0,25 2,42 +0,22 1,8 £ 0,64 ns
e-viniferina 2020 1,13+0,22 a 0,69 + 0,20 ab 044 +0,03b * 1 84 9
2021 391+0,61b 3,82+0,54b 564+0,10 a * (ns) (***) (***)
2019 576+092b 10,93 £0,76 a 6,68+043b o
Totales 2020 5,87 +0,90 4,7 +0,37 4,17 + 0,06 ns 3 74 16
2021 13,49+1,78b 14,47 +2,19b 22,01+1,56a ** ** (*** (***)

Tabla 5.8. Concentracion de estilbenos (mg/L) en vinos procedentes de uvas control y tratadas con Me] y nano-Me] durante las campafias 2019, 2020 y 2021. Los datos

representan las medias + desviacién estandar. T: tratamiento; A: aflada; TxA: interaccidn tratamiento-afiada. Diferentes letras en la misma fila indican diferencias significativas

de acuerdo al test de LSD (p<0.05). Separacién por test de rango multiple al 99,9%*** (p <0,001), 99%** (p< 0,01) y 95%* (p< 0,05), ns: no significativo.
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5.3.5. PROANTOCIANIDINAS EN LOS HOLLEJOS Y SEMILLAS DE LAS UVAS

La Tabla 5.9 muestra los valores encontrados para las PAs totales de hollejos y
semillas obtenidas después del proceso de floroglucinolisis, asi como para los valores de

gMP y el %Gal.

Como ya se comentd en el apartado 4.3.5, relativo al efecto de la urea en sus dos
formas de aplicacion, los valores obtenidos para PAs totales de las uvas control variaron
notablemente segun el afo de estudio. Por otro lado el mayor gMP tanto en hollejos como
en semillas se detectd en 2020 (Tabla 5.9(A) y (B)), debido al mayor grado de maduracién

obtenida ese ano en la uva.

A Hollejo
Control Me] Nano-Me] p-value

PAs Total  8627,35 + 872,42 7841,29 + 245,73 8311,03 + 426,28 ns

2019 gMP 14,36 + 1,76 11,78 + 1,31 13,64 + 0,77 ns
%Gal 3,49 + 0,26 2,78 +0,56 2,8+0,18 ns

PAs Total  10294,75 + 792,39 9104,74 + 892,06 9541,54 + 443,67 ns

2020 gMP 17,27 +0,78 a 13,92+0,72 b 13,98 +0,81b *
JoGal 1,16 £ 0,14 1,23+0,10 1,35+0,16 ns

PAs Total  6104,03 + 763,55 7890,29 +1289,43  5707,59 + 1396,39 ns

2021 gMP 14,14 + 0,80 15,14 + 1,42 16,29 + 0,34 ns
%Gal 1,41 +0,28 1,35+ 0,15 1,44 + 0,21 ns

B Semilla
Control Me] Nano-Me] p-value

PAs Total 42682,29 +3366,48a 37026,95 + 684,43 a 30090,50 +2489,24b  **
2019 gMP 5,69 +0,14 b 582+0,17b 6,74 + 0,04 a
%Gal 14,12+ 0,35 b 14,93 + 0,42 ab 15,72+ 0,37 a *

PAs Total 15169,41 +2122,90  22078,12 + 6223,07  23127,46 + 4481,46 ns

2020 gMP 7,74 + 0,49 7,64 + 0,31 7,28 + 0,25 ns
%Gal 14,78 + 0,08 14,8 + 0,53 15,11+ 0,25 ns

PAs Total 27761,97 +1661,78 a 29332,08 +4394,04 a 21819,90 + 1329,98 b *

2021 gMP 6,62 + 0,09 6,71+ 0,15 6,96 + 0,32 ns
JoGal 13,15+ 0,63 12,58 + 0,34 12,96 + 0,36 ns

Tabla 5.9. Concentracion de proantocianidinas (PAs) totales, grado medio de polimerizacion (gMP) y % de
galoilacién (%Gal) tras reaccién de floroglucinolisis en (A) hollejo fresco (pg/g hollejo) y en (B) semillas (ug/g
semilla) de las uvas control y las tratadas con Me] y nano-Me]J durante las camparias 2019, 2020 y 2021.
Diferentes letras en la misma fila indican diferencias significativas de acuerdo al test de LSD. Separacién por
test de rango multiple al 99,9%*** (p < 0,001), 99%** (p< 0,01) y 95%* (p< 0,05), ns: no significativo.
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El porcentaje de galoilacion (%Gal) en pieles (Tabla 5.9(A)) fue bastante mayor en
2019 que en las siguientes afiadas, pudiendo deberse en parte al menor grado de
maduracion de este afno, sin embargo aunque el %Gal correspondiente a las semillas (Tabla

5.9(B)) siempre es mayor que en pieles, apenas se vio modificado de una afiada a otra.

Respecto al efecto de los tratamientos sobre el sumatorio total de PAs, observamos
que el encontrado en los hollejos no fue significativo, aunque si pudimos observar cierta
tendencia a obtener concentraciones inferiores con ambos tratamientos en los afios 2019 y
2020. Sin embargo en el afio 2021 se detectd un aumento en el tratamiento con Me] y una
disminucion en el tratamiento con nano-Me] pero sin llegar a ser ninguno de los dos
significativos. En cuanto al efecto de los tratamientos sobre gMP de las PAs de las pieles
(Tabla 5.9(A)), pudimos observar un descenso de este parametro en los afios 2019 y 2020
cuando se aplicaron tanto el Me] como el nano-Me]J, siendo significativo solo en el segundo
ano, al contrario de lo que ocurrié en 2021, donde la tendencia fue a incrementarlo cuando
se aplicaron ambos tratamientos. El %Gal de las PAs de la piel solo descendio en el afio 2019

en ambos tratamientos sin llegar a ser significativo.

En las diferentes fracciones obtenidas tras la floroglucinolisis (Figura 5.2(A)), el
efecto general encontrado en los hollejos, con poca afectacién por parte de los tratamientos,
se mantuvo. Asi las Unicas fracciones que vieron modificada su concentracion fueron el
aducto Cat-Ext en el afio 2021, que mostrd un incremento en el tratamiento con Me] y una
disminucion en el de nano-Me]. Por otro lado la Cat-T se vio incrementada el afio 2020 por
ambos tratamientos y finalmente el aducto Ep-3-O-g-Ext se vio disminuido el afio 2019 por

ambos tratamientos.

Por otro lado, en las semillas se encontraron diversos comportamientos
dependiendo de la afiada, asi en el afio 2019 se siguid la tendencia marcada en los hollejos
con concentraciones inferiores en las PAs totales en las pepitas de las uvas tratadas con Me]
(aunque no llegaron a ser significativas) siendo este hecho mas acusado en el tratamiento
con nano-MeJ. En contraste, en el ano 2020 se detectaron aumentos en ambos tratamientos
pero de nuevo sin ser significativos. Finalmente en el afio 2021 los valores encontrados en
las semillas de las uvas tratadas siguieron un comportamiento similar al encontrado en las

pieles, es decir un aumento no significativo en el tratamiento con MeJ y una menor
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concentracion en el tratamiento con nano-Me] en comparacion con las uvas control. El
efecto encontrado sobre el gMP en las semillas (Tabla 5.9(B)) fue menor, tan solo en el afio
2019 se registré un aumento en el tratamiento con nano-Me]. Por otro lado, el %Gal solo se

vio incrementado de forma importante en el nano-tratamiento en el afio 2019.

En relacion a los resultados encontrados para las distintas fracciones en las semillas
(Figura 5.2(B)), pudimos observar que en el afio 2020 cada una de las fracciones de PAs de
las uvas procedentes de ambos tratamientos mostré un aumento, aunque ninguno de ellos
de un modo significativo. Por otro lado, en los afios 2019 y 2021 los resultados mostraron
un comportamiento diferente, asi en el afio 2019 se detectaron concentraciones inferiores
generalizadas en los tratamientos con Me] y mucho mas acusadas en los tratamientos con
nano-Me] cuando las comparamos con las obtenidas en el control, aunque en ocasiones no
llegaron a ser significativos. Sin embargo en el afio 2021 el tratamiento con Me] apenas tuvo
incidencia y el nano-Me]J siguié mostrando valores inferiores generalizados en todas las

fracciones analizadas.

Similar a lo mostrado en nuestro estudio, los resultados encontrados por otros
autores en tratamientos con Me]J son dispares, asi Ruiz-Garcia et al. (2012) en hollejos de
Monastrell detectaron un incremento en la suma total de todas las fracciones de PAs
durante dos afios consecutivos de estudio, sin embargo el resultado encontrado en semillas
fue distinto cada afio, tan solo en una de las afiadas se observaron esos incrementos. Por
otro lado, los mismos autores en otro estudio sobre diferentes clones de Monastrell
observaron que el comportamiento era diferente dependiendo del clon, detectando tanto
incrementos como disminuciones en las PAs totales en los hollejos y semillas de las uvas
tratadas (Ruiz-Garcia et al., 2013). Otros autores como Gil-Mufioz et al. (2017c) en uvas de
Monastrell y Tempranillo y tras tratamientos foliares con Me]J, detectaron diversos
comportamientos dependiendo de la afiada estudiada, de este modo en el afo 2014 en
Monastrell se encontrd un incremento en el total de PAs en hollejos pero el contenido en las
pepitas no se vio afectado, sin embargo en Tempranillo se detecté un menor valor respecto
a las uvas control tanto en las PAs de la piel como de las de las semillas. En la siguiente
afilada, en Monastrell no se produjo modificacidon en la PAs procedente de las pieles, pero
si de las semillas que aumentaron; sin embargo en Tempranillo incrementaron tanto las
procedentes de las pieles como de las semillas. Finalmente, Paladines-Quezada (2021) vio
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que en general el tratamiento con Me] no afect6 a la cantidad de PAs totales ni en hollejos
ni en semillas en su estudio durante dos afiadas. En relacion al gMP y %Gal, los resultados
de otros autores mostraron una dependencia tanto de la afiada como de la variedad en los
valores obtenidos. De este modo Ruiz-Garcia et al. (2012), en uvas de Monastrell tratadas
con Me], solo registraron un incremento en el gMP de las pieles en una de las dos anadas
estudiadas, por otro lado no encontraron cambio alguno en el valor correspondiente en las
semillas, ademas los %Gal de pieles y semillas tampoco se vieron afectados. Gil-Mufioz et
al. (2017c) en uvas de Tempranillo y Monastrell detectaron un comportamiento variado
para el gMP y el %Gal de las PAs durante los dos afios de estudio, tanto en el caso de los
hollejos como de las semillas. Paladines-Quezada (2021) solo halléd un descenso en una de
las afiadas estudiadas para el gMP de las pieles y para el %Gal los resultados fueron

diferentes dependiendo de la afiada y si se trataba de pieles o semillas.

Los estudios llevados a cabo con nanoparticulas que contengan Me] son mucho mas
escasos, tan solo estd referenciado el estudio de Gil-Mufoz et al. (2023) que estudiaron el
efecto de los tratamientos Me] y nano-Me]J en la evolucion en el contenido de diversos
compuestos fenolicos durante la maduracion de Monastrell, en este caso en los diferentes
momentos de maduracion se encontraron variaciones en la suma total de PAs de la piel
dependiendo del tratamiento aplicado, aunque en el momento de vendimia no se hallaron
diferencias significativas entre el control y los tratamientos con Me] y nano-Me]. Ademas,
el gMP y el %Gal tampoco se vieron afectados por ninguno de los tratamientos aplicados

en el momento de la vendimia.
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Figura 5.2. Concentracion de las diferentes fracciones de proantocianidinas en (A, C, E) hollejo fresco (ug/g
hollejo) y en (B, D, F) semillas (ug/g semilla) en las uvas control y las tratadas con Me] y nano-Me] durante las
campanas 2019, 2020 y 2021. EpG-Ext, (-)- epigalocatequina-floroglucinol; Cat-Ext, (+)-catequina-
floroglucinol; Ep-Ext, (-)epicatequina-4-floroglucinol; Cat-T, (+)-catequina terminal; Ep-3-O-g-Ext, (-)-
epicatequina-3-orto-galato-floroglucinol; Ep-T, (-)-epicatequina terminal; Ep-3-O-g-T, (-)-epicatequina-3-orto-
galato terminal.Las barras representan las medias *desviacion estandar. Diferentes letras en el mismo grupo
de barras indican diferencias significativas de acuerdo al test de LSD 95%(p < 0,05).
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El analisis multifactorial mostrado en la Tabla 5.10, nos indico la escasa influencia
de los tratamientos tanto en las PAs de los hollejos como de las semillas, siendo la Cat-T de
los hollejos junto con la Cat-Ext de las semillas las mas afectadas por éstos con un 16% y
14% respectivamente. En cualquier caso la anada fue el factor determinante para los
resultados de todas las fracciones analizadas. La interaccion tratamiento-afio tuvo algo de
mayor incidencia en las semillas, llegando a alcanzar el 29% en el caso de la Cat-Ext. E1 gMP
y el %Gal tampoco se vieron apenas afectados por los tratamientos, siendo de nuevo la

afada el factor determinante

Hollejos Semillas
T (%) A (%) TxA (%) T (%) A (%) TxA(%)

Total Ons 60*** 16 ns 5* 64*** 19**
EpG-Ext 3ns 59#** 14 ns nd nd nd
Cat-Ext 3ns 22%4% 13%** 14* 35%* 29**
Ep-Ext Ons 100*** Ons 5* 63*** 20%*
Cat-T 16* 46*** 9ns 8* 56%** 23**
Ep-3-O-g-Ext 2ns 84 7 ns Ons 1007 Ons
Ep-T 2ns 50%** 15 ns Ons 100*** Ons
Ep-3-O-g-T nd nd nd 7* 64* 18%*
gMP 12% 38*** 25%* 3 ns 71 14**

%Gal 2ns 83*** 8** 6* 725 9*

Tabla 5.10. Analisis multifactorial de las distintas fracciones de proantocianidinas (EpG-Ext,(-)-
epigalocatequina-floroglucinol; Cat-Ext, (+)-catequina-floroglucinol; Ep-Ext, (-)epicatequina-4-floroglucinol;
Cat-T, (+)-catequina terminal; Ep-3-O-g-Ext, (-)- epicatequina-3-orto-galato-floroglucinol; Ep-T, (-)-
epicatequina terminal; Ep-3-O-g-T, (-)-epicatequina-3-orto-galato terminal), grado medio de polimerizacion
(gMP) y % de galoilacién (%Gal) en hollejo y en semillas con los factores tratamiento (T), afiada (A) y la
interaccion tratamiento y afiada (TxA). Separacién por test de rango multiple al 99,9%** (p < 0,001), 99%** (p<
0,01), 95%* (p< 0,05) y ns, no significativo.

5.3.6. PROANTOCIANIDINAS EN VINOS

La Tabla 5.11 muestra las concentraciones totales de PAs en los vinos control y en
los elaborados a partir de uvas tratadas con MeJ y con nano-Me], asi como los valores de

gMP y el %Gal después de la fermentacion alcohdlica.

Como ya se comento en el apartado 4.3.6, a pesar de las diferencias encontradas en
las PAs en hollejos y semillas de las uvas control en los diferentes afios de estudio, los
valores encontrados en los correspondientes vinos no son tan dispares, no pudiéndose

establecer una correlacién entre el contenido en las uvas y el obtenido en los vinos.
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De modo general las PAs totales no se vieron modificadas por los tratamientos,
aunque en el afio 2019 se observo una tendencia a incrementar en ambos tratamientos,
aunque sin llegar a ser significativo. Respecto al gMP solo se observo un ligero descenso
para el tratamiento con nano-Me]J en el afio 2021. Por otro lado, el %Gal no se vio modificado
en ningun caso. Un mayor %Gal provoca mayor amargor y astringencia en los vinos
(Lesschaeve y Noble, 2005) por tanto nuestros vinos no se vieron afectados sensorialmente

en ese aspecto, como luego se comprobo en la cata.

Anada Control Me]J Nano-Me] p-value

PAs Total 428,01+54,04  462,08+19,63 463,87 £57,92 ns

2019 gMP 3,66 +0,13 3,45+0,14 3,59 + 0,09 ns
%Gal 6,89 +2,43 6,37 + 0,36 5,94 + 0,25 ns

PAs Total 498,92 + 20,71 513,21 + 65,41 462,56 +2221 ns

2020 gMP 4,73 +0,37 4,39 +0,34 4,34 + 0,07 ns
%Gal 3,47 +0,23 3,24+0,61 3,01 £0,08 ns

PAs Total 513,55 +82,12 561,59 +31,32 503,25 + 34,99 ns

2021 gMP 5,52 +0,05b 5,78 +0,08 a 539+0,11b **
%Gal 3,34+0,23 2,97 +0,19 3,17 +0,23 ns

Tabla 5.11. Concentracién de proantocianidinas (PAs) totales (mg/L), grado medio de polimerizacién (gMP) y
% de galoilacion (%Gal) en vinos procedentes de las uvas control y las tratadas con Me] y nano-Me] durante
las campafias 2019, 2020 y 2021. Diferentes letras en la misma fila indican diferencias significativas de acuerdo
al test de LSD (p<0.05). Separacién por test de rango multiple al 99,9%*** (p <0,001), 99%** (p< 0,01), 95%* (p<
0,05), ns: no significativo.

En relacion a las diferentes subunidades de las PAs (Figura 5.3) los tratamientos
tuvieron un escaso impacto en las distintas fracciones de las PAs obtenidas en los vinos, tan
solo se vio afectada la fraccion de Ep-3-O-g-Ext con un incremento en el tratamiento con

Me] y solo en la afada de 2019.
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Figura 5.3. Concentracion de las diferentes fracciones de proantocianidinas en vinos (mg/L) procedentes de
uvas Monastrell control y tratadas con Me] y nano-Me] durante las campafias (A) 2019, (B) 2020 y (C) 2021 al
final de la fermentacién alcoholica. EpG-Ext,(-)- epigalocatequina-floroglucinol; Cat-Ext, (+)-catequina-
floroglucinol; Ep-Ext, (-)epicatequina-4-floroglucinol; Cat-T, (+)-catequina terminal; Ep-3-O-g-Ext, (-)-
epicatequina-3-orto-galato-floroglucinol; Ep-T, (-)-epicatequina terminal; Ep-3-O-g-T, (-)-epicatequina-3-orto-
galato terminal. Las barras representan las medias *desviacion estandar. Diferentes letras en la misma fila
indican diferencias significativas de acuerdo al test de LSD, 95%* (p < 0,05).
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Los resultados encontrados por otros autores en vinos procedentes de uvas tratadas
con Me]J, al igual que en las uvas, son dispares, Ruiz-Garcia et al. (2012) en su estudio en
dos anadas consecutivas solo encontraron un incremento en una de ellas, Gil-Munoz et al.
(2017c) detectaron, dependiendo de la variedad y de la anada, efectos no significativos pero
también incrementos y descensos en el contenido total de PAs. Finalmente, Paladines-
Quezada (2021) encontro6 en vinos de Monastrell un aumento en el afio 2016 y un descenso
no significativo en la afiada siguiente. En relacion al gMP y el %Gal, diversos autores
también han encontrado disparidad de comportamientos en estos dos parametros
dependiendo de la anada y también de la variedad (Paladines-Quezada, 2021; Gil-Mufioz
et al. 2017¢; Ruiz-Garcia et al., 2012).

El analisis multifactorial (Tabla 5.12) llevado a cabo nos confirmo el escaso efecto de
los tratamientos sobre el total y cada una de las fracciones de las PAs analizadas, aunque
fue en el parametro de PAs totales donde el % de la varianza explicada por el factor afio fue
menor (32%). Por otro lado, el factor determinante fue la anada en todos los casos
estudiados, siendo los parametros mas afectados la Cat-Ext (97%), Ep-T (91%), Cat-T (90%).
La interaccion afio-tratamiento tampoco mostro relevancia alguna. Finalmente en el caso
de gMP y el %Gal fue la afiada también el factor determinante explicando un % de varianza

del 94% y 80% respectivamente.

Vino Analisis multifactorial
T (%) A(%) TxA (%)

Total 9ns 32% 7 ns
EpG-Ext 5ns 54 13 ns
Cat-Ext 1ns Q7*** Ons
Ep-Ext 4 ns 57*** 4ns
Cat 2ns 90*** 1ns
Ep-3-O-g--Ext 7% 5gxx 18%*
Ep-T 1ns 91*** 1ns
Ep-3-O-g 3ns 497+ 7 ns
gMP 1ns 94*** 2 ns
%Gal 2ns 80*** 1ns

Tabla 5.12. Analisis multifactorial de las distintas fracciones de proantocianidinas (EpG-Ext,(-)-
epigalocatequina-floroglucinol; Cat-Ext, (+)-catequina-floroglucinol; Ep-Ext, (-)epicatequina-4-floroglucinol;
Cat-T, (+)-catequina terminal; Ep-3-O-g-Ext, (-)- epicatequina-3-orto-galato-floroglucinol; Ep-T, (-)-
epicatequina terminal; Ep-3-O-g-T, (-)-epicatequina-3-orto-galato terminal), grado medio de polimerizacién
(gMP) y % de galoilacion (%Gal) en vinos elaborados a partir de uvas control y las tratadas con Me]J y con
nano-Me], T: tratamiento, A: afada y TxA: interaccion tratamiento y afiada. Separacién por test de rango

multiple al 99,9%** (p < 0,001), 99%** (p< 0,01) y 95%* (p< 0,05).
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5.3.7. PARAMETROS ESPECTROFOTOMETRICOS DE LOS VINOS

En la Tabla 5.13 se recogen los principales pardmetros espectrofotométricos de
los vinos obtenidos a partir de las uvas control y las procedentes de los tratamientos al

final de fermentacién alcohdlica.

Los pardmetros espectrofotométricos de los vinos control mostraron diferencias
en los distintos afos estudiados, como ya se vio en el apartado 4.3.7. Respecto al IPT, el
ano 2019 mostro valores inferiores a 2020 y 2021. En cuanto a la IC, en el afio 2021 se
alcanz6 la mayor intensidad. El tono apenas se modificé de un afio para otro, aunque el

ano 2019 resulto algo inferior a las otras dos afnadas.

En cuanto al efecto de los tratamientos, el IPT en el 2019 mostré un pequefio
incremento en ambos tratamientos con Me] (tanto en forma convencional como con las
nanoparticulas) aunque sin llegar a ser significativo. Sin embargo, en el afo 2020 el
tratamiento con Me] mostré6 un aumento estadisticamente significativo en este
parametro, aunque éste no se alcanzo en los vinos elaborados con uvas tratadas con
nano-Me]. Finalmente, en el afio 2021 solo observamos un pequefio descenso en el
tratamiento con Me] aunque no fue significativo. Otros autores mostraron resultados
diferentes a los nuestros, asi Ruiz-Garcia et al. (2012) y Paladines-Quezada (2021)
encontraron incrementos en el valor de IPT en vinos procedentes de uvas Monastrell
tratadas con MeJ, al igual que Porta et al. (2015c) lo hizo en los vinos de la variedad
Tempranillo, aunque en este Gltimo caso no de un modo significativo. Por otro lado
Pérez-Alvarez et al. (2022a) en tratamientos con MeJ y nano-MeJ sobre Monastrell

durante dos afios consecutivos no detecté cambios en el IPT de sus vinos.

La IC se vio incrementada los afios 2020 y 2021 en el tratamiento con Me] aunque
no de manera significativa. Esto coincide con el incremento en los antocianos observado
en los vinos de estas anadas. Estos resultados son similares a los mostrados por Ruiz-
Garcia et al. (2012) y Portt et al. (2015) en vinos de uvas tratadas con Me] de las
variedades Monastrell y Tempranillo respectivamente. También Paladines-Quezada
(2021) mostro resultados similares aunque este ultimo solo encontré un incremento de
la IC en una de las afadas estudiadas. Por otro lado, Pérez-Alvarez et al. (2022b) no

observd cambios en vinos de Tempranillo procedentes de uvas tratadas con Me]J.
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Respecto a los vinos obtenidos con las uvas tratadas con nano-MeJ, su comportamiento
fue diferente al de los vinos elaborados con uvas tratadas con Me]. Pudimos observar
como en los afios 2019 y 2020, el valor de IC fue inferior al obtenido en los vinos control
y en el afio 2021 no observamos ninguna diferencia con respecto al vino control. Este
resultado coincide con lo mostrado por Pérez-Alvarez et al. (2022a) que observé un
descenso para este parametro en un estudio llevado a cabo durante dos afadas en uvas

de Monastrell tratadas con nano-Me].

El tono no se vio modificado por ninguno de los tratamientos durante las tres
anadas estudiadas, obteniendo valores muy similares en todos los casos. Estos
resultados se corresponden con lo encontrado en los vinos procedentes de uvas tratadas
con Me] por Portu et al. (2015c) en la variedad Tempranillo y por Paladines-Quezada
(2021) en la variedad Monastrell, aunque este ultimo autor solo para una de las afiadas

estudiadas, ya que en la otra detecté un descenso en este parametro.

Atendiendo a los valores obtenidos de AE*, pudimos observar que en el afio 2019
ninguno de los vinos resultantes de los tratamientos mostraba un color diferenciable con
respecto al vino control, puesto que los valores obtenidos estaban muy alejados de 3. Por
lo tanto aunque en el vino procedente de uvas tratadas con nano-Me] mostrara un valor
inferior de IC en comparacion con el vino procedente del tratamiento con Me], esta
diferencia no era detectable para el ojo humano. En el afio 2020, ambos tratamientos
mostraron para este parametro valores superiores a 3, por lo tanto si comparamos ambos
vinos con el vino control seriamos capaces de diferenciar el color de los vinos tratados
con respecto a éste, aunque de forma mds notoria en el caso del vino procedente del
tratamiento con Me]J. Sin embargo en el afio 2021 solo se alcanzo un valor diferenciador

para el tratamiento con Me].
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Parametros espectrofotométricos

Anada Control Me] Nano-Me] p-value

2019 39,11+1,05 41,85+0,97 41,32+2,71 ns

IPT 2020 (47,88+1,76b 53,75+096a 44,89+291b o
2021 47,24 + 2,45 45,52 + 3,81 47,81 +0,71 ns

2019 14,01 £1,03 14,01+0,81 12,94+0,67 ns

IC 2020 14,14+0,85 15,55+3,52  12,43+0,90 ns
2021 16,36 £ 1,47 18,29+0,88 16,59 +0,48 ns

2019 0,42 +0,01 0,43 +0,01 0,44 +0,01 ns

Tono 2020 0,47 +0,01 0,49 + 0,06 0,49 + 0,01 ns
2021 0,46 £ 0,01 0,45+ 0,01 0,44 + 0,01 ns

2019 2,08 £1,57 1,93 +1,85 ns

AE* 2020 5,45 + 2,46 4,02+1,96 ns
2021 4,25+2,53 1,34 + 0,58 ns

Tabla 5.13. Parametros espectrofotométricos de los vinos procedentes de las uvas control y tratadas con
Me]J y nano-Me] durante las campanas 2019,2020 y 2021. Abreviaturas: IPT, indice de polifenoles totales;
IC, intensidad de color; AE*, medida de la diferencia de color calculada a partir de parametros CIELab.
Diferentes letras en la misma fila indican diferencias significativas de acuerdo al test de LSD. Separacion
por test de rango multiple al 99,9%*** (p < 0,001), 99%** (p< 0,01) y 95%* (p< 0,05); ns, no significativo.

54. COMPOSICION NITROGENADA DE LAS UVAS Y DE LOS VINOS

5.4.1. COMPOSICION NITROGENADA EN UVAS

En la Tabla 5.14 se muestran los valores obtenidos en el mosto de las uvas control

y las tratadas con Me] y nano-Me]J, durante los tres afios estudiados.

Como puede observarse, las concentraciones de cada uno de los aminoacidos y
del ion NH4* variaron segun el afio de estudio. El afio en el que hubo una mayor sintesis
de compuestos nitrogenados fue en el afio 2020, seguido del afio 2021 y del 2019, al igual

como ocurrid con los tratamientos con urea (apartado 4.4.1).

En relacion al efecto de los tratamientos, se mostréd una tendencia general al
incremento del contenido de compuestos nitrogenados con ambos tratamientos, siendo
mas acusado en los tratamientos con Me]. Particularmente en el afio 2019 el efecto de
ambos fue mayor, con un incremento en el total de compuestos nitrogenados del 172%
en el caso de las uvas tratadas con Me]J y del 88% para las tratadas con nano-Me]. Este
afno solo la a-Ala y la Tyr en el tratamiento con nano-MeJ no se vieron afectadas, en
cambio la Cys mostro valores inferiores en ambos tratamientos al ser comparadas con

las uvas control.
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La siguiente afiada fue un poco mas dispar, durante este afio pudimos observar
un aumento en el total de aminodacidos, del 35% en las uvas tratadas con Me]J y del 20%
en las tratadas con nano-Me]. Sin embargo algunos de los aminodcidos no se vieron
modificados por ninguno de los tratamientos: Asp, Gly, Thr, Val, Leu y Phe. Por otro
lado se vieron incrementados con Me] pero no con nano-Me] los siguientes aminoacidos:
GlIn, His, Trp, Orn y Lys, estos dos tltimos incluso mostraron concentraciones inferiores
en el tratamiento con nano-MeJ en comparacion con las uvas control. Finalmente la Iso
no se vio afectada por el Me] pero si aumentd su concentracion con el tratamiento con
nano-Me]J; ademads la concentracion en Cys también fue inferior en ambos tratamientos

al igual que ocurri6 en 2019 al compararlas con la uva control.

En el afio 2021 se mostré6 mucha mayor incidencia del tratamiento con Me], con
un ascenso del 121% en el total de los compuestos nitrogenados frente al 24% en los
mostos procedentes de las uvas tratadas con nano-Me]J. Todos los compuestos se vieron
incrementados por Me] salvo Met. Con respecto al tratamiento nano-Me] solo
observamos un incremento en los siguientes aminodcidos: Gly, Arg+GABA, a-Ala, Tyr
y Lys y en el NH4"*. Finalmente ninguno de los tratamientos afect6 a la Met y la Cys que
volvié a mostrar concentraciones inferiores tanto con el MeJ como con el nano-MeJ, tal

como habiamos observado en las afiadas anteriores.

Los resultados obtenidos por otros investigadores no siempre mostraron un
incremento en la concentracion de aminoacidos, asi en uvas de Tempranillo tratadas con
Me] Gutiérrez-Gamboa et al. (2017a) solo detectaron aumentos en Met y Phe. En otro
estudio de los mismos autores en la variedad Garnacha todos los aminoacidos mostraron
concentraciones inferiores al control en las uvas tratadas con Me] (Gutiérrez-Gamboa et
al., 2018b). Por otro lado, Garde-Cerdan et al. (2022) sobre uvas de Monastrell y
Tempranillo estudiadas durante dos afiadas detectaron diversos comportamientos, asi
en la variedad Tempranillo incrementaron las concentraciones de Met, Phe y Pro una de
las afiadas y en la siguiente solo Hys, en Monastrell solo en una de las anadas estudiadas
se aumentaron Cys y Trp. Otro estudio mas reciente en el que se aplicaron tratamientos
foliares de nano-Me] sobre Monastrell y en diferentes condiciones de riego llevado a
cabo por Pérez-Alvarez et al., (2022a) obtuvo un escaso efecto sobre la cantidad de
compuestos nitrogenados analizados, encontrando que las variables mas determinantes
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fueron el ano y el régimen de riego. Ademas, el estudio de la aplicacion foliar de MeJ y
nano-Me] sobre Tempranillo llevado a cabo por Garde-Cerdan et al. (2023b) obtuvo un
ascenso general de los aminoacidos en ambos tratamientos en el afio 2019, sin embargo
en el ano 2020 se detectd un descenso también en ambos aunque sin llegar a ser
significativo. Finalmente, los resultados aqui mostrados complementan y reafirman los

ya publicados por nuestro grupo en el afio 2021 (Gil-Munoz et al., 2021).

Con los resultados obtenidos podemos concluir que la aplicacion de tratamientos
con Me] y nano-Me] podria ayudar a un incremento en la cantidad de N de los mostos,
lo que podria facilitar un adecuado desarrollo de las fermentaciones alcoholicas. A pesar
de los buenos resultados obtenidos en el caso del mosto procedente de uvas tratadas con
Me], cabe destacar el hecho de que los resultados obtenidos con nano-Me], aun siendo
algo inferiores a los obtenidos con Me] son adecuados para mejorar la cantidad de N de
los mostos y para optimizar esas fermentaciones, empleando para ello una concentracion

10 veces inferior al tratamiento convencional cuando se aplica en el campo.

163



Efecto

2019 2020 2021

Control MeJ Nano-Me] P Control MeJ Nano-MeJ P Control Me]J Nano-Me]J P
Asp 276+03c 387+10a 33,3+1,6b xEE 10,2+0,5 11,3+0,5 10,7 £0,6 ns 77+0,1b 11,2+0,0a 6,5+02c o
Glu 333+0,7b 434+13a 454+26a i 13,1 +0,6 c 21,8 £0,8a 16,6 +0,4b #** 110,7+0,3b 21,8+02a 11,1+05b  ***
Asn+Ser 423+35¢c 106,7+3,1 a 775+42Db xEE 91,0+£6,0b 1141+6,8a 1141+59a ** 551+22b 100,6 +4,1a 55,7+4,3b o
Gln 53,6+49c 148,3+7,1a 127,8+7,2Db #**1198,5+1129b 2809+192a 213,0+140b ** 688+32b 151,8+120a 781+65b o
His 13,1+0,6 ¢ 463+24a 32,0+23b i 69,7+62Db 951+8,6a 753+6,3Db * 174+1,0c¢ 474+29a 230+1,6b  ***
Gly 6,0+0,3c 10,3+0,7 a 75+0,2b xEE 12,3+0,6 13,8 +0,4 13,8 +1,0 ns 69+0,1c 11,8 +0,2a 76+0,2b o
Thr 149+12c 425+20a 27,7+1,8b ook 43,1+3,3 479+28 44,4 +3,7 ns 196+12Db 41,7+2,0a 200+1,6Db o
B-Ala 105+0,8 ¢ 303+14a 19,7+13b i 289+4,3Db 39,6+33a 377+t24a * 13,9+08b 298+14a 142+1,1b  ***
Arg+GABA | 425+39c 2754+114a 1884+11,5b ** | 213,8+202c 3544+262a 301,5+21,1b *** 95,6+45¢c 3873+19,7a 1863+181b ***
a-Ala 21,5+1,1b 27,6+3,7a 204+1,0b * 238+1,0b 30,7+1,6a 30,0+1,0a = 1 31,2+08¢ 63,1+22Db 69,0+27a  **

Pro 199,3+84c 5642+102a 3350+16,7b ** | 3459+145b 449,6+238a 4392+153a ** |2162+72b 3973+108,0a 234,6+223Db *
NH+* 149+0,8c 330+£30a 23,9+2,0b xEE 21,6 +1,1b 27,3+0,6 a 251+18a ** 9,6+0,3c 17,6 £0,5b 199+14a o
Tyr 7,0+0,5b 119+20a 92+0,6b i 26,1+0,8Db 378+20a 371+31a = 723+04c 20,7+0,6 a 105+10b  ***
Val 89+04c 204+09a 146 +0,7b xEE 33,621 344+19 371+2,1 ns 150+0,3b 272+09a 156+1,3b o
Met 28+0,3Db 41+01a 34+05b * 48+0,7b 55+0,3 ab 6,3+04a * 1,9+0,1 2,0+0,0 1,9+0,1 ns
Cys 104+18a 7,8+0,7 ab 68+1,3b * 132+2,1a 99+02b 90+0,3b * 123+1,0a 56+0,1b 47+0,3b i
Iso 65+0,1c 11,0+0,3a 84+0,6b xEE 151+1,1b 150+0,8b 175+09a * 12,3+0,7b 14,6 +£0,7 a 9,6+0,4c o
Leu 81+0,4c 16,6 +0,9 a 121+0,8b xEE 24,8 +1,7 251+1,0 272+1,6 ns 143+09b 210t1,1a 142+0,6b e
Trp 203+14c 478+14a 352+1,8Db wEE 59,3+5,8Db 80,1 +7,0a 544+4,0Db ** 29,7+1,0b 60,6 £4,1a 219+16¢c e
Phe 53+0,2c 132+0,6 a 98+0,7b wEE 17,3+2,7 17,2+1,3 189+1,3 ns 92+06Db 152+12a 7,7+0,5b wEE
Orn 21+0,1c 29+01a 26+0,1b xEE 26+0,1b 33+01a 21+0,1c o 2,2+0,6 29+0,1 1,9+0,0 ns
Lys 2,66 +0,1c 44+04a 32+0,1b xEE 34+0,1b 42+00a 29+0,3c o 2,6+0,2b 42+02a 40+03a o
Total 553,6 +19,7 ¢ 1506,7 +252a 1043,6 £54,3b *** [1271,9+64,1c 1718,8+106,6 a 1533,9+69,7b ** |659,3+23,1c 14552+543a 8181+106b ***
Total-Pro |354,3+16,6 c 9425+24,1a 708,6+38,6b *** [ 9260+600c 12692+84,4a 1094,8+66,8b ** |443,1+16,1c 10580+53,8a 5834+329b ***
N! 885+33c 250,7+29a 17551+8,66b ** | 2160+111c 2966+185a 260,1+11,4b ** [1058+3,7c 2453+3,1a 142,0+27b **
N (sin Pro) | 643+28¢c 182,1+28a 134,8+6,7b . 174+ 10,6 ¢ 242,0+159a 206,7+11,1b ** 795+29c 1970+100a 1135+54b  ***
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Tabla 5.14. Contenido individual de aminoacidos y de NH4* (mg/L) en los mostos de Monastrell procedentes de las uvas control y tratadas con MeJ y nano-MeJ, durante las
campanas 2019, 2020 y 2021. ! Contenido en N calculado a partir de la concentracién de cada compuesto nitrogenado. Diferentes letras en la misma fila indican diferencias
significativas de acuerdo al test de LSD. Separacion por test de rango multiple al 99,9%*** (p < 0,001), 99%** (p< 0,01) y 95%* (p< 0,05), ns: no significativo.
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El andlisis multifactorial (Tabla 5.15) mostré que los tratamientos tuvieron diferente
incidencia en la variabilidad experimentada en los resultados dependiendo del compuesto
analizado. El efecto de los tratamientos fue bastante importante, en algunos casos superior al
efecto de la anada como en el caso de los siguientes aminoacidos: Arg+GABA, Pro, Orn, Cysy
Lys. Es destacable que el efecto del tratamiento sobre Arg+GABA (70%) fue superior al efecto
sobre la Pro (53%). Por otro lado Asp, Glu, Tyr, Val, Met, Iso y Leu apenas se vieron afectados
por los tratamientos, siendo en estos casos la afiada el factor determinante. En cuanto a la
interaccién tratamiento-afiada, en algunos casos apenas tuvo peso (Asp, Glu, Gln, Gly, 3-Ala,
Arg+GABA, Tyr, Val, Met, Cys, Leu, Trp) sin embargo para otros compuestos tuvo una cierta

relevancia, destacando Lys (24%), a-Ala (19%) y Pro (18%).

Analisis multifactorial
T (%) A (%) TxA (%)

Asp 3*** 92*** 3***
Glu 10*** 83*** 3***
Asn+Ser 45%** 36%** 13%%*
Gln 23*** 68*** 3***
His 19%%* 75%%* 1
Gly 24*** 65*** 7***
Thr 36*** 44*** 13***
B_Ala 35*** 51*** 6***
Arg+GABA  70*** 23 8**
a-Ala 18%#* 66*** 19%#*
Pro 53*** 19*** 18***
NH4+ 43*** 34*** 14***
Tyr 11*** 82*** 3***
Val 11*** 79*** 7***
Met 4** 85*** 5**
Cys 63*** 21*** 8>(-
ISO 7>(->(->(- 74*** 17>(->(->(-
Leu 1 0>(->(->€ 79*** 8***
Trp 38*** 50*** 7>(->6>(-
Phe 16*** 62*** 16>(->(->(-
Orn 55%** 9% 17%*
Lys 66*** 1 24%**
Total 53*** 35%%* Vi
Total-Pro 49 45%%* Sl

Tabla 5.15. Analisis multifactorial de los compuestos nitrogenados en uvas con los factores tratamiento (T), afilada
(A) y la interaccion tratamiento-afiada (TxA). Separacion por test de rango multiple al 99,9%*** (p < 0,001), 99%**
(p<0,01) y 95%* (p< 0,05).
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5.4.2. COMPOSICION NITROGENADA EN VINOS

La Tabla 5.16, muestra la composicion nitrogenada de los vinos procedentes de las
uvas control y de las tratadas con Me] y nano-Me]. En todos los caso la Pro fue el aminoacido
mayoritario, representando el 59% en 2019, el 82% en el 2020 y el 57% en el 2021 en los vinos
control, lo que significa un incremento importante del porcentaje en Pro respecto al encontrado

en sus mostos, que en ninguin caso excedio del 37%.

En general el contenido en compuestos nitrogenados presentes en el mosto desciende
en el vino, debido al consumo de los mismos por parte de las levaduras durante la
fermentacion alcohdlica. Sin embargo, en nuestros resultados pudimos observar que los
aminodcidos Met, Gly y Orn apenas cambiaron en su concentraciéon durante los diferentes afios
de estudio, asi en el caso de la Orn incluso la incrementd ligeramente en el 2020. Otros en
cambio como la Lys mostraron una tendencia a incrementar en el vino. En el caso de la Pro su
variacion en el vino respecto al contenido en el mosto dependi¢ del YAN disponible, asi en
2020 cuando los mostos presentaron niveles altos de YAN el contenido en Pro en los vinos
incrementd debido a que la Pro es uno de los principales aminodacidos producidos durante la
fermentacion alcohdlica, probablemente relacionado con la autolisis de las levaduras (Garde-
Cerdan et al., 2011). Por otro lado, cuando el YAN de los mostos fue bajo se produjeron
disminuciones en la cantidad de Pro en el vino respecto a la presente en los mostos, en el
control los afios 2019 (48%) y 2021 (56%) por lo que es posible que las levaduras tuvieran que
recurrir a utilizar parte de la Pro para poder completar la fermentacion alcoholica. Este hecho
ya fue reportado por Arias-Gil et al. (2007) al detectar un mayor consumo de Pro por parte de
las levaduras cuando el mosto tenia una composicion escasa en el resto de aminodcidos.
Finalmente, el afio 2020 destacd por tener un mayor contenido de compuestos nitrogenados
en los vinos, lo que corresponde al mayor contendido encontrado en las uvas de ese afio. En
lineas generales podemos decir que en los incrementos encontrados en las uvas se

manutuvieron e incluso se potenciaron en los vinos control.
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Efecto den

2019 2020 2021

Control Urea Nano-Urea p Control Urea Nano-Urea P Control Urea Nano-Urea P
Asp 206+0,15b 399+025a  3,55+0,37a *** 3,26 +0,13 521+040a 411+028b  ** | 489+027a 380+039b 246+0,03c x
Glu 412+0,64b 978+1,12a 834+067a *** 9,41+2,83 18,79+1,54 a 1242+241b * | 294+021a 294+012a 228+0,18Db e
Asn+Ser| 1,26+0,19¢ 590+043a 3,77+0,66b **| 6,44+143Db 10,73+0,98 a 8,68+094ab * | 728+045b 11,69+0,91a 832+0,33b ok
GIn 223+0,17b 7,15+129a 577+100a **| 568+0,74b 8,35+£0,05a 735+041a * | 258+050c 567+1,07a 420+043b *
His 337+0,11b 482+052a 458+03la ** 5,64 +0,82 7,90 £1,42 5,90 £ 0,56 ns| 425+0,19b 1041+1,78a 510+0,42b x
Gly 455+0,08b 6,64+034a 610+035a ***| 7,66+1,03Db 11,14+ 0,63 a 930+0,76ab * | 458+0,16¢c 681+0,62a 537+0,13b *
Thr 340+0,14b 3,77+0,11a 3,77+0,19a * 419+0,22b 516+£0,03 a 442+0,22b  * | 291+0,13b 3,83x0,15a 3,18+0,18b e
B-Ala | 2,37+0,03b 281+019a 2,78+0,08a ** 3,64+0,78 4,53 +0,16 3,56 + 0,35 ns| 204+0,11b 237+0,16a 1,9 +0,08b *
Arg 429+029¢c 743+017a 6,34+081b **| 10,82+2,68b 21,67+1,70 a 1534+1,34b  ** | 290+0,12b 740x+149a 4,49+033b *
GABA | 475+0,21c 10,78+0,63a 8807+1,43b **| 1542+395b 2721+2,48a 19,80+2,32b  * | 333+0,43¢c 1137+217a 7,34+0,39b okt
a-Ala | 2,18+0,04c 428+024a 340x042b ***| 549+093c 9,88+0,81a 715+£058b  ** | 130+0,17c 4.42+084a 2.86+0,15b okt
Pro 102,73+35,67b 466,05+55,34a 358,23194,56a ** | 564,93+88,04ab 1109,85+156,96a 893,12+130,45a * | 94,8 £26,79b 599,45+112,49a 239,95+46,13b  ***
NH¢ 2,52+0,13 2,72+0,13 291+024 ns| 408+115b 8,47+0,10 a 556+0,74b  **| 3,17+0,28a  3,81+0,18a 297+0,20b >
Tyr 318+0,35b 471+055a 477+014a **| 536+030c 9,27+£0,03 a 603+040b **| 2,64+0,14 3,02+0,18 3,10+£0,25 ns
Val 2,56 + 0,07 2,91+0,22 2,74+0,14 ns| 286+0,13b 3,82+£050a 326+£007ab * | 240x0,21b 2,78+0,12a 2,12+021b *
Met 2,67 £0,37 3,07 £0,19 309+020 ns 3,12+0,25 3,66 +0,47 3,34+0,13 ns| 219+0,13a 1,90+0,03b 1,56+0,04c ok
Cys 3,18 £0,06 3,19+£0,40 333+0,24 ns 4,61 0,62 42+0,6 40+04 ns| 558+0,20a 4,65+048b  3,87+0,39c *
Iso 362+0,17b 438+020a 411+032a * 4,72 +0,37 5,46 + 0,46 4,71 +0,47 ns| 261+009b 292+011a 249+0,04b >
Leu 390+£0,10b 493+005a 481+028a **| 525+056Db 7,63+£0,43 a 574+032b  ** | 3,73+0,12¢  483+007a 419+0,02b e
Trp 4,03+009b 477+022a 469+040a * 497 +0,21c 6,52+0,16a 581+0,14b **| 3,54+0,28b 442+0,15a 3,51+0,04b o
Phe 27+0,28b 3,89+006a 3,69+030a **| 3,74+0,24Db 6,07+£0,70 a 422+0,25b  *| 2,18+0,22b  3,07x0,09a 228+0,07b ok
Orn 1,97+005b 247+0,08a 227+0,19a **| 3,11+032b 4,61+0,13a 354+029b  **| 1,48+0,02b 1,69 + 0,09a 1,50 + 0,03b *
Lys 425+129b 758+049a 623+100a * 8,64+271b 16,04 £3,03 a 9,30+0,89b *| 268+035c 707+0,83a 514+0,53b ot
Total |171,90+£38,69b 578,02+58,36a 458,04+102,38a ** | 693,04+108,50ab 1316,18+172,23a 1046,71+142,22a * |166,03%27,28b 710,31+121,11a 320,26+47,70b  ***

Tabla 5.16. Contenido individual de aminoacidos y de NH4* (mg/L) en los vinos de Monastrell procedentes de las uvas control y tratadas con MeJ y nano-Me], durante las

campafias 2019, 2020 y 2021. Diferentes letras en la misma fila indican diferencias significativas de acuerdo al test de LSD. Separacion por test de rango multiple al 99,9%*** (p <

0,001), 99%** (p< 0,01) y 95%* (p< 0,05), ns: no significativo.
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Con respecto a los vinos procedentes de uvas tratadas, tal como ocurria en las
uvas, pudimos detectar un incremento muy considerable de los aminoacidos totales en
ambos tratamientos en comparacion con lo obtenido en los vinos control. Asimismo,
también detectamos un importante incremento en el porcentaje de Pro en las anadas
2019 y 2021 respecto al control, pasando de ser del orden de un 60% para el control a
llegar a alcanzar el 81% y 84% para el vino procedente del tratamiento con Me] y el 78%
y 75% para el de nano-Me], respectivamente. Sin embargo en el afio 2020, donde en el
vino control la Pro suponia un 82% apenas se vio afectado por los tratamientos

alcanzando el 84% para Me] y el 85% para nano-Me].

En el ano 2019 los tnicos compuestos que no se vieron afectados por los
tratamientos fueron NHy*, Val, Met y Cys, el resto de aminoacidos se incrementaron en
ambos. En el afio 2020, en los vinos procedentes de uvas tratadas con Me] se produjo un
incremento en todos los compuestos nitrogenados salvo en His, 3-Ala, Met, Cys e Iso,
por otro lado en los vinos procedentes de uvas tratadas con nano-MeJ el impacto
producido fue algo menor, hubo una mayoria de compuestos no afectados y por otro
lado si que se pudimos observar un aumento en Asp, Glu, Asn+Ser, Gln, a-Ala, Pro, Tyr,
Val y Trp. Finalmente en el afio 2021, todos los compuestos se vieron incrementados en
los vinos procedentes del tratamiento con Me] salvo Glu que no se vio modificado y Asp,
Met y Cys que mostraron concentraciones inferiores a las obtenidas en el vino control.
En el caso del tratamiento con nano-Me]J se detectaron incrementos en Gln, Gly, GABA,
a-Ala, Pro, Leu y Lys, pero sin embargo aminoacidos como Asp, Glu y Met descendieron

en sus concentraciones.

Los resultamos mostrados por Pérez-Alvarez et al. (2022b) con tratamientos de
Me] y Nano-Me] sobre vifiedos de Tempranillo fueron diferentes en las dos afiadas
estudiadas, en el 2019 el tratamiento con Me] aumenté de manera general el contenido
en compuestos nitrogenados, el efecto del tratamiento con nano-Me] fue algo inferior ya
que se registraron incrementos pero sin llegar a ser significativos; por otro lado en el afio
2020 ambos tratamientos provocaron un descenso general del contenido en compuestos
nitrogenados. Ademas los resultados mostrados incluyendo un afno mas de estudio
vienen a confirmar los que ya fueron publicados por nuestro grupo en 2021 (Gil-Mufioz
et al., 2021).
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Es conocido que vinos con una mayor concentracion de compuestos
nitrogenados pueden llegar a desarrollar compuestos toxicos como son el etil carbamato
y las aminas bidgenas (Lonvaud-Funel, 2016) por lo que en casos en los que se parte de
uvas con un alto contenido en compuestos nitrogenados, como es el caso del ano 2020,
puede no ser acertado un tratamiento que pueda provocar un incremento de los mismos.
A la vista de nuestros resultados, quizas la aplicacion de los tratamientos con nano-MeJ
seria mas aconsejable ya que en las uvas provocoé un aumento de los compuestos
nitrogenados que resulto6 suficiente para llevar a cabo una fermentacion adecuada. Por
otro lado, el aumento resultante en los vinos, al ser mas moderado podria ayudar a evitar

en el futuro la produccion de productos indeseables.

Por otro lado se realiz6 un estudio multifactorial tal como se muestra en la Tabla
5.17. Para la suma total de compuestos nitrogenados pudimos observar como el factor
mas influyente fue la afiada, cosa que no ocurrid en el mosto, seguramente debido al alto
porcentaje aportado por la Pro (62%). Ademas, el factor anada fue en lineas generales el
mas determinante para la mayoria de los compuestos nitrogenados analizados. Aun asi,
en ciertos compuestos como Asp, Glu, Gln, His, Gly, a-Ala, Tyr, Val, Met e Iso el factor
que mas contribuy6 a la variabilidad de los resultados obtenidos fue el tratamiento.
Finalmente, solo en la Asp se obtuvo un mayor porcentaje para la interaccion

tratamiento-ano.
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Analisis multifactorial

T (%) A (%) TxA (%)
Asp 2 7 63%+*
Glu Ve TRk 11%%%
Asn+Ser 32k 64*** 1
Gln 51%#* 36%** 5
His 4154+ D6+ Dk
Gly DgHH* 73k 2
Thr 4w ThERk 5t
B-Ala g** gar** 4
Arg Y s [T 6+
GABA D5kt 7GHRE 2
a-Ala gkt 74k 3%
Pro 3644+ 62+ 3
NH4* 18%* 71He% D
Tyr 18%#+ gk 14%%%
Val 7k 60*** 11*
Met 2 |4 #* g+
Cys 13** 57*** 15%
Iso 7k 90*** )
Leu 3 6674+ gt
Tl‘p DDF*E 76%** 5¥**
Phe gk 68%** gtk
Om 10%** 91#** 65+
Lys ok 60 ]*
Total 35wk 634+ 5

Tabla 5.17. Analisis multifactorial de los compuestos nitrogenados en los vinos con los factores
tratamiento (T), aflada (A) y la interaccién tratamiento-afiada (TxA). Separacion por test de rango multiple
al 99,9%*** (p < 0,001), 99%** (p< 0,01) y 95%* (p< 0,05).

55. ANALISIS DISCRIMINANTE

Se llevé a cabo un andlisis discriminante para comprobar si con los valores
obtenidos de los distintos compuestos fendlicos y nitrogenados tanto en uvas como en

vinos era posible clasificar nuestras muestras segun los tratamientos aplicados.

Se obtuvieron dos funciones discriminantes con un valor p inferior a 0,05
resultando estadisticamente significativas con un nivel de confianza del 95%. Estas dos
funciones discriminantes nos permitieron clasificar correctamente el 100% de las
muestras analizadas (Figura 5.4). El porcentaje relativo para la funcion 1 fue de 80,92%
y el de la funcion 2 de 19,08%.
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Figura 5.4. Grafico de dispersion de analisis discriminante en uvas y vinos de las muestras control y de las
procedentes de los tratamientos con Me] y nano-Me].

Tal como se puede observar en la Figura 5.4, hay una clara separacion entre el
control y los distintos tratamientos. El control se sittia en la parte central derecha del
grafico, por otro lado los dos tratamientos se encuentran en el lado izquierdo del mismo,
el tratamiento con Me] en la mitad superior y el tratamiento con nano-Me]J en la mitad
inferior sin existir una mayor proximidad por parte de ninguno de los tratamientos al

control.

La dimensién de los coeficientes de discriminacion permite determinar cémo se
utilizan las variables para discriminar entre grupos. Las variables con mayor poder de
discriminacién para la funcién 1 fueron: Gln, Asn+Ser, Thr, Arg+GABA, p-Alay Trp y
para la funcién 2: Gln, His, 3-Ala y Val. Como puede apreciarse corresponden todas a
aminodcidos, ya que segtin los resultados mostrados anteriormente, fueron estos los que
tuvieron el mayor impacto de parte de los tratamientos y predominan sobre el resto de

parametros analizados. Los coeficientes de discriminacion se muestran en la Tabla 5.18.
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Funcién 1 Funcién 2
Asp -7,15483 -17,4414
Glu -10,7976 31,5607
Asn+Ser 84,7552 1,56717
Gln -158,073 -165,168
His 51,7878 97,1788
Gly -26,0315 -22,5911
Thr -83,3221 13,177
B-Ala -61,5599 -61,609
Arg +GABA 68,2892 22,3557
a-Ala -49,8741 -13,7772
Pro -2,03841 -0,691617
NH4* 9,40396 11,492
Tyr 13,4141 -9,39249
Val 53,4023 68,8963
Met 12,2799 16,591
Cys 7,84058 2,48451
Iso 6,39795 -17,4301
Leu 41,6175 -19,838
Trp 57,6259 31,04
Phe -55,6515 21,9149
Orn 7,38956 1,52865
Lys 4,44649 0,11556
EpG-Ext -1,49109 -8,84946
Cat-Ext -33,1868 23,5578
Ep-Ext 49,1858 -38,7519
Cat-T -8,1955 22,5792
Ep-3-O-g-Ext -12,7274 22,6579
Ep-T -6,42224 1,89629
Ep-3-O-g-T 0,199681 -1,88433
Di-OH -3,07153 -7,55715
Tri-OH 14,1681 -33,2997
Acetatos 25,973 44,3203
Cumaratos -27,9541 0,887972
Vitisinas -5,44736 -3,4725
trans-piceido 10,664 8,7317
Piceatanol -11,49 8,47796
cis-piceido 0,9583 -9,10504
trans-resveratrol 11,0319 15,4273
€ -viniferina 35,1264 -29,3326

Tabla 5.18. Coeficientes discriminantes estandarizados en uvas y vinos para las funciones discriminantes 1
y 2 para el factor tratamiento.
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5.6. ANALISIS SENSORIAL

Se realizaron catas triangulares en los vinos correspondientes a las afiadas 2020
y 2021 para determinar si a nivel organoléptico se podia detectar alguna diferencia entre
los vinos elaborados con las uvas tratadas con MeJ y con nano-Me] y los vinos elaborados
con las uvas control. La cata de los vinos de la cosecha 2019 no se realizé debido a
problemas organizativos generados por la pandemia de la COVID-19. Los resultados de

las catas de los dos afios de estudio que fueron evaluadas por 12 catadores se muestran

en la Tabla 5.19.
Ano Cata n X p-value
12 11 Ak
2020 Control vs. Urea
Control vs. Nano-Urea 12 10 i
Control vs. Urea 12 8 *
2021
Control vs. Nano-Urea 12 8 *

Tabla 5.19. Resultados obtenidos en las catas triangulares realizadas para los tratamientos de Me] y nano-
Me]J. n: n® de catadores, x; n® de catadores capaces de diferenciar entre los distintos tratamientos, p-value:
99,9%*** (p < 0,001), 99%** (p< 0,01) y 95%* (p< 0,05).

En el afio 2020, cuando comparamos el vino control frente al del tratamiento con
Me] pudimos observar que de los 12 catadores (n=12), 11 fueron capaces de distinguir
correctamente las muestras (x=11), de ellos 4 catadores mostraron preferencia por el vino
control y 7 catadores por el vino procedente de uvas tratadas con MeJ. Cuando
comparamos el vino control frente al procedente de uvas tratadas con nano-Me]J, los
resultados fueron similares, en este caso 10 catadores de los 12 fueron capaces de
identificar correctamente las muestras (x=10), 3 catadores mostraron preferencia por el

vino control y 7 catadores por el vino procedente de las uvas tratadas con nano-Me].

En el afio 2021, de los 12 catadores, 8 de ellos fueron capaces de diferenciar entre
los distintos tratamientos (x=8). En la comparativa entre los vinos control y los
procedentes de Me], un solo catador mostrd preferencia por el vino control y 7 catadores
lo hicieron por el vino de uvas tratadas con Me]. En la cata en la que comparamos el vino
control frente al de nano-Me]J solo 2 catadores mostraron preferencia por el vino control

y 6 catadores por el vino procedente del tratamiento con nano-Me]J.
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Figura. 5.5. Preferencia mostrada por los catadores en las catas triangulares realizadas: A, Control vs. Me]. B.
Control vs. nano-Me]J. Numero de aciertos estadisticamente significativo * (p < 0,05); ** (p < 0,01); ** (p < 0,001).

Por otro lado, el nivel de diferenciacion entre las muestras fue algo mayor en 2020 que
en 2021, como puede apreciarse en la Figura 5.6. La diferenciacion encontrada entre el vino
control y el procedente del tratamiento con MeJ fue muy similar a la percibida entre el vino
control y el procedente del tratamiento con nano-Me]J, ya que las pequenas diferencias no
llegaron a ser significativas. A nivel visual se encontré una diferencia media en ambos
tratamientos de 1,85 en 2020 y de 1,25 en 2021 y ademas esto coincide con los valores tedricos
aportados por AE*, que resultaron mayores en 2020 que en 2021 (apartado 5.3.7); aunque en
2021 y segn AE* tan solo hubiera sido posible diferenciar visualmente el vino procedente del
tratamiento con Me] sobre el vino control. Los valores de diferenciaciéon medios para el nivel
olfativo fueron 3,05 en 2020 y 2,19 en 2021, por otro lado a nivel gustativo fue muy similar 2,8

en 2020 y 2,38 en 2021.
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Figura 5.6. Grado de diferencia percibida entre los vinos control vs. Me]J y control vs. Nano-MeJ a nivel visual,
olfativo y gustativo.

En resumen y a la vista de los resultados obtenidos, podemos decir que ambos
tratamientos MeJ y nano-Me], para un nivel de confianza del 95% segtn los criterios de la
norma UNE-EN-ISO 4120:2021, fueron capaces de mostrar diferencias significativas a nivel
organoléptico entre los vinos elaborados con uvas control y los elaborados a partir de las uvas
tratadas. Ademas se mostrd una preferencia por los vinos procedentes tanto de MeJ como de

nano-MeJ, aunque con algo de mayor incidencia en la preferencia por el tratamiento con Me].
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6. CONCLUSIONES
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Conclusiones

El objetivo principal de esta Tesis Doctoral fue la evaluacion del efecto de la

aplicacion de urea y Me], tanto en forma convencional como soportados sobre nano-

particulas de hidroxiapatito, sobre la calidad de las uvas y vinos de la variedad

Monastrell. Atendiendo a los resultados obtenidos podemos concluir:

Respecto al efecto de los tratamientos con urea y nano-urea:

1. Ambos tratamientos produjeron un incremento en el porcentaje de pared celular

aislada, aumentando por tanto el grosor de la misma lo que pudo dificultar la

liberacion de compuestos de interés durante el proceso de vinificacion.

2. En cuanto a la composicion de la pared celular se vieron incrementados los

contenidos en proteinas (con mas relevancia en el caso del tratamiento con nano-

urea), hemicelulosa y acidos urénicos, mostrando un aumento muy importante

en dos de las afiadas estudiadas en estos dos ultimos componentes. Sin embargo

los CFT no se vieron afectados y la celulosa mostr6 concentraciones inferiores al

control.

3. Respecto al efecto sobre la composicion fenolica,

a.

El efecto sobre los antocianos fue dispar en las uvas tratadas con urea, por
otro lado en el caso de la nano-urea no logro incrementar la concentracién
de antocianos, mostrando valores inferiores a los encontrados en las uvas
control. En relacién al contenido de antocianos totales en los vinos, los
valores hallados en ambos tratamientos siempre fueron inferiores a los
obtenidos en el vino control.

En el caso de los estilbenos, el tratamiento con urea incrementd su
contenido en las uvas tratadas, sin embargo el efecto del tratamiento con
nano-urea no fue tan claro debido a la disparidad de resultados en los
distintos afos estudiados. A pesar de los resultados obtenidos en las uvas,
los vinos procedentes de los distintos tratamientos no vieron afectados su
contenido en estilbenos.

En el caso de las PAs, no se produjo efecto en las uvas procedentes de

ambos tratamientos, al igual que sucedié en los vinos, en cambio en
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ambos tratamientos los vinos obtenidos mostraron un menor valor del
gMP. Ademas, el % de Gal de uvas y vinos no se vio afectado.

4. El efecto sobre los IPT mostr6 una tendencia a ser inferior en los vinos
procedentes de ambos tratamientos, aunque con dependencia de la afiada de
estudio. La IC fue menor en los vinos procedentes de los tratamientos debido a
que el valor encontrado en los antocianos fue menor al del vino control, ademas
estas diferencias se consideraron perceptibles (AE*>3). Por otro lado el tono no se
vio afectado por los tratamientos.

5. En cuanto a los compuestos nitrogenados, ambos tratamientos provocaron un
incremento de éstos en todas las afiadas estudiadas pero mas significativas
cuando la cantidad de N en las uvas control fue bajo. En los vinos, para los dos
tratamientos, se detecté un aumento en el contenido de compuestos nitrogenados
aunque dependiendo de la afiada fue mas significativo en un caso que en otro.

6. En relacion al analisis sensorial, no hubo diferencias detectables entre los vinos
procedentes de las uvas control y los procedentes de cada uno de los
tratamientos.

Respecto al efecto de los tratamientos con Me] y nano-Me]J:

1. Los dos tratamientos provocaron un incremento en el porcentaje de pared celular
aislada, lo que podria indicar un aumento del grosor de la misma. Al igual que
ocurria con los tratamientos con urea, este hecho pudo dificultar la extraccion de
compuestos de interés.

2. En relacion a los distintos componentes de la pared celular, se vieron
incrementadas las proteinas (con mas relevancia en el caso del nano-tratamiento)
y el contenido en hemicelulosa. Los acidos urénicos mostraron un incremento
muy importante para los dos tratamientos en dos de las afiadas estudiadas. Por
otro lado, el efecto sobre los CFT fue poco relevante. Ademas, la cantidad de
celulosa de las uvas procedentes de los dos tratamientos fue menor que en las
uvas control.

3. El efecto sobre la composicion fenolica resultd:

a. Enunincremento en el contenido total de antocianos de las uvas tratadas

con MeJ cuando se alcanzd una buena madurez, en el caso de las tratadas
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con nano-Me] no se detectaron cambios. Los vinos procedentes de uvas
tratadas con Me] mostraron el mismo comportamiento que en las uvas,
en cambio en los vinos procedentes de uvas tratadas con nano-MeJ el
efecto fue variable en funcién de las anadas estudiadas.

b. Los dos tratamientos fueron capaces de aumentar el contenido total de
estilbenos de las uvas, mostrando el tratamiento con nano-MeJ] una mayor
capacidad para ello. Ademas, este incremento se trasladd a los vinos
correspondientes lo que puede presentar un interés desde el punto de
vista nutricional.

c. En cuanto al contenido en PAs, los hollejos de las uvas control mostraron
concentraciones superiores a las tratadas, en el caso de las semillas este
efecto no fue claro. En cuanto al contenido total de PAs en los vinos, éste
no se vio afectado por los tratamientos, al igual que el gMP y el %Gal.

4. Los dos tratamientos provocaron un incremento en el contenido de compuestos
nitrogenados de las uvas, dicho incremento fue mayor cuando se partié de uvas
que contenian un menor valor de compuestos nitrogenados. En el caso de los
vinos se detect6 el mismo comportamiento que en las uvas.

5. En relacion a los IPT se puede considerar que practicamente no se vieron
afectados, ya que tan solo se registrd un incremento para el tratamiento MeJ en
una de las anadas estudiada. La IC se vio incrementada en el tratamiento con
MeJ, cosa que no sucedié en el tratamiento con nano-MeJ, aunque este
incremento solo fue detectable en dos de las afiadas estudiadas. Finalmente el
tono de los vinos no se vio influenciado por los tratamientos.

6. Enrelacién al analisis sensorial, los catadores fueron capaces de diferenciar entre
los vinos procedentes de las uvas control y los procedentes de las uvas tratadas,

mostrando su preferencia por estos tltimos.

Conclusion final:

Se ha demostrado que tanto los tratamientos convencionales como en forma de

nanoparticulas con urea y con MeJ producen efectos sobre las uvas y finalmente sobre
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los vinos de Monastrell, dichos efectos han sido variables debido en parte al factor anada

que ha tenido un gran peso en todos los pardmetros medidos.

Por otro lado, los tratamientos convencionales, en la mayoria de los casos han dado lugar
a resultados mas significativos que cuando hemos utilizando las nanoparticulas. Aun
asi, también se han podido observar un impacto significativo en ciertas familias de

compuestos cuando se han usado las nano-formulaciones.

Es obvio por tanto que la aplicacion tanto de urea como de Me]J en formato de nano-
particula podria ser una herramienta que nos permitiria incrementar la calidad de uvas
y vinos al mismo tiempo que nos permitiria realizar una viticultura mas sostenible, pero
dado que estamos aplicando dosis 8 (en el caso de la urea) y 10 (en el caso del MeJ)
inferiores al modo convencional, es necesario realizar un mayor ajuste en la cantidad

aplicada para poder optimizar su efectividades y poder ofertarlo al sector vitivinicola.
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Acido Acido
Fecha °Bé AT? ° Bé/AT pH Malico? Tartarico?
12/08/2019 8,50 14,43 0,59 3,11 8,12 6,48
19/08/2019 10,48 9,35 1,12 3,33 4,45 5,71
2019 26/08/2019 10,62 7,29 1,46 3,49 3,56 5,05
02/09/2019 11,69 4,99 2,34 3,61 2,40 4,96
09/09/2019 12,15 4,27 2,85 3,72 1,91 5,36
18/09/2019 12,52 4,42 2,84 3,74 1,69 6,32
10/08/2020 8,88 9,11 0,98 3,31 4,83 6,13
17/08/2020 10,12 5,67 1,78 3,49 2,79 4,71
24/08/2020 10,71 4,08 2,62 3,66 1,75 4,97
2020 31/08/2020 11,19 3,59 3,12 3,78 1,58 5,20
07/09/2020 12,08 3,03 3,99 3,86 1,41 5,06
14/09/2020 12,38 2,75 4,51 3,87 1,14 4,50
21/09/2020 12,73 2,60 4,91 3,85 1,05 4,92
09/08/2021 7,16 15,03 0,48 3,07 8,64 5,78
16/08/2021 9,36 8,97 1,04 3,30 4,73 4,90
23/08/2021 9,90 5,27 1,88 3,54 2,84 4,65
2021 30/08/2021 11,01 4,36 2,52 3,72 2,30 4,76
06/09/2021 11,64 3,95 2,95 3,81 1,97 5,69
13/09/2021 12,49 3,67 3,40 3,89 1,47 5,86
20/09/2021 12,87 2,97 4,34 3,97 1,55 4,79

Tabla. 7.1. Control de maduracion durante las campanas de estudio 2019,2020 y 2021. ‘Bé: grado Baumé. 'Acidez total (AT) expresada en
g/L de acido tartarico, 2g/L.
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Control Urea Nano-urea p-value
Proteinas 45,69 +5,24 b 48,11 +7,05b 70,66 + 3,34 a
CFT 65,34 + 7,52 70,34 +9,12 69,82 +7,70 ns
2019 Glucosa celulosica 151,32 +9,44 a 160,70 +19,18 a 119,71 +9,01 b *x
Hemicelulosa 7,84+1,10 14,70+ 1,26 b 29,73+3,26 a Hxk
Acidos urénicos 132,04 +9,30 a 82,86 +5,92 ¢ 115,16 +5,17 b o
Proteinas 57,63 + 5,63 54,11+2,77 51,37 +2,09 ns
CFT 64,13+ 10,02 a 62,05+ 3,07 a 49,85+3,59 b *
2020 Glucosa celuldsica 119,37 + 15,66 111,79 + 11,91 98,19 + 15,51 ns
Hemicelulosa 0,00 +0,00 b 6,02 +2,80 a 0,00+ 0,00 b *
Acidos urénicos 116,92 +31,63 b 197,84 + 21,17 a 205,97 +9,77 a otk
Proteinas 28,32+3,71b 36,36 +2,65 a 3691+2,19a *
CFT 78,81 +5,62 a 66,03+ 5,53 b 73,76 + 2,48 a *
2021 Glucosa celuldsica 113,77 + 14,44 a 97,32 +5,82b 91,22 +4,87b *
Hemicelulosa 36,44 +2,14 ¢ 53,80 +4,15 a 46,71+1,12b
Acidos urénicos 130,39 + 18,98 ¢ 191,31 + 12,68 a 165,27 +10,42 b

Figura 7.2. Composicion de la pared celular en uvas Monastrell control y tratadas con urea y nano-urea (mg/g hollejo) durante las campafias 2019, 2020 y 2021. Los datos
representan las medias + desviacidn estandar. CFT: compuestos fenoélicos totales. Diferentes letras en la misma fila indican diferencias significativas de acuerdo al test LSD

G8I1

(***p<0,001, **p<0,01, p<0,05, ns: no significativo).
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2019 Control Urea Nano-Urea p-value
Delfidina-3-glucdsido 3495,32 +1148,42 2740,11 + 499,76 2732,48 + 183,55 ns
Cianidina-3-glucdsido 3450,50 + 730,38 299794 + 212,21 3982,11 + 744,37 ns

Petunidina-3-glucésido 4049,20 = 1163,01 3367,15 + 621,70 3240,47 + 282,58 ns
Peonidina-3-glucdsido 5049,67 + 492,49 4470,16 + 367,14 5835,25 + 835,13 ns
Malvidina-3-glucdsido 15203,46 + 4084,04 12678,43 + 2656,23 11626,38 + 1564,25 ns
Delfidina-3-acetil-glucosido 42,09 + 13,53 37,16 +4,01 52,22 + 15,72 ns

Cianidina-3-acetil-glucosido nd nd nd
Petunidina-3-acetil-glucésido 103,71 £ 30,13 92,09 + 29,36 78,15+ 14,44 ns
Peonidina-3-acetil-glucosido 90,14 + 5,73 75,12+ 4,26 109,64 + 28,55 ns
Malvidina-3-acetil-glucdsido 656,36 + 139,19 531,11 + 146,50 470,30 + 96,18 ns
Malvidina-3-cumaril glucdsido (cis) 26,84 + 13,84 20,12+9,30b 10,65 +4,53 b ns
Delfidina-3-cumaril-glu/peonidina-3-cafeoil-glu 199,11 + 50,64 173,97 + 38,83 134,89 + 35,42 ns
Malvidina-3-cafeoil-glucosido 49,64 + 23,48 72,57 + 33,56 21,21 + 20,04 ns
Cianidina-3-cumaril-glucésido 288,12 + 60,73 266,74 + 22,28 262,85 + 48,39 ns
Petunidina-3-cumaril-glucésido 418,07 + 105,35 365,15 + 75,54 283,51 + 53,40 ns
Peonidina-3-cumaril- glucésido 488,39 + 74,06 440,99 + 14,73 495,81 + 11,75 ns
Malvidina-3-cumaril glucdsido (trans) 2333,94 + 544,43 2019,14 + 427,58 1606,88 + 270,26 ns
Sumatorio 35930,46 + 8541,29 30347,95 + 4381,04 30942,77 + 883,12 ns

981

Tabla 7.3. Concentracion de antocianos individuales (ug/g hollejo fresco) en las uvas control y tratadas con urea y nano-urea durante la campana 2019. Los datos representan
las medias + desviacion estandar. Diferentes letras en la misma fila indican diferencias significativas de acuerdo al test LSD (***p<0,001, **p<0,01, p<0,05, ns: no significativo),
nd: no detectado.
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2020 Control Urea Nano-urea p-value
Delfidina-3-glucdsido 1518,59 + 96,13 1803,50 + 252,60 1694,46 + 147,16 ns
Cianidina-3-glucdsido 2314,18 + 367,50 2067,31 + 316,99 2296,76 + 203,34 ns

Petunidina-3-glucdsido 1800,98 + 98,01 2076,83 + 242,98 1955,79 + 186,27 ns
Peonidina-3-glucdsido 3041,76 + 431,17 2606,41 + 237,98 3031,42 + 212,35 ns
Malvidina-3-glucdsido 7772,42 + 385,09 8652,91 + 952,34 8344,25 + 814,05 ns
Delfidina-3-acetil-glucosido 55,59 + 2,80 69,04 +7,17 62,26 + 8,31 ns
Cianidina-3-acetil-glucosido 56,61 + 10,30 60,19 + 6,44 64,93 + 9,66 ns
Petunidina-3-acetil-glucésido 91,81 +541b 120,05 +10,62 a 107,39 +12,97 ab *
Peonidina-3-acetil-glucosido 91,49 + 12,08 84,22 + 7,67 95,92 + 5,63 ns
Malvidina-3-acetil-glucdsido 516,52 + 11,50 638,21 + 95,42 583,94 + 81,59 ns
Malvidina-3-cumaril glucdsido (cis) 22,91 + 5,95 38,61 +9,95 32,26 +7,34 ns
Delfidina-3-cumaril-glu/peonidina-3-cafeoil-glu 129,97 +10,16 166,52 + 23,57 154,79 + 14,79 ns
Malvidina-3-cafeoil-glucosido 13,52 +2,43 22,59 + 6,60 15,38 + 7,51 ns
Cianidina-3-cumaril-glucésido 189,09 + 13,01 202,48 + 25,64 218,81 + 18,80 ns
Petunidina-3-cumaril-glucésido 304,30 + 23,59 383,15 + 39,49 345,89 + 46,49 ns
Peonidina-3-cumaril- glucésido 306,59 +14,28 b 300,53+7,61b 338,81 +17,53 a *
Malvidina-3-cumaril glucdsido (trans) 1748,76 + 75,52 2026,45 + 293,18 1879,05 + 238,73 ns
Sumatorio 19975,09 + 1293,97 21319,00 +1791,93 21222,12 +1538,16 ns

81

Tabla 7.4. Concentracion de antocianos individuales (ug/g hollejo fresco) en las uvas control y tratadas con urea y nano-urea durante la campana 2020. Los datos representan
las medias + desviacion estandar. Diferentes letras en la misma fila indican diferencias significativas de acuerdo al test LSD (***p<0,001, **p<0,01, p<0,05, ns: no significativo).
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2021 Control Urea Nano-urea p-value
Delfidina-3-glucdsido 1883,43 + 297,41 2241,99 + 109,43 1905,98 + 232,72 ns
Cianidina-3-glucdsido 2779,11 + 188,54 b 339798 +11,83 a 2439,23 + 250,61 b g

Petunidina-3-glucdsido 2344,81 + 170,83 2685,98 + 128,65 2290,55 + 198,17 ns
Peonidina-3-glucdsido 3934,34 + 196,48 b 4992,35+12,80 a 3432,58 + 271,49 ¢ R
Malvidina-3-glucdsido 10848,19 + 414,00 a 10905,59 + 486,40 a 9176,03 + 656,27 b *
Delfidina-3-acetil-glucosido 47,55 + 20,39 80,29 + 8,50 65,39 + 10,01 ns
Cianidina-3-acetil-glucosido 88,77 +£9,66 b 123,20+ 6,49 a 76,52 +10,15b g
Petunidina-3-acetil-glucésido 124,67 £16,35b 158,22 +11,14 a 127,47 £12,30 b *
Peonidina-3-acetil-glucosido 122,40 £8,35b 174,02 + 14,69 a 107,97 £8,25b R
Malvidina-3-acetil-glucdsido 705,17 £29,43 a 701,34 £ 21,83 a 582,32 +35,00 b g
Malvidina-3-cumaril glucdsido (cis) 81,06 +5,83 a 75,25 + 6,88 ab 64,07 +5,47 b *
Delfidina-3-cumaril-glu/peonidina-3-cafeoil-glu 133,70 + 63,04 22479 +4 57 199,74 + 18,26 ns
Malvidina-3-cafeoil-glucosido 76,49 + 20,11 a 28,71 +£3,66 b 4716+9,18Db *
Cianidina-3-cumaril-glucésido 305,13 +9,11 b 355,34 + 34,60 a 289,26 +17,09 b *
Petunidina-3-cumaril-glucésido 474,78 + 45,24 488,02 + 22,01 416,48 + 39,14 ns
Peonidina-3-cumaril- glucésido 449,24 + 26,66 b 546,90 + 15,46 a 387,43 +16,42 ¢ X
Malvidina-3-cumaril glucésido (trans) 2489,15 + 169,07 a 2386,13 + 76,83 a 2008,16 + 199,98 b *
Sumatorio 26887,99 + 771,54 b 29566,11 + 724,77 a 23616,34 + 1421,81 ¢ w3

Tabla 7.5. Concentracion de antocianos individuales (ug/g hollejo fresco) en las uvas control y tratadas con urea y nano-urea durante la campafa 2021. Los datos representan
las medias + desviacion estandar. Diferentes letras en la misma fila indican diferencias significativas de acuerdo al test LSD (***p<0,001, **p<0,01, p<0,05, ns: no significativo).
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2019 Control Urea Nano-urea p-value
Delfidina-3- glucésido 47,86 + 4,70 45,37 + 3,08 44,40+ 3,16 ns
Cianidina-3-glucésido 18,88 + 3,87 17,75 + 1,09 20,49 + 4,09 ns
Petunidina-3-glucdsido 67,61 + 6,04 65,13 + 3,54 63,45 + 3,43 ns
Peonidina-3-glucdsido 64,27 + 10,70 63,90 + 3,56 70,31 £ 10,64 ns
Malvidina-3-glucésido 321,96 + 31,31 304,67 + 20,69 289,64 + 3,82 ns

Vitisina A 2,40 +0,57 2,33+0,26 2,95+ 0,49 ns
Delfinidina-3-acetil-glucésido 4,18 +0,38 3,8+0,35 3,62 +0,66 ns
Vitisina B 2,89 +0,23 2,95+ 0,57 3,76 £ 0,46 ns
Acetil-vitisina A 3,17+ 0,44 3,53 +0,55 3,67 £0,85 ns
Cianidina-3-acetil-glucoésido 3,05 +0,63 2,79 +1,64 3,70+ 1,45 ns
Petunidina-3-acetil-glucdsido 4,44 + 0,15 5,38 + 0,98 6,22 + 1,50 ns
Peonidina-3-acetil-glucdsido 1,50 + 0,03 2,44 +1,18 3,08 +1,38 ns
Malv-acet+Delf-cumal 18,07 + 0,80 19,86 + 1,42 21,28 + 3,69 ns
Peonidina-3-cafeoil-glucésido nd 0,42 +0,72 0,87 +0,75 ns
Cianidina-3-cafeoil-glucésido+Cumaril-glucésido 0,03 + 0,05 0,40 + 0,69 0,68 + 0,59 ns
Petunidina-3-cumaril-glucésido 3,89+0,11 495+1,17 5,80 + 2,21 ns
Malvinida-3-cumaril-glucoésido (cis) 1,84 + 0,31 2,47 +0,73 2,30+ 0,67 ns
Peonidina-3-cumaril-glucosido 3,99 +0,17 459 +0,22 4,46 + 0,96 ns
Malvinida-3-cumaril-glucoésido (trans) 38,00 + 3,36 40,02+ 0,71 37,97 +5,42 ns
Sumatorio 608,03 + 60,39 592,79 + 21,82 588,65 *+ 26,90 ns

Tabla 7.6. Concentracién de antocianos individuales (mg/L) en vinos control y procedentes de uvas tratadas con urea y nano-urea durante la campafia 2019.
Los datos representan las medias + desviacién estdndar. ' Malvidina-3-acetil-glucésido+delfidina-3-cumaril-glucésido. Diferentes letras en la misma fila
indican diferencias significativas de acuerdo al test LSD (***p<0,001, **p<0,01, p<0,05, ns: no significativo), nd: no detectado.
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2020 Control Urea Nano-urea p-value
Delfidina-3- glucésido 25,65+1,01 a 19,25+2,96 b 19,73+0,71b o
Cianidina-3-glucésido 12,62 +1,82 8,81 +2,75 10,26 £ 0,73 ns
Petunidina-3-glucdsido 41,50+2,31 a 32,04+475Db 34,03+1,06b *
Peonidina-3-glucdsido 48,48 +5,90 a 32,92+510b 37,81+£092b *
Malvidina-3-glucdsido 235,80 + 8,57 a 199,71 £14,30 b 208,64 + 6,27 b *

Vitisina A 1,40 £ 0,28 a 094+0,08b 0,81+0,04Db *
Delfinidina-3-acetil-glucésido 1,67 +0,21 1,69 +0,16 1,45 +0,22 ns
Vitisina B 0,57 £0,08 0,43+0,08 0,43+0,10 ns
Acetil-vitisina A nd nd nd
Cianidina-3-acetil-glucésido 0,45+0,11 a 0,15+0,13b 0,16 £0,05b *
Petunidina-3-acetil-glucosido 0,60 + 0,02 0,54 +0,23 0,40 +0,15
Peonidina-3-acetil-glucdsido 1,05+0,18 0,83+0,12 0,86 +0,11 ns
Malv-acet+Delf-cumal 15,36 + 0,73 13,66 +1,01 14,55 + 0,35 ns
Peonidina-3-cafeoil-glucdsido nd nd nd
Cianidina-3-cafeoil-glucésido+Cumaril-glucésido 2,11+0,29 a 1,26 +0,15b 1,42+0,14Db **
Petunidina-3-cumaril-glucésido 2,01+0,14b 2,36 0,10 a 2,41+0,22 a *
Malvinida-3-cumaril-glucésido (cis) 3,53+0,40 a 2,56+0,31b 2,59+0,17b *
Peonidina-3-cumaril-glucosido 1,58 + 0,45 1,00+ 0,41 1,04 +0,11 ns
Malvinida-3-cumaril-glucoésido (trans) 28,94 +1,66 a 21,32+1,77b 23,04 +0,87 b g
Sumatorio 423,32 +15,99 a 339,48 +33,64 b 359,64 + 8,08 b w3

Tabla 7.7. Concentracién de antocianos individuales (mg/L) en vinos control y procedentes de uvas tratadas con urea y nano-urea durante la campafia 2020.

Los datos representan las medias + desviacion estandar.! Malvidina-3-acetil-glucésido+delfidina-3-cumaril-glucésido. Diferentes letras en la misma fila

indican diferencias significativas de acuerdo al test LSD (***p<0,001, **p<0,01, p<0,05, ns: no significativo) nd: no detectado
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Control Urea Nano-urea p-value
Delfidina-3- glucésido 33,51+5,16 32,43 + 3,82 32,23 + 3,28 ns
Cianidina-3-glucésido 12,08 +2,48 13,85+ 1,72 11,78 +1,57 ns
Petunidina-3-glucdsido 58,22 + 5,98 56,13 £ 5,08 54,76 + 4,45 ns
Peonidina-3-glucdsido 49,02 +7,60 59,18 + 6,90 45,42 + 4,64 ns
Malvidina-3-glucdsido 313,86 + 18,54 280,72 + 20,34 276,76 + 21,49 ns
Vitisina A 3,71+1,00 3,09+0,21 2,68 +0,21 ns
Delfinidina-3-acetil-glucésido 0,67+0,18b 0,76 0,06 b 1,05+0,11 a *
Vitisina B 0,99 £0,12 0,78 +0,02 0,79 0,09 ns
Acetil-vitisina A 0,12+0,14 nd nd
Cianidina-3-acetil-glucésido 0,86 £0,22 1,23 +0,31 0,81 +0,18 ns
Petunidina-3-acetil-glucosido 2,34 +0,37 2,08 +0,30 2,14 +0,28 ns
Peonidina-3-acetil-glucdsido 1,37+0,42 a 0,73+0,10b 0,94 + 0,03 ab *
Malv-acet+Delf-cumal 18,26 + 0,96 16,82 + 0,96 16,76 + 1,58 ns
Peonidina-3-cafeoil-glucosido 0,18 0,10 nd nd
Cianidina-3-cafeoil-glucésido+Cumaril-glucésido 423+0,47 3,86 +0,53 435+0,83 ns
Petunidina-3-cumaril-glucésido 3,50+ 0,46 2,67 +0,16 3,10+ 0,46 ns
Malvinida-3-cumaril-glucésido (cis) 10,31 + 0,84 10,50+ 1,18 10,82 +1,90 ns
Peonidina-3-cumaril-glucosido 3,89 +0,57 4,92 +0,50 3,92 + 0,65 ns
Malvinida-3-cumaril-glucoésido (trans) 36,99 + 1,51 32,72 + 3,28 34,91 +5,78 ns
Sumatorio 554,12 + 41,87 522,47 + 42,69 503,21 + 46,01 ns

Tabla 7.8. Concentracion de antocianos individuales (mg/L) en vinos control y procedentes de uvas tratadas con urea y nano-urea durante la camparia 2021.

Los datos representan las medias + desviacién estandar. ! Malvidina-3-acetil-glucdsido+delfidina-3-cumaril-glucdsido. Diferentes letras en la misma fila

indican diferencias significativas de acuerdo al test LSD (**p<0,001, **p<0,01, p<0,05, ns: no significativo) nd: no detectado.
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2019 Control Urea Nano-urea p-value
EpG-Ext 2282,18 +93,11 2221,54 +211,52 2392,69 + 216,70 ns
Cat-Ext 175,23 + 24,30 183,35 + 119,32 198,87 + 25,61 ns
Ep-Ext 5137,10 + 609,91 5024,77 + 881,79 5452,09 + 699,32 ns
HOLLEJO Cat-T 336,82 + 35,97 352,27 +39,17 322,02 + 82,77 ns
Ep-3-O-g-Ext 443,04 +12,92 514,32 + 214,68 341,92 + 92,50 ns
Ep-T 252,98 + 96,20 209,85 + 15,77 191,36 + 40,60 ns
Total 8627,35 + 872,42 8506,10 + 1450,71 8898,94 + 1100,88 ns
Cat-Ext 2609,54 + 229,25 2046,96 + 536,37 2128,21 + 197,02 ns
Ep-Ext 26088,50 + 1894,85 23191,31 + 542,80 21611,65 + 1969,36 ns
Cat-T 2067,36 + 115,68 1969,71 = 13,65 1711,33 + 173,36 ns
SEMILLA Ep-3-O-g-Ext 6176,70 + 621,38 5435,64 + 268,06 5610,96 + 714,78 ns
Ep-T 3354,39 + 323,51 2734,76 + 142,37 2478,16 + 472,13 ns
Ep-3-O-g-T 2385,79 + 279,90 1995,98 + 129,49 1923,95 + 295,73 ns
Total 42682,29 + 3366,48 37374,36 + 532,71 35464,27 + 3735,71 ns
EpG-Ext 64,36 +7,41 a 52,18 +0,98 b 61,46 + 3,69 ab *
Cat-Ext 8,76 + 3,65 9,05 + 0,26 8,53 + 4,67 ns
Ep-Ext 215,89 + 32,47 192,51 +5,20 208,69 +17,10 ns
VINO Cat-T 38,31+ 3,25 ab 34,65+1,57b 42,32 +0,60 a *
Ep-3-O-g-Ext 19,33 + 4,42 23,17 +1,81 17,56 + 1,64 ns
Ep-T 68,79 + 8,41 61,88 +4,13 66,29 + 5,87 ns
Ep-3-O-g-T 22,49 +13,94 17,09 +1,54 22,94 +2,96 ns
Total 428,01 + 54,04 390,53 + 9,63 427,79 + 29,37 ns
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Figura 7.9. Concentracion de los derivados de proantocianidinas en hollejo fresco (pg/g), semillas (ug/g) de uvas y vinos (mg/L) control y los procedentes de tratamientos con
urea y nano-urea durante la campafia 2019. EpG-Ext, (-)- epigalocatequina-floroglucinol; Cat-Ext, (+)-catequina-floroglucinol; Ep-Ext, (-)epicatequina-4-floroglucinol; Cat-T, (+)-
catequina terminal; Ep-3-O-g-Ext, (-)- epicatequina-3-orto-galato-floroglucinol; Ep-T, (-)-epicatequina terminal; Ep-3-O-g-T, (-)-epicatequina-3-orto-galato terminal Los datos
representan las medias + desviacién estandar. Diferentes letras en la misma fila indican diferencias significativas de acuerdo al test LSD (**p<0,001, **p<0,01, p<0,05, ns: no
significativo).
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2020 Control Urea Nano-urea p-value
EpG-Ext 2977,99 + 221,56 3186,26 + 237,57 2956,76 + 177,54 ns
Cat-Ext 146,97 +3,02 b 189,71 +3,54 a 146,54 +17,53 b *
Ep-Ext 6408,11 + 503,70 6957,89 + 494,48 6419,62 + 613,27 ns
HOLLEJO Cat-T 359,21 + 34,60 430,00 + 1,59 448,52 + 46,50 ns
Ep-3-O-g-Ext 176,59 + 7,72 173,49 + 23,99 239,17 + 82,43 ns
Ep-T 225,88 + 37,23 252,58 + 31,49 215,87 +21,56 ns
Total 10294,75 + 792,39 11189,94 + 317,43 10426,48 + 829,91 ns
Cat-Ext 1173,71+221,95 b 1879,99 + 327,90 a 2064,83+12,42 a *
Ep-Ext 9493,36 + 1185,56 b 14191,48 + 2356,70 a 16737,12 + 540,64 a *
Cat-T 696,33 + 142,23 b 1108,75+ 133,75 a 1257,71 +25,13a e
SEMILLA Ep-3-O-g-Ext 2404,68 + 279,36 ¢ 3544,99 + 565,73 b 4714,07 +83,51 a wr
Ep-T 635,45 + 130,42 b 1205,08 + 254,99 a 141532 121,63 a *
Ep-3-O-g-T 765,88 + 165,45 b 1168,40 + 179,02 a 1459,96 + 35,30 a *
Total 15169,41 + 2122,90 b 23098,68 + 3790,55 a 27649,02 793,79 a *
EpG-Ext 93,56 + 6,85 a 70,99 + 4,97 b 67,81+7,53b **
Cat-Ext 9,09 + 0,83 8,43 +2,32 5,94 + 0,39 ns
Ep-Ext 273,68 +15,11 a 238,21+9,73b 197,18 + 12,06 ¢
VINO Cat-T 77,23 +9,44 84,06 +1,90 72,09 +2,21 ns
Ep-3-O-g-Ext 16,55+ 1,49 a 13,23+1,34b 11,52+ 0,44 b o
Ep-T 19,65 + 5,12 17,15+ 0,84 15,35+ 0,91 ns
Ep-3-O-g-T 9,16+1,22a 6,10 +1,24b 5,66+0,70 b *
Total 498,92 +20,71 a 438,18 +17,31b 375,55 + 16,71 ¢ wt

€61

Figura 7.10. Concentracion de los derivados de proantocianidinas en hollejo fresco (ug/g), semillas (ug/g) de uvas y vinos (mg/L) control y los procedentes de tratamientos con
urea y nano-urea durante la campafia 2020. EpG-Ext, (-)- epigalocatequina-floroglucinol; Cat-Ext, (+)-catequina-floroglucinol; Ep-Ext, (-)epicatequina-4-floroglucinol; Cat-T, (+)-
catequina terminal; Ep-3-O-g-Ext, (-)- epicatequina-3-orto-galato-floroglucinol; Ep-T, (-)-epicatequina terminal; Ep-3-O-g-T, (-)-epicatequina-3-orto-galato terminal Los datos
representan las medias + desviacién estandar. Diferentes letras en la misma fila indican diferencias significativas de acuerdo al test LSD (**p<0,001, **p<0,01, p<0,05, ns: no
significativo).
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2021 Control Urea nano-urea p-value
EpG-Ext 1548,12 + 254,98 2106,23 + 16,86 1651,27 + 217,48 ns
Cat-Ext 119,01 +6,09 b 179,76 12,25 a 89,97 +9,92 ¢ »*
Ep-Ext 3884,00 + 426,04 b 5636,71 + 485,34 a 3627,21 412,03 b *
HOLLEJO Cat-T 307,1 + 37,80 346,4 + 38,36 279,29 +9,10 ns
Ep-3-O-g-Ext 129,74 + 41,05 148,13 + 31,51 99,76 + 7,56 ns
Ep-T 116,06 + 14,81 b 178,58 +22,15 a 88,59+17,72b *
Total 6104,03 + 763,55 b 8595,81 + 581,98 a 5836,09 + 640,49 b *
Cat-Ext 2105,11 +132,13 2259,04 + 203,52 2076,26 + 244,98 ns
Ep-Ext 17521,96 + 1019,16 18846,54 + 211,65 17471,02 + 1727,96 ns
Cat-T 1513,02 + 110,41 1606,52 + 88,02 1634,96 + 181,39 ns
SEMILLA Ep-3-O-g-Ext 3688,60 + 249,84 3857,33 + 208,24 3614,91 + 473,24 ns
Ep-T 1416,54 173,42 b 177526 + 149,83 a 1794,33 +136,20 a *
Ep-3-O-g-T 1516,74 + 127,99 1642,18 + 126,16 1561,92 + 128,73 ns
Total 27761,97 + 1661,78 29986,88 + 742,54 28153,4 + 2852,15 ns
EpG-Ext 79,88 + 16,37 79,34 + 8,25 64,92 + 10,54 ns
Cat-Ext 31,45+ 3,33 35,04 +1,33 32,19 +2,89 ns
Ep-Ext 291,42 + 45,36 300,61 +27,78 249,28 + 26,73 ns
VINO Cat-T 63,32 +8,10 61,31+ 5,04 55,58 + 6,33 ns
Ep-3-O-g-Ext 17,42 +3,22 17,02 +1,84 15,3 +1,87 ns
Ep-T 21,81 + 4,06 28,46 +2,37 23,56 + 3,81 ns
Ep-3-O-g-T 8,26 + 2,56 8,39 + 1,44 7,23 +0,87 ns
Total 513,55 + 82,12 530,18 + 47,20 448,05 + 52,21 ns
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Figura 7.11. Concentracion de los derivados de proantocianidinas en hollejo fresco (ug/g), semillas (ug/g) de uvas y vinos (mg/L) control y los procedentes de tratamientos con
urea y nano-urea durante la campafia 2021. EpG-Ext, (-)- epigalocatequina-floroglucinol; Cat-Ext, (+)-catequina-floroglucinol; Ep-Ext, (-)epicatequina-4-floroglucinol; Cat-T, (+)-
catequina terminal; Ep-3-O-g-Ext, (-)- epicatequina-3-orto-galato-floroglucinol; Ep-T, (-)-epicatequina terminal; Ep-3-O-g-T, (-)-epicatequina-3-orto-galato terminal Los datos
representan las medias + desviacién estandar. Diferentes letras en la misma fila indican diferencias significativas de acuerdo al test LSD (**p<0,001, **p<0,01, p<0,05, ns: no
significativo).
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Control Me] Nano-Me] p-value
Proteinas 45,69 +5,24 ¢ 55,19 +3,67 b 69,18 +2,64 a e
CFT 65,34 + 7,52 69,23 + 13,17 58,89 + 8,70 ns
2019 Glucosa celuldsica 151,32 +9,44 a 137,38 +6,03 b 128,60 +2,05b **x
Hemicelulosa 784+1,11c 17,88 +1,08 a 15,24 +0,65b e
Acidos urénicos 132,04 +9,30 a 86,77 +15,54 b 135,80 + 10,06 a o
Proteinas 57,63 + 5,63 54,83 +1,58 51,27 £ 5,08 ns
CFT 64,13 +10,02 a 60,25 +4,02 a 44,39 +2,46 b *
2020 Glucosa celuldsica 119,37 £ 15,66 a 107,65 £ 13,80 a 76,92 £8,55b o
Hemicelulosa 0,00 £0,00 b 0,00 £0,00 b 12,14+ 3,23 a o
Acidos urénicos 116,92 + 31,62 b 203,67 £20,25 a 216,53 £3,97 a o
Proteinas 28,32 +3,71b 36,60+2,73 a 35,55 +4,45a *
CFT 78,81 £ 5,62 68,70 +7,52 73,50 + 2,37 ns
2021 Glucosa celuldsica 113,77 + 14,44 101,92 + 8,63 95,28 + 5,81 ns
Hemicelulosa 36,44+2,14b 41,28+ 1,42 a 42,84 +2,36 a o
Acidos urénicos 130,39 + 18,98 b 194,68 + 6,29 a 183,75 £ 12,69a o
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Figura 7.12. Composicion de la pared celular en uvas Monastrell (mg/g hollejo) control y tratadas con Me] y nano-Me] durante las camparias 2019, 2020 y 2021. Los datos
representan las medias + desviacién estandar. CFT: compuestos fenoélicos totales. Diferentes letras en la misma fila indican diferencias significativas de acuerdo al test LSD
(***p<0,001, **p<0,01, p<0,05, ns: no significativo).



2019 Control Me] Nano-Me] p-value
Delfidina-3-glucdsido 3495,32 +1148,42 3346,36 + 137,84 2991,65 + 617,74 ns
Cianidina-3-glucdsido 3450,50 + 730,38 3688,97 + 883,26 3766,72 + 588,72 ns

Petunidina-3-glucdsido 4049,20 + 1163,01 3979,12 + 222,71 3458,10 + 721,90 ns
Peonidina-3-glucésido 5049,67 + 492,49 5889,73 + 1717,07 5322,76 + 224,90 ns
Malvidina-3-glucésido 15203,46 + 4084,04 15092,34 + 1251,41 12743,73 + 3466,64 ns
Delfidina-3-acetil-glucosido 42,09 + 13,53 53,86 + 21,80 49,95+ 13,12 ns
Cianidina-3-acetil-glucésido nd nd nd ns
Petunidina-3-acetil-glucosido 103,71 £ 30,13 119,97 £ 24,34 96,61 + 24,09 ns
Peonidina-3-acetil-glucosido 90,14 + 5,73 120,12 + 59,89 97,35 + 14,66 ns
Malvidina-3-acetil-glucdsido 656,36 + 139,19 672,94 + 155,02 530,47 + 150,26 ns
Malvidina-3-cumaril glucésido (cis) 26,84 + 13,84 12,65 + 4,39 11,79 + 13,17 ns
Delfidina-3-cumaril-glu/peonidina-3-cafeoil-glu 199,11 + 50,64 171,43 +17,94 159,91 + 39,09 ns
Malvidina-3-cafeoil-glucésido 49,64 + 23,48 59,14 + 7,38 43,19 + 19,46 ns
Cianidina-3-cumaril-glucésido 288,12 + 60,73 276,71 + 64,07 259,34 + 16,89 ns
Petunidina-3-cumaril-glucésido 418,07 + 105,35 336,48 + 46,79 316,42 + 101,84 ns
Peonidina-3-cumaril- glucésido 488,39 + 74,06 504,82 + 133,33 441,56 + 29,39 ns
Malvidina-3-cumaril glucésido (trans) 2333,94 + 544,43 2014,45 + 320,74 1750,97 + 548,18 ns
Sumatorio 35930,46 + 8541,29 36339,07 + 4092,46 32040,52 + 4962,47 ns

91

Tabla 7.13. Concentracion de antocianos individuales (pig/g hollejo fresco) en las uvas control y tratadas con MeJ y nano-Me] durante la campafia 2019. Los datos representan
las medias + desviacion estandar. Diferentes letras en la misma fila indican diferencias significativas de acuerdo al test LSD (***p<0,001, **p<0,01, p<0,05, ns: no significativo),
nd: no detectado.
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2020 Control Me] Nano-Me] p-value
Delfidina-3-glucdsido 1518,59 + 96,13 b 2063,46 + 313,22 a 1750,08 + 36,42 ab *
Cianidina-3-glucdsido 2314,18 + 367,50 b 3354,31 +294,75 a 2646,01 + 156,67 b *

Petunidina-3-glucdsido 1800,98 98,01 b 2381,19 + 288,40 a 2021,39+32,65b *
Peonidina-3-glucésido 3041,76 + 431,17 b 4486,96 + 581,27 a 3670,76 + 194,98 ab *
Malvidina-3-glucésido 7772,42 + 385,09 b 10049,94 + 558,60 a 8262,88 +242,27 b *
Delfidina-3-acetil-glucosido 55,59 +2,80b 82,27 +12,20 a 65,19 + 8,00 ab *
Cianidina-3-acetil-glucésido 56,61 +10,30 b 108,51 £13,03 a 75,68 +2,75b *E
Petunidina-3-acetil-glucosido 91,81 5,41 ¢ 139,46 + 14,81 a 115,03 +12,28 b **
Peonidina-3-acetil-glucdsido 91,49 +12,08 b 154,41 +24,83 a 114,01 £491Db d
Malvidina-3-acetil-glucdsido 516,52 +11,50 b 679,06 + 18,56 a 551,62 +40,98 b X
Malvidina-3-cumaril glucésido (cis) 22,91 +5,95 19,17 + 6,45 27,61 + 6,90 ns
Delfidina-3-cumaril-glu/peonidina-3-cafeoil-glu 129,97 £10,16 153,75 + 24,13 147,88 + 11,67 ns
Malvidina-3-cafeoil-glucésido 13,52 + 2,43 14,73 + 1,87 14,66 + 2,54 ns
Cianidina-3-cumaril-glucésido 189,09 +13,01 ¢ 267,48 +21,77 a 222,39 +12,16 b **
Petunidina-3-cumaril-glucdsido 304,30 + 23,59 341,05 + 38,20 341,29 +42,92 ns
Peonidina-3-cumaril- glucésido 306,59 + 14,28 b 413,88 +43,50 a 351,51 +19,95b *
Malvidina-3-cumaril glucésido (trans) 1748,76 + 75,52 1995,27 + 142,81 1807,59 + 168,03 ns
Sumatorio 19975,09 + 1293,97 b 26704,92 + 1467,72 a 22185,58 + 258,55 b A

Tabla 7.14. Concentracion de antocianos individuales (ug/g hollejo fresco) en las uvas control y tratadas con Me] y nano-Me]J durante la campana 2020. Los datos representan las
medias + desviacidn estandar. Diferentes letras en la misma fila indican diferencias significativas de acuerdo al test LSD (**p<0,001, **p<0,01, p<0,05, ns: no significativo).
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2021 Control MeJ Nano-Me] p-value
Delfidina-3-glucésido 1883,43+297,41b 2772,74 + 257,42 a 1969,65 + 133,53 b i
Cianidina-3-glucdsido 2779,11 + 188,54 ab 3161,56 + 293,63 a 2238,38 +322,49b *

Petunidina-3-glucdsido 2344,81 +170,83 b 3188,09 + 248,48 a 2406,70 + 136,51 b o
Peonidina-3-glucésido 3934,34 + 196,48 b 5398,75 + 560,98 a 3397,21 +530,11 b o
Malvidina-3-glucésido 10848,19 +414,00 b 13127,20 + 848,66 a 10165,55 + 430,89 b o
Delfidina-3-acetil-glucosido 47,55 + 20,39 82,00 + 6,52 71,49 + 11,48 ns
Cianidina-3-acetil-glucésido 88,77 + 9,66 108,38 + 8,67 83,98 + 18,54 ns
Petunidina-3-acetil-glucosido 124,67 + 16,35 165,93 £ 11,54 146,41 + 21,85 ns
Peonidina-3-acetil-glucdsido 122,40 +8,35b 171,07 £11,93 a 109,95 +18,35b **
Malvidina-3-acetil-glucdsido 705,17 +29,43 ab 762,89 + 32,82 a 657,50 +35,49 b *
Malvidina-3-cumaril glucésido (cis) 81,06 +5,83 a 58,82 +4,81b 77,85+7,73 a **x
Delfidina-3-cumaril-glu/peonidina-3-cafeoil-glu 133,70 + 63,04 200,76 +£19,95 219,97 £ 12,39 ns
Malvidina-3-cafeoil-glucésido 76,49 + 20,11 a 27,50+292b 44,46 +443 b **
Cianidina-3-cumaril-glucésido 305,13 +9,11 282,83 + 27,80 265,94 + 18,20 ns
Petunidina-3-cumaril-glucdsido 47478 + 45,24 401,28 + 29,89 458,45 + 37,83 ns
Peonidina-3-cumaril- glucésido 449,24 + 26,66 a 492,78 + 38,40 a 376,54 + 35,92 b *
Malvidina-3-cumaril glucésido (trans) 2489,15 + 169,07 2226,55 + 96,78 2272,12 + 167,04 ns
Sumatorio 26887,99 + 771,54 b 32629,13 +£2470,91 a 24962,16 509,11 b **

Tabla 7.15. Concentracion de antocianos individuales (ug/g hollejo fresco) en las uvas control y tratadas con Me] y nano-Me] durante la campana 2021. Los datos representan las

medias + desviacidn estandar. Diferentes letras en la misma fila indican diferencias significativas de acuerdo al test LSD (**p<0,001, **p<0,01, p<0,05, ns: no significativo).
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2019 Control Urea Nano-urea p-value
Delfidina-3- glucésido 47,86 + 4,70 46,93 + 4,17 42,28 + 6,76 ns
Cianidina-3-glucésido 18,88 + 3,87 18,41 +0,71 18,92 + 3,97 ns
Petunidina-3-glucdsido 67,61 + 6,04 65,20 + 5,18 59,72 +7,62 ns
Peonidina-3-glucdsido 64,27 + 10,70 63,51 + 6,58 66,29 + 11,57 ns
Malvidina-3-glucdsido 321,96 + 31,31 320,45 + 21,56 287,89 + 19,97 ns

Vitisina A 2,40+0,57 2,60+0,48 2,48 +0,52 ns

Delfinidina-3-acetil-glucésido 418+0,38 a 3,07+0,29Db 2,87+043Db *

Vitisina B 2,89+0,23b 354+0,23a 2,85+0,35b *
Acetil-vitisina A 3,17 £ 0,44 3,38 +0,04 3,12+0,50 ns
Cianidina-3-acetil-glucésido 3,05+0,63 2,93 +0,26 2,72 £0,38 ns
Petunidina-3-acetil-glucosido 4,44 +0,15 495+0,42 4,65+0,43 ns
Peonidina-3-acetil-glucdsido 1,50+ 0,03 1,33+0,14 1,42 +0,22 ns
Malv-acet+Delf-cumal 18,07 + 0,80 19,49 + 0,86 18,28 + 0,70 ns
Peonidina-3-cafeoil-glucdsido nd nd nd ns
Cianidina-3-cafeoil-glucésido+Cumaril-glucésido 0,03 £ 0,05 nd nd ns
Petunidina-3-cumaril-glucésido 3,89+0,11 3,60 + 0,56 3,76 +0,41 ns
Malvinida-3-cumaril-glucésido (cis) 1,84 +0,31 1,63 +0,27 1,64 +0,12 ns
Peonidina-3-cumaril-glucésido 3,99+0,17 3,53 +0,60 3,68 £2,29 ns
Malvinida-3-cumaril-glucosido (trans) 38,00 + 3,36 38,25 + 3,91 37,02 +2,29 ns
Sumatorio 608,03 + 60,39 602,82 + 41,76 559,58 + 55,55 ns

Tabla 7.16. Concentracion de antocianos individuales (mg/L) en vinos control y procedentes de uvas tratadas con Me] y nano-Me] durante la campana 2019. Los datos
representan las medias + desviacién estandar. ! Malvidina-3-acetil-glucésido+delfidina-3-cumaril-glucdsido. Diferentes letras en la misma fila indican diferencias significativas
de acuerdo al test LSD (**p<0,001, **p<0,01, p<0,05, ns: no significativo) nd: no detectado.
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2020

Control Urea Nano-urea p-value
Delfidina-3- glucésido 25,65 + 1,01 ab 31,65+4,83 a 21,99 £3,58 b *
Cianidina-3-glucésido 12,62 +1,82 14,26 +7,76 12,51 £3,03 ns
Petunidina-3-glucdsido 41,50+231Db 50,73 + 3,29 a 37,12+5,73 b *
Peonidina-3-glucdsido 48,48 + 5,90 60,10 +17,90 48,50 +8,42 ns
Malvidina-3-glucdsido 235,80+ 8,57 b 297,74 +9,12 a 222,55 +17,43 b ok
Vitisina A 1,40+ 0,28 1,47 + 0,27 1,00 £0,05 ns
Delfinidina-3-acetil-glucésido 1,67 +0,21 2,02+1,12 1,38 +0,10 ns
Vitisina B 0,57+0,08b 084+0,12a 048+0,11b *
Acetil-vitisina A nd nd nd
Cianidina-3-acetil-glucésido 0,45+0,11 0,58 +0,12 0,37 +0,16 ns
Petunidina-3-acetil-glucosido 0,60+0,02b 0,94 +0,18 a 0,52+0,13b *
Peonidina-3-acetil-glucdsido 1,05+0,18 1,27 +0,23 1,10 +0,09 ns
Malv-acet+Delf-cumal 15,36 +0,73 b 18,98 + 0,54 a 14,99 +0,80 b *kok
Peonidina-3-cafeoil-glucdsido nd nd nd
Cianidina-3-cafeoil-glucdsido+Cumaril-glucdsido 2,11+0,29 a 2,28+0,12 a 1,42 +0,31 b *
Petunidina-3-cumaril-glucésido 2,01 £0,14 ab 1,32+0,61b 2,56 £0,23 a *
Malvinida-3-cumaril-glucésido (cis) 3,53+0,40 a 3,94+0,18 a 2,67 £0,32 b **
Peonidina-3-cumaril-glucosido 1,58 + 0,45 ab 2,07 +0,29 a 1,06 +0,17 b *
Malvinida-3-cumaril-glucoésido (trans) 28,94 +1,66b 35,64 +0,30 a 2478 +2,13 ¢ *kok
Sumatorio 423,32 +15,99 b 525,85 + 28,48 a 394,99 +41,21 b ok

Tabla 7.17. Concentracion de antocianos individuales (mg/L) en vinos control y procedentes de uvas tratadas con MeJ y nano-Me] durante la campana 2020. Los datos
representan las medias + desviacién estandar. ! Malvidina-3-acetil-glucésido+delfidina-3-cumaril-glucdsido. Diferentes letras en la misma fila indican diferencias significativas
de acuerdo al test LSD (**p<0,001, **p<0,01, p<0,05, ns: no significativo) nd: no detectado.
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2021 Control Urea Nano-urea p-value
Delfidina-3- glucésido 33,51+5,16 43,99 +5,79 39,06 +1,75 ns
Cianidina-3-glucésido 12,08 +2,48 15,79 + 3,05 15,87 + 0,98 ns
Petunidina-3-glucdsido 58,22 +598 b 73,55 +7,77 a 65,32 +1,93 ab *
Peonidina-3-glucdsido 49,02 +7,60 64,77 +13,13 58,13+ 3,18 ns
Malvidina-3-glucdsido 313,86 + 18,54 b 380,73 + 24,27 a 318,49 + 6,07 b o

Vitisina A 3,71+1,00 3,76 £ 0,49 2,97 +0,15 ns
Delfinidina-3-acetil-glucésido 0,67+0,18b 1,35+0,11 a 1,00 + 0,26 ab *
Vitisina B 0,99 £0,12 1,22 +0,32 1,20+ 0,01 ns
Acetil-vitisina A 0,12+0,14 0,02 +0,02 nd ns
Cianidina-3-acetil-glucésido 0,86 +0,22 1,18 £ 0,61 1,18 +0,13 ns
Petunidina-3-acetil-glucosido 2,34 +0,37 2,86 +0,48 2,83 +0,23 ns
Peonidina-3-acetil-glucdsido 1,37 +0,42 1,11+ 0,22 0,94 +0,12 ns
Malv-acet+Delf-cumal 18,26 + 0,96 b 22,42 +1,36 a 20,64 +0,36 a g
Peonidina-3-cafeoil-glucosido 0,18 +0,10 a 0,02+0,02b 0,09 +0,03 ab *
Cianidina-3-cafeoil-glucésido+Cumaril-glucésido 423+0,47Db 4,56 + 0,39 ab 5,30+0,28 a *
Petunidina-3-cumaril-glucésido 3,50+ 0,46 2,95+0,36 2,87 £0,22 ns
Malvinida-3-cumaril-glucésido (cis) 10,31+0,84b 10,85+0,99b 13,05+ 0,60 a *
Peonidina-3-cumaril-glucosido 3,89 +0,57 4,46 +0,89 5,11 +0,19 ns
Malvinida-3-cumaril-glucoésido (trans) 36,99 +1,51b 40,14+ 1,74 ab 41,98 +1,88 a *
Sumatorio 554,12 + 41,87b 675,73 +60,32 a 596,02 + 13,36 ab *

Tabla 7.18. Concentracion de antocianos individuales (mg/L) en vinos control y procedentes de uvas tratadas con Me] y nano-Me] durante la campana 2021. Los datos
representan las medias + desviacidn estandar. . ' Malvidina-3-acetil-glucésido+delfidina-3-cumaril-glucdsido. Diferentes letras en la misma fila indican diferencias significativas
de acuerdo al test LSD (**p<0,001, **p<0,01, p<0,05, ns: no significativo) nd: no detectado.
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2019 Control MeJ Nano-Me] p-value
EpG-Ext 2282,18 + 93,12 1831,97 + 160,52 2282,83 + 362,42 ns
Cat-Ext 175,23 + 24,29 177,73 7,96 184+ 7,30 ns
Ep-Ext 5137,1 + 609,91 4853,86 + 140,32 4907,56 + 138,25 ns
HOLLEJO Cat-T 336,82 + 35,97 423,51 + 96,36 400,78 + 50,62 ns
Ep-3-O-g-Ext 443,04+12,92 a 324,16 67,71 b 343,4+4,01b *
Ep-T 252,98 + 96,20 230,06 + 17,64 192,45 + 73,59 ns
Total 8627,35 + 872,42 7841,29 + 245,73 8311,03 + 426,28 ns
Cat-Ext 2609,54 + 229,25 a 2347,68 + 82,10 ab 1932,01 £282,29 b *
Ep-Ext 26088,50 + 1894,85 a 22325,30 +379,22 b 18384,17 + 1350,67 ¢ **
Cat-T 2067,36 + 115,68 a 1848,20 +50,22 a 1365,46 + 129,69 b **
SEMILLA Ep-3-O-g-Ext 6176,7 + 621,38 5737,23 + 279,51 5117,7 + 522,96 ns
Ep-T 3354,39 + 323,51 a 2688,17 + 75,07 b 1742,65 + 168,58 ¢ **
Ep-3-O-g-T 2385,79 +279,90 a 2080,37 + 68,88 a 1548,51 + 113,04 b **
Total 42682,29 + 3366,48 a 37026,95 + 684,43 a 30090,50 + 2489,24 b 4
EpG-Ext 64,36 + 7,41 63,92 + 4,38 73,6 +11,75 ns
Cat-Ext 8,76 + 3,65 11,11 + 0,392 11,12 +1,79 ns
Ep-Ext 215,89 + 32,47 224,56 + 13,72 226,19 +29,35 ns
VINO Cat-T 38,31 +3,25 46,04 +2,01 43,17 5,98 ns
Ep-3-O-g-Ext 19,33 +4,42 b 28,88 +0,62 a 22,79 +1,68 b *
Ep-T 68,79 + 8,41 73,41 £1,55 69,46 + 5,22 ns
Ep-3-O-g-T 22,49 +13,94 14,15+1,31 17,53 +2,98 ns
Total 428,01 + 54,04 462,08 + 19,63 463,87 + 57,92 ns

0¢

Figura 7.19. Concentracién de los derivados de proantocianidinas tras reaccidn de floroglucinolisis en hollejo fresco (ug/g), semillas (ug/g) de uvas y vinos (mg/L) control y los
procedentes de tratamientos con MeJ y nano-Me] durante la campafia 2019. EpG-Ext, (-)- epigalocatequina-floroglucinol; Cat-Ext, (+)-catequina-floroglucinol; Ep-Ext, (-
)epicatequina-4-floroglucinol; Cat-T, (+)-catequina terminal; Ep-3-O-g-Ext, (-)- epicatequina-3-orto-galato-floroglucinol; Ep-T, (-)-epicatequina terminal; Ep-3-O-g-T, (-)-
epicatequina-3-orto-galato terminal Los datos representan las medias + desviacion estandar. Diferentes letras en la misma fila indican diferencias significativas de acuerdo
al test LSD (***p<0,001, **p<0,01, p<0,05, ns: no significativo).
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2020 Control Me]J Nano-Me] p-value
EpG-Ext 2977,99 + 221,56 2423,53 + 338,09 2691,11 + 95,66 ns
Cat-Ext 146,97 + 3,02 150,54 + 9,54 164,69 + 6,74 ns
Ep-Ext 6408,11 + 503,70 5723,03 + 517,54 5825,74 + 331,04 ns
HOLLEJO Cat-T 359,21 34,60 b 469,48 +9,76 a 447,84 + 38,65 a *
Ep-3-O-g-Ext 176,59 + 7,72 167,73 + 22,65 191,96 + 32,00 ns
Ep-T 225,88 +37,23 170,42 + 28,85 220,20 + 30,36 ns
Total 10294,75 + 792,39 9104,74 + 892,06 9541,54 + 443,67 ns
Cat-Ext 1173,71 £221,93 1830,33 + 403,09 1796,95 + 388,92 ns
Ep-Ext 9493,36 + 1185,56 13651,55 + 3885,37 14203,23 + 2654,02 ns
Cat-T 696,33 + 142,23 1043,57 + 307,68 1139,57 + 261,56 ns
SEMILLA Ep-3-O-g-Ext 2404,68 + 279,36 3506,88 + 948,81 3773,17 + 783,57 ns
Ep-T 635,45 + 130,42 931,73 + 357,69 1051,51 + 236,08 ns
Ep-3-O-g-T 765,88 + 165,45 1114,06 + 333,25 1163,04 + 194,79 ns
Total 15169,41 + 2122,90 22078,12 + 6223,07 23127,46 + 4481,46 ns
EpG-Ext 93,56 + 6,85 96,46 + 14,41 87,85 +5,79 ns
Cat-Ext 9,09 0,83 9,41 +2,17 8,16 + 0,51 ns
Ep-Ext 273,68 + 15,11 275,52 + 40,29 246,38 12,71 ns
VINO Cat-T 77,23 + 9,44 84,44 + 6,81 80,99 + 2,44 ns
Ep-3-O-g-Ext 16,55 +1,49 14,91 +2,08 14,18 +1,35 ns
Ep-T 19,65 + 5,12 23,1+3,42 18,53 + 1,56
Ep-3-O-g-T 9,16 +1,22 9,37 +3,43 6,48 + 1,09 ns
Total 498,92 + 20,71 513,21 + 65,41 462,56 + 22,21 ns
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Figura 7.20. Concentracién de los derivados de proantocianidinas tras reaccidn de floroglucinolisis en hollejo fresco (ug/g), semillas (ug/g) de uvas y vinos (mg/L) control y los
procedentes de tratamientos con MeJ y nano-Me] durante la campafia 2020. EpG-Ext, (-)- epigalocatequina-floroglucinol; Cat-Ext, (+)-catequina-floroglucinol; Ep-Ext, (-
)epicatequina-4-floroglucinol; Cat-T, (+)-catequina terminal; Ep-3-O-g-Ext, (-)- epicatequina-3-orto-galato-floroglucinol; Ep-T, (-)-epicatequina terminal; Ep-3-O-g-T, (-)-
epicatequina-3-orto-galato terminal Los datos representan las medias + desviacion estandar.. Diferentes letras en la misma fila indican diferencias significativas de acuerdo
al test LSD (***p<0,001, **p<0,01, p<0,05, ns: no significativo).
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2021 Control MeJ Nano-Me] p-value

EpG-Ext 1548,12 + 254,98 1954,38 + 263,29 1418,22 + 327,63 ns

Cat-Ext 119,01 6,09 b 163,19 +29,97 a 90,10 + 16,50b *
Ep-Ext 3884,00 + 426,04 5136,25 + 932,28 3709,12 + 937,94 ns
HOLLEJO Cat-T 307,1 + 37,80 335,84 +32,72 290,66 + 49,02 ns
Ep-3-O-g-Ext 129,74 + 41,05 142,76 + 24,15 92,89 + 35,63 ns

Ep-T 116,06 + 14,81 157,87 +39,14 106,6 + 37,43 ns

Total 6104,03 + 763,55 7890,29 + 1289,43 5707,59 + 1396,39 ns

Cat-Ext 2105,11 +132,13 ab 2579,79 + 396,65 a 1634,11 + 164,80 b *

Ep-Ext 17521,96 +1019,16 a 18394,43 +2829,91 a 13957,29 + 690,91 b *

Cat-T 1513,02 + 110,41 a 1623,71 249,93 a 1122,48 + 145,87 b *

SEMILLA Ep-3-O-g-Ext 3688,6 + 249,84 3719,88 + 546,67 2891,52 + 199,15 ns
Ep-T 1416,54 + 173,42 1464,2 + 271,05 1072,52 + 157,70 ns

Ep-3-O-g-T 1516,74 + 127,99 a 1550,06 + 221,28 a 1141,99 + 47,13 b *

Total 27761,97 + 1661,78 a 29332,08 + 4394,04 a 21819,90 + 1329,98 b *

EpG-Ext 79,88 + 16,37 100,98 + 8,76 82,49 + 4,63 ns

Cat-Ext 31,45 +3,33 35,61 2,02 34,15+ 1,71 ns

Ep-Ext 291,42 +45,36 310,66 + 17,00 277,85 +22,78 ns

VINO Cat-T 63,32 + 8,10 64,7 1,76 62,92 + 3,16 ns
Ep-3-O-g-Ext 17,42 £3,22 16,68 + 1,36 14,53 2,55 ns

Ep-T 21,81 + 4,06 24,81 +3,59 22,14 +1,79 ns

Ep-3-O-g-T 8,26 +2,56 8,14+1,34 9,17 + 0,38 ns

Total 513,55 + 82,12 561,59 + 31,32 503,25 + 34,99 ns

¥0¢

Figura 7.21. Concentracién de los derivados de proantocianidinas tras reaccidn de floroglucinolisis en hollejo fresco (ug/g), semillas (ug/g) de uvas y vinos (mg/L) control y los
procedentes de tratamientos con MeJ y nano-Me] durante la campafia 2021. EpG-Ext, (-)- epigalocatequina-floroglucinol; Cat-Ext, (+)-catequina-floroglucinol; Ep-Ext, (-
)epicatequina-4-floroglucinol; Cat-T, (+)-catequina terminal; Ep-3-O-g-Ext, (-)- epicatequina-3-orto-galato-floroglucinol; Ep-T, (-)-epicatequina terminal; Ep-3-O-g-T, (-)-
epicatequina-3-orto-galato terminal Los datos representan las medias + desviacion estandar. Diferentes letras en la misma fila indican diferencias significativas de acuerdo
al test LSD (***p<0,001, **p<0,01, p<0,05, ns: no significativo).
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