UNIVERSIDAD DE MURCIA

ESCUELA INTERNACIONAL DE DOCTORADO

Efectos del riego deficitario con aguas salinas en
la produccion y composicion de lauvay la
calidad del vino

D. Alejandro Martinez Moreno
2020






Efectos del riego deficitario con aguas salinas
en la produccion y composicion delauvay la
calidad del vino

D. Alejandro Martinez Moreno

Murcia, 2020






CSIC

CONSEJO SUPERIOR DE INVESTIGACIONES CIENTIFICAS

Doctorado en Tecnologia de los Alimentos, Centro de Edafologia y Biologia Aplicada del
Nutricidon y Bromatologia Segura

AN -

M DIPUTACION DE ALBACETE
Instituto Murciano de Investigacion y

Desarrollo Agrario y Alimentario . 3 THOWIOD AGIRONOARDD PRDVIVOAL S A

Departamento de Desarrollo rural, Enologia y Departamento de Investigacion en el Manejo
Agricultura sostenible del Agua

Efectos del riego deficitario con aguas salinas
en la produccion y composicion delauvay la
calidad del vino

Memoria de Tesis presentada por D. Alejandro Martinez Moreno para aspirar al grado de
Doctor con Mencién Internacional por la Universidad de Murcia

Directores de la Tesis:
D. Diego Sebastiano Intrigliolo Molina
Dfia. Rocio Gil Mufoz

D. Ramdn Lépez Urrea






Esta Tesis Doctoral ha sido realizada gracias a las ayudas para contratos
predoctorales para la formacion de doctores contemplada en el Subprograma Estatal de
Formacion, del Programa Estatal de Promocidn del Talento y su Empleabilidad, en el

marco del Plan Estatal de Investigacion Cientifica y Técnica e Innovacién 2013-2016.

El trabajo de investigacion ha sido financiado por el Proyecto de [+D+i
“ESTRATEGIAS PARA MITIGAR LOS EFECTOS DEL ESTRES HIDRICO SEVERO EN LA
VITICULTURA DE CLIMA CALIDO Y ARIDO DEL SURESTE DE ESPANA” con ndmero de
referencia AGL2014-54201-C4-4-R, subvencionado por el Ministerio de Economia y

Competitividad.



“Cada dia sabemos mds y entendemos menos”

Albert Einstein



AGRADECIMIENTOS

En primer lugar, me gustaria agradecer a mis tres directores de Tesis, la Dra. Rocio Gil
Munoz, el Dr. Diego Sebastiano Intrigliolo Molina y el Dr. Ramén Lépez Urrea, por haberme
transmitido desde el primer momento su pasién por la investigacidn y por el trabajo bien hecho,

sin prisas y cuidando siempre hasta el mds minimo detalle.

También me gustaria agradecer a todos mis compafieros del CEBAS que han sufrido
conmigo y por mi culpa intensas vendimias y largos viajes a Fuente Alamo. Gracias Marga, por
estar siempre tan atenta a todo y preocuparte por que todo saliera adelante. Gracias Eva, por
estar siempre disponible con una sonrisa para lo que hiciera falta. Gracias José Salvador, por tus
largas charlas vespertinas y por tu inestimable ayuda con el fantastico SygmaPlot. Gracias Juan
Miguel, por ensefiarme tantas cosas cientificas y no tan cientificas. Gracias José Manuel, creo
que jamas poder devolverte la paciencia y sabiduria que desde el primer momento compartiste
generosamente conmigo. Gracias Ignacio, por compartir todos tus conocimientos viticolas y
cientificos. Gracias David, por tu sonrisa y positivismo, sin ti todo este trabajo hubiera sido sin
duda, mas complicado. Gracias Isa, siempre recordaré nuestra primera mafiana limpiando

raices, lentos pero seguros.

Gracias a todos los compafieros de la Estacién Enoldgica de Jumilla (1.M.I.D.A), durante
estos cuatro afios me habéis facilitado infinitamente el trabajo (Diego, Ana y Juan Daniel).
También me gustaria agradecer de una forma especial a José Ignacio todos sus buenos consejos
y recomendaciones que me ha ido regalando a lo largo de toda la Tesis. A Cayetano y David por
todo el trabajo que habéis hecho en la bodega y, por ultimo, gracias a Juan Antonio, Maria y

Juan por hacer mas ameno las largas horas del laboratorio.

Tampoco puedo dejar de agradecer al tridente valenciano, Felipe, Toni y Diego, toda la
ayuda que nos han brindado en el campo, toda la sabiduria gastronédmica que han compartido

con el equipo y su buena disposicidn para ayudar cuando y donde hiciera falta.

A toda la gente procedente del Instituto Técnico Agrondmico Provincial de Albacete y
de la Universidad de Catilla-La Mancha que ha pasado durante estos tres afios por la finca para

echar una mano siempre que lo hemos necesitado, en especial a Pachiy Laura.

A los doctores Pierre Louis Teissedre y Michael Jourdes, investigadores del Instituto de
las Ciencias de la Vid y el Vino (ISVV) que me permitieran realizar una estancia en su
departamento de Enologia durante tres meses, acogiéndome y haciéndome sentir uno mas del

laboratorio. Sin olvidar la estimable ayuda de Reyes, Natalia, Zurifie, Josep y Ruth.



También me gustaria agradecer al profesor Gonzaga Santesteban por permitirme
realizar una estancia corta en el departamento de la Universidad Publica de Navarra (UPNA). Al
profesor Jaume Flexas, por hospedarme durante la estancia corta en su laboratorio, en la

Universidad de las Islas Baleares (UIB).

A Don Vicente Martinez, gracias por las incontables horas que has tenido que sufrir

escuchando y resolviendo mis dudas.

A José Maria Vicente, director técnico de Bodegas Casa Castillo, por abrirme las puertas
de su casa y acogerme como si fuera de la familia. Gracias por tu sencillez y por compartir

conmigo hasta el ultimo detalle de tu experiencia vitivinicola.

Y por supuesto, agradecer a mis padres todos los esfuerzos y sacrificios que han hecho
por mi y mis hermanos, siempre han luchado por darnos la mejor educacién que han podido
para que llegaramos donde estamos. Y no quisiera olvidarme de Inmaculada, mi mujer, gracias
por tus increibles sacrificios para que pudiera realizar mi estancia en el extranjero y tu apoyo
incondicional para finalizar esta Tesis Doctoral. La mezcla Covid-19, nifios y Tesis Doctoral nunca

fue facil.

iMuchas gracias a todos!

Alejandro Martinez Moreno






A mis padres,

Inmaculada, Miguel y Cristina






INDICE

1. INTRODUCCION...........coovovereereerieieieie e s 9
LA CUIIVO @ 1a Vid ... e 10
1.1.1 Importancia del sector VItiviniCola ..........ccuiiiiciiiie e 10
1.1.2 Material VEZELAl .....uueeei i e e e e e nrrrae e 13
1.1.3 Cultivo de la vid en el Mediterrdneo y su fenologia.........ccceeevcieeiiicieeiiciee e, 15
1.1.3.1 FENologia de 12 Vid......cccuiieieiiiee ettt ettt e 15
1.1.3.2 Necesidades hidricas de 12 Vid........cceeeeriiiiiiiiineeeeeeee e 17

1.2 Cambio climatico y estreses abiotiCos .............ccueiiiiiiiiiniiie e 19
1.2.1 Cambio ClIMATICO .. .eiiiiiiiiie ettt ettt sttt e sab e e st e sbeesbaeesanes 20
1.2.2 ESTreses abiOtiCOS ...uiiuriiiiiiiiiie ittt ettt ettt sttt st e s et e e sabe e st e ssbaeenaee 24
1.2. 2.0 ESEréS NHOIICO ettt s s s e s 25
1.2.2.2 ESErES SAliN0...eeeiieiiiiie et 26

1.3 Estrés hidrico y salinidad en viticultura.............c.cccoooiiiiiiii e, 28
1.3.1 Estrés hidrico €N 12 Vid .....ceeuiiiiiiiniiieieeee ettt et 28
1.3.1.1 Respuestas fisioldgicas de la vid frente al estrés hidrico .......cccceeeecveeeeccieeeennee. 28
1.3.1.2 Respuesta agrondmica e importancia del portainjerto ........ccccceeeevcveeeecieeeeennee, 29
1.3.1.3 Manejo en la gestion del agua en el sUelo........ocoecuiiiiicciiie e 32
1.3.2 EStrés salino €N 12 Vid ...ccoueeeiiiiiiiieieeeee et 34
1.3.2.1 Acumulacion de sales en el suelo y sistema de riego .......cccvveeeeeeeeeciriveeeeeceennnns 34
1.3.2.2 Efectos de la salinidad y respuesta fisioldgica de la vid ........cccceeeecieeeeccieeeennee, 35
1.3.2.3 Respuesta agrondmica de la vid y tolerancia a la salinidad............ccccccccuveenneee. 38

1.4 Calidad de la uva y composicion del vino. Conceptos generales..............ccccceevcvveeeennneen. 41
1.4.1 ComPUESLOS TENOIICOS. cueviiiiiiiiii ittt e e e s sbee e e s sbeeeesanes 43
1.4.1.1 ANTOCIANOS...uuiiiiiiiiiii ittt e 45
L1412 TANINOS ceeviiiiiiiiii ittt e 46
14,13 ESHIDENOS oot 48

1.5 Efecto del estrés hidrico y salinidad en la calidad de lauvay el vino ............................ 49
1.5.1 Estrés hidrico y calidad de la uvay del ViNO .......ccvvveeeeeiiiiciiniieeee e 49
1.5.2 Salinidad y su efecto sobre la calidad de la uvay el Vino.......ccceeeeeevvccinieeeeeceeeinee, 54

2. OBJETIVOS.........ooueeieeaieeeeee ettt ettt st b e b e sb et s bt shte s et e st e st e et e et e et e et e ebeeneee 59
3. MATERIAL Y METODOS..........covvuiiriiniiniintistiniessississasssssasssssassses sttt sse s ssessesss s s ssenaes 63
3.1 Descripcion de la parcela experimental.............ccocviiiiiiiiiiiiic e 64
3,11 LOCANIZACION ...ttt 64

3.1.2 CaracteristiCas VITICOIAS ......cuvviviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieieeeeeeeeee e e e e e eererereeeseeeseseees 64



I S T @1 1 =1 ] [o =4 T- 1S UUPR Nt 65

3.1.4 Caracteristicas del SUBIO.......ccuiiiiiiiiiieie ettt e 68
3.1.5 Manejo del VIREAO........eii ittt ettt e e st e e e ata e e e saraeeens 69
3.2 DiseNo @XPeriMmeENtal ...........cocoiiiiiiiiiei et e et e e et e e et re e e eentaeaeeans 70
3.3 Tratamientos realizados y programacion del riego..............ccccccoecveeeiiei e, 71
3.3.1 Tratamientos realizados . .....ccocuiiriieeiiieeie et 71
3.3.2 Programacion el FBEO0 .....ccoevcuriiieiee ettt eeeeectree e e e e eeesetrareeee e e eeeatraeeeeeessennnnnns 74
3.4 Determinaciones realizadas €N CamMPO..........c..coeeviiiiiiiiiie e e 75
3.4.1 MUESErE0S 0@ SUEID ..cuueieiiiiiiiiectee et s 75
3.4.2 MUESEIE0S €N PlaNta ..ceeeeei i e e e e e 77
3.4.2.1 DidMEtro de trONCO ..couveiiiii ettt ettt ettt e siee e s e b e e e e saree e ree e 77
3.4.2.2 MUESEIEO TOlIAr.cccuiiiiieeiiee ettt ettt e e s e e 77
3.4.2.3 Estado hidrico del VIREdO .......c.cueriiriiriiieiie e 77
K N o =T =100 o Lo T == =0 1Yo SRR 79
3.4.2.5 Parametros de produccidn y desarrollo vegetativo del vigor..........ccocccuvvvveenn... 79

3.5 Analiticas de 1aboratorio ............ccceevieiiiiiiii e 81
3.5.1 ANalitiCas e SUBIO......eiiuiiiiiiii et e 81
3.5.1.1 Procesado de muestras de SUEIO .......cocueeiierieeneieiienieereenee e 81

B 5.2 PH bbbt b e bt b e s bt e s he e sae e st e et e eean 82
3.5.1.3 Conductividad €lECtriCa......cccuuieriireiiieriee ettt 82
3.5.2 Material VEEETAI .....uuvriiiiei ettt e e e e e e e e bbra e e e e e e e abrraeee e 82
3.5.2.1 Procesado del material foliar .......coouiriiiieiieeeeee e 82
3.5.2.2 Determinacion de elementos totales.........oceeieeriieiienienicneeeeeeeeeeen 83
3.5.2.3 Determinacion de @niONEsS ........coceeieiriieieeiee ettt st 84
3.5.2.4 Madurez tecnoldgica de 12 UVaA .....coccuieeiiiciiee ettt sveee e 85
3.5.2.5 Determinacién de compuestos fendlicos en uva por HPLC ........eeeveeeevcnnrvveneenen. 85

3.6 Elaboracion y determinaciones €N VINO..............ccocuiiiiiiiiieeiiiiie e e e aaeee e 89
3.6.1 Determinaciones espectrofotomeEtricas N ViNO........cc.eeeeeeciieeeeciiieeeccieee e 89
3.6.2 Determinaciones de compuestos fendlicos por HPLC .......ccvevvvviieveviiieeesiieee e, 92
3.6.3 ANAIISiS SENSOMIAl .euuiiiiiiieiiie e s e 93
3.7 Analisis @StAdiSTICO .........cocueiiiiiiiiieeeee e s 93
4. RESULTADOS Y DISCUSION.............oooeveereererersrererieserevessesesesesses v ssssasaese s ssssa st sanaas 95
4.1 Condiciones edafo-climaticas, tratamientos y composicion del agua de riego ............. 96
4.1.1 Influencia del riego salino en la acumulacién de sales en el suelo................uuueeee... 100
4.2 Resultados fisiolGgicos y agronOmiCos ............cccceeeeiieiiiiiiie i 102

4.2.1 Estado hidrico del vifiedo e intercambio ase0S0..........ccveeerciiieiriieeeeicieeeeeieee e 102



4.2.2 Rendimiento, componentes de la produccién y del racimo .........ccccccvvveeeeeeeennnneen. 110

4.2.3 Crecimiento vegetativo, peso de poda e indice de Ravaz........ccccoecveeeieciveeeeecivenennns 116
4.2.4 Estado nutricional y acumulacion de sodio en tronco. .......cccccveeeecieeeeccieeeecieeeeeans 120
4.3 Resultados @N0IOGICOS...........ccoouiiiiiiiieie e e e e e e e 123
4.3.1 Composicion fisicoquimica del MOSTO.......ccccciiiiiiciiiei e 123
4.3.2 Composicion fendlica €N 1a UVa........uueeeeeeiieecciiiieieee et 125
B N A\ g o T = o Lo 3OO P PP PP PP 125
4.3.2.2 TANINOS wevtiiiiiiieiiiiite ittt bbb s s e s s e 129
4.3.2.3 ESHIDENOS .. e 135
4.3.3 Composicion fendlica €N 1 VINO.........cocuiiei ittt e 137
4.3.3.1 Parametros cromaticos €N €l ViNO.......ccocueeriiieniiiieiiie et 137
4.3.3.2 ANTOCIANOS. ...eviiiiiiiiiiiiitt et e e s s e e e 141
4.3.3.3 TANINOS woetiiiiiiiiiiitite ittt e s s ra s 144
4.3.3.4 ESHIDENOS ...t 147
4.3.4 ANAIiSiS SENSONIAN ...eiiiiieiiieeie ettt ettt st et e e st esbe e sbeesneeesanes 148
4.4 Relaciones entre diferentes indicadores agronédmicos y enoldgicos............................ 152
5. CONCLUSIONES/CONCLUSIONS.............ccoroumirisieieieieeiiniesieeeteiee sttt ebe st nee s 158

6. BIBLIOGRAFIA ...ttt e e e e et et e et e et e e eeee et et et eaeeneeeeeeeeneanenes 164






RESUMEN

El clima mediterraneo se caracteriza por la escasez de lluvias y una alta demanda
evaporativa durante el verano, coincidiendo con la época de maximas necesidades hidricas de
la vid. Por lo tanto, en ocasiones, los viticultores se ven obligados a la utilizacion de aguas de
mala calidad con altas concentraciones de sales, principalmente sulfatos y cloruros. Esta Tesis
Doctoral se realizé con el objetivo de estudiar los efectos del estrés hidrico severo y el riego
deficitario con aguas salinas (conductividad eléctrica de 5 dS/m) sobre el rendimiento y la
composicion de las uvas y del vino de la variedad Monastrell, cultivada en un vifiedo dentro de

la Denominacién de Origen Jumilla en la provincia de Albacete (sureste de Espaia).

El ensayo se llevd a cabo durante tres campaiias en un vifiedo comercial, con un disefio
experimental de 4 bloques al azar y seis tratamientos; de los cuales, el primero fue un secano y
en el resto de tratamientos se combinaron diferentes tipos de sal (sulfatos y cloruros) con
diferentes momentos de inicio del riego (antes y después del envero). Se estudié la acumulacion
de sal en el suelo, los efectos del estrés hidrico y salino sobre los componentes de la produccidn,
el desarrollo vegetativo, el intercambio gaseoso y el estado nutricional del vinedo. Asimismo, se
estudid el impacto del estrés hidrico y la salinidad sobre la calidad de la uva y el vino, asi como

su composicion fendlica y caracteristicas sensoriales.

Los tratamientos regados con aguas salinas, incrementaron la concentracién de sales en
el suelo durante el periodo vegetativo de la vid. Sin embargo, debido a las lluvias, esta
concentracién de sales se vio reducida considerablemente durante el periodo de parada
vegetativa. El no aporte de riego y los tratamientos regados con agua salina redujeron la
produccidon en comparacion con el riego con agua de buena calidad en un 36 y un 15%,
respectivamente; aunque dicha reducciéon solo fue estadisticamente significativa en el
tratamiento secano. El secano y el riego con aguas salinas tuvieron un efecto negativo sobre el
crecimiento vegetativo, reduciendo el area foliar. Respecto a los parametros enoldgicos, se
observé una gran variabilidad en la composicién fisicoquimica del mosto durante los tres afios
de estudio. El tratamiento secano obtuvo la mayor concentracidn de antocianos y taninos.
Aunque el riego salino no tuvo efecto en la concentracion de antocianos, si incrementé
ligeramente la concentracion de taninos en uva, en comparacion con el tratamiento control. Los
tratamientos que se comenzaron a regar en post-envero y el tratamiento secano mejoraron
notablemente las caracteristicas cromaticas de los vinos. Por Gltimo, no se observé un efecto de
los tratamientos en la concentracidon de estilbenos, tanto en la uva como en el vino. El analisis
sensorial, mostré cierta concordancia con los valores cromaticos y de composicion fendlica,

siendo el tratamiento secano el que obtuvo la mejor valoracidn para el atributo visual y
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valoracién global; en cambio el tratamiento con el riego con cloruros obtuvo la peor puntuacién

para el atributo olfativo.

Por lo tanto, la no aplicacion de riego y el riego deficitario aplicado después del envero,
reducen la produccidon, pero mejoran significativamente la composicién de la uva en
comparacion con el tratamiento control regado durante todo el ciclo fenoldgico de la vid con
agua de buena calidad. Ante la falta de disponibilidad de aguas de buena calidad para el riego
de la vid, la utilizacién de aguas salinas de alta conductividad eléctrica (5 dS/m), es recomendada
para viticultores cuyo objetivo sea maximizar la producciéon y la concentracidon de azucares de

las bayas, sin priorizar la composicién final de los vinos.



ABSTRACT

The Mediterranean climate is characterized by rain scarcity and a high evaporative
demand during the summer, coinciding with the maximum grapevine water requirements.
Therefore, winegrowers are in occasions forced to use low-quality irrigation water from aquifers
and wells containing high concentrations of salts, mainly sulfates and chlorides. This Doctoral
Thesis was carried out with the aim of studying the effects of severe water stress and deficit
saline irrigation on the yield and grape and wine composition in the Monastrell variety within

the Denominacidn de Origen Jumilla in Albacete (southeastern Spain).

This trial was carried out during three seasons in a commercial vineyard, with an
experimental design with four random blocks and six treatments; one treatment was a rainfed
and the others combined different types of salt applied in the irrigation water (sulfates and
chlorides) with different timings of irrigation (starting either; before veraison or after it). The
accumulation of salt in the soil, the effects of water and salt stress on yield, vegetative growth,
leaf gas exchange and vine nutritent status were studied. Likewise, the impact of water stress
and salinity on grape and wine quality was determined, as well as the wine phenolic composition

and sensory characteristics.

During the vine vegetative period, the treatments irrigated with saline water increased
the concentration of salts in the soil. However, due to the autumn and winter rains, the soil salts
concentration was considerably reduced during the dormancy period of the vine. The rainfed
and the irrigated treatments with saline water reduced yield by 36% and 15% in comparison
with the control treatment, respectively. However, this reduction was only statistically
significant in the rainfed treatment. Irrigation with saline water had a negative effect on
vegetative growth, reducing the vine leaf area. Regarding the oenological parameters, a great
variability in the physicochemical must composition was observed during the three years of the
study. Grapes from the rainfed treatment had the highest concentration of anthocyanins and
proanthocyanidins. Although saline irrigation had no effect on the concentration of
anthocyanins, it slightly increased the concentration of proanthocyanidins in grapes, compared
to the control treatment. The treatments that started to be watered by post-veraison and the
rainfed one, notably improved the color characteristics of the wines. Finally, no effect of the
treatments was observed on the concentration of stilbenes, both in grapes and wine. Wine
sensory analysis results were in agreement with the chromatic and phenolic composition values
with the rainfed wines having the best assessment for the visual attribute and overall
assessment. On the other hand, the treatment irrigated with chlorides salty water obtained the

worst score for the olfactory attribute.



The rainfed and deficit irrigation applied after veraison strategies reduced vyield, but
significantly improved grape composition in comparisons with the control treatment. Given the
lack of availability of good quality water for grapevine irrigation, the use of saline water with
high electrical conductivity (5 dS/m), is recommended for vinegrowers whose objective is to
maximize vine performance and grape sugar concentration, without prioritizing the final wine

composition.



Lista de abreviaturas y simbolos

%Gal: porcentaje de Galloilacion

ABA: acido abcisico

AC%: antocianos copigmentados

AL%: antocianos libres

Ap: fotosintesis neta

ANOVA: anilisis de la varianza

AT: antocianos totales

C: croma

CatE: (+) - catequina de extension

Cat-T(+) - catequina terminal

CE: conductividad eléctrica

CEs: conductividad eléctrica del extracto saturado del suelo
Di-OH: antocianos dihidroxilados

E: transpiracion

EC30G-E: (-)- epicatequina 3-O- galato de extensién
EC30G-T (-)- epicatequina 3-O-galato terminal

EGC-E: (-): Epigalocatequina de extension

Epi E: (-)- epicatequina de extension

Epi T: (-) — epicatequina terminal

ET.: evapotranspiracién del cultivo

ET,: evapotranspiracién de referencia

EUA:: eficiencia del uso del agua intrinseca

FAO: Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacién y la Agricultura
FCA: fraccion de color debida a antocianos copigmentados
FFA: fraccion de color debida a antocianos libres

FPP: fraccion de color del vino debido a pigmentos poliméricos
GMP: grado medio de polimerizacion

gs: conductancia estomatica

H: Hue

IC: intensidad de color

ICP-OES: plasma de acoplamiento inductivo acoplado a espectrofotometro de emisidén éptico

IPT: indice de polifenoles totales



Kc: coeficiente de cultivo

L: luminosidad

MAPAMA: Ministerio de Agricultura y Pesca, Alimentacion y Medio Ambiente
MPa: megapascales

Nh: necesidades de agua de riego

OIV: Organizacion Internacional de la Vifia y el Vino
Pe: precipitacidn efectiva

PP% antocianos polimerizados

r: coeficiente de corelacion de Pearson

RAS: relacion de absorcion de sodio

ROS: especies reactivas al oxigeno

RWC: contenido relativo en agua

SAR: relacién de adsorcién de sodio

SST: solidos solubles totales

Sy: integral de estrés hidrico

T: tono

Tri-OH: antocianos trihidroxilados

UE: unidad experimental

USDA: Departamento de Agricultura de los Estados Unidos
& 13C: ratio isotdpico del carbono

Wp: potencial de turgor

Ws: potencial osmdtico

Wt: potencial hidrico de tallo a medio dia solar

Ww: potencial hidrico






1. INTRODUCCION



1.1 Cultivo de la vid

Desde hace mas de 8,000 afios, la historia de la humanidad ha estado ligada al cultivo de la
vid (Vitis vinifera) y a la elaboracién del vino; ninguna otra actividad agricola ha generado a lo
largo de la historia tanta cultura y riqueza como el cultivo de la vid. Si entendemos la elaboracion
del vino como una actividad humana intencional y planificada, se podria decir que fue en el
Neolitico cuando se dieron las condiciones necesarias para su comienzo, entre el afio 8,000 y el
6,000 a. C., en una vasta zona comprendida entre el mar Negro y el mar Caspio delimitada por

las actuales Turquia, Siria, Irak, Irdn y Rusia (Fondo Vitivinicola, 2019).

1.1.1 Importancia del sector vitivinicola

Actualmente se cultivan 7.5 millones de hectareas de vifiedo en el mundo, que producen
un total de 73.3 millones de toneladas de uva, dando lugar a unos 280 millones de hectolitros
de vino, cuyas ventas generan un valor de facturacion de 30,525 millones de € segln los ultimos
datos de la Organizacion Internacional de la Viiia y el Vino (OIV, 2019). Espaiia es el primer pais
del mundo en superficie de vifiedo con 969,000 hectdreas (13% de la superficie mundial),
seguido por China y Francia (Tabla 1). Sin embargo, Espaia es el 52 productor mundial con un
total de 5 millones de toneladas, muy por detras de las 13.7 millones de toneladas que produjo
China, situdndose como primer productor mundial (Tabla 2). Del total de la uva producida a nivel
global el 42% esta destinado a uva de mesa, el 7% a uvas pasas y el 52% a uva para vinificacién,
estos porcentajes son algo diferentes en Espafia siendo el 6% para uva de mesa y el 94% de la

produccion total para vinificacién.

Tabla 1. Evolucion de la superficie mundial de vifiedo por paises en miles de hectareas.

2013 2014 2015 2016 2017
Espafia 973 975 974 975 969
China 757 813 847 864 870
Francia 793 789 785 786 786
Italia 705 690 682 693 699
Turquia 504 502 497 468 448
EEUU 453 450 446 441 441
Irdn 219 216 217 223 223
Argentina 224 228 225 224 222
Chile 206 213 214 214 215
Portugal 229 224 204 195 194

Datos obtenidos de la OIV (2018)
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Tabla 2. Evolucion de la produccién mundial de uva por paises en miles de toneladas.

destino de la uva afio

2017 (%)

2013 2014 2015 2016 2017 mesa  pasas vino
China 11.6 12.5 13.7 13.7 137 | 83% 6% 11%
Italia 8.0 6.9 8.4 8.4 6.9 v 15% 0% 85%
EEUU 7.8 7.1 7.0 7.0 6.7 L22% 15% 63%
Francia 5.5 6.2 6.0 6.0 5.5 L1% 0% 99%
Espafia 7.4 6.1 6.3 6.3 50 | 6% 0%  94%
Turquia 4.0 4.2 4.0 4.0 4.2 1 57% 40% 2%
India 2.5 2.6 2.6 2.6 2.6 1 95% 4% 1%
Australia 2.0 1.8 2.0 2.0 2.2 l9% 2% 89%
Sur Africa 2.0 1.9 2.0 2.0 2.1 L 14% 12% 74%
Argentina 2.9 2.7 1.9 1.9 2.1 L1% 8% 91%

Datos obtenidos de la OIV, (2018)

La importancia del sector vitivinicola en Espafia es de extraordinaria relevancia, no solo
desde el punto de vista econdmico o medioambiental, sino también desde el punto de vista
social y cultural, siendo el vino parte fundamental en la cultura mediterranea. Del total de la
superficie plantada a nivel nacional, el 85% corresponde a zonas potencialmente aptas para la
elaboracion de vinos con denominacién de origen protegida (DOP) y el 8% a zonas con indicacion
geografica protegida (IGP). Las variedades tintas representan el 54% del total de la superficie de
vifiedo de uva para vinificacion en nuestro pais (MAPAMA, 2018). El cultivo de la vid en Espafia
se extiende en todas las comunidades auténomas, siendo Castilla-La Mancha con 443,347 ha la
comunidad con mayor extensidon de vifiedo, suponiendo el 47.1% de la superficie nacional y el

7% de la superficie de vifiedo a nivel mundial (Tecnovino, 2019).

La produccion de vino y mosto en Espafia se caracteriza por su gran variabilidad de unas
campanas a otras, debido a la fuerte dependencia del cultivo a las condiciones meteoroldgicas.
La media de produccién de las cinco Ultimas campafias (2013-2018) alcanzé los 38.8 millones de

hectolitros.

Aunque la parcela de estudio utilizada para la realizacion de esta Tesis Doctoral se
encuentra situada en la provincia de Albacete (Castilla-La Mancha), queda amparada bajo la
Denominacidn de Origen (D.0.) Jumilla. Dicha D.O. tiene una larga tradicién viticola, habiéndose
hallado restos de Vitis vinifera datados del afio 3,000 a. C. Pero fue a mediados del siglo XIX, con
la llegada de la plaga de la filoxera a Europa, lo que motivé el aumento de las plantaciones de
vid y un incremento significativo de las exportaciones a Francia, lo que se tradujo en una mejora
del sector viticola jumillano. En 1966 se constituyd la D.O. Jumilla siendo en la actualidad una de

las mas antiguas de Espaia (Vinos de Jumilla, 2018).
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La D.O. Jumilla se encuentra situada en el sureste espafiol a una altitud de entre 400 y
800 m.s.n.m., estd formada por valles, planicies y montafias siendo una zona de transicidn entre
la costa levantina y la meseta castellano-manchega (Figura 1). Los suelos caracteristicos son
pardos y pardo-calizos, con una textura franca y franco-arenosa. Estas caracteristicas
edafolégicas confieren a los suelos una buena capacidad de almacenamiento de agua y bajos
niveles de materia orgdnica, presentando en lineas generales buenas aptitudes para el cultivo
de la vid. El clima es caracteristico mediterraneo con mas de 3,000 horas de sol anuales y escasas
precipitaciones con alrededor de 300 mm anuales. La temperatura media anual es de 16 °C con

inviernos frios siendo habituales dias con temperaturas inferiores a 0 °Cy veranos calurosos con

temperaturas que superan los 40 °C.

La D.O. Jumilla cuenta con una superficie de 20,000 ha, de las cuales el 60% se
encuentran en la provincia del Albacete y el 40% restante en Murcia. La D.O. Jumilla agrupa a
unos 2,000 viticultores y tiene 45 bodegas registradas, alcanzando una produccién de 77,617 t

de uva en la campafia de 2018 (Vinos de jumilla, 2018).

Las caracteristicas descritas con anterioridad hacen de este territorio un lugar éptimo
para el cultivo de la vid donde los agricultores han aprendido a superar las adversidades
climaticas de la zona, siendo el cultivo de la variedad Monastrell conducida en vaso y secano, el

mas extendido en esta D.O.

MAPA DE LA DENOMINACION
DE ORIGEN JUMILLA Montealegre del Castillo

Fuente-Alamo

Ontur
Albatana

"
JUMILLA

Figura 1. Denominacion de Origen Jumilla. Fuente (Vinos de Jumilla, 2018).
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En los ultimos afios, el aumento de las temperaturas y el cambio en la dindmica de
precipitaciones a nivel global, ha puesto de relieve la necesidad de la investigacion viticola para
hacer frente a los nuevos desafios climaticos en zonas semidridas (Schultz y Jones, 2010). La
zona de estudio sobre la que se ha realizado esta Tesis Doctoral, se enmarca dentro de la
Confederacion Hidrografica del Segura siendo especialmente sensible a todos estos cambios
climaticos, ya que se encuentra en una zona de alto riesgo de desertificacion, con una evidente

sobreexplotacién de los acuiferos existentes en la zona (Senent y Garcia, 2014).

1.1.2 Material vegetal

La vid (Vitis vinifera L.) es una planta de hoja caduca perteneciente a la subdivision de
las angiospermas, de la clase dicotileddnea y de la familia de las Vitaceae compuesta por casi
mil especies agrupadas en 17 géneros (Martinez de Toda, 1991). Los umbrales térmicos en los
gue puede crecer la vid son amplios, y varian desde temperaturas medias de 10 a 40 °C, con un
nivel éptimo de crecimiento alrededor de 22-25 °C. Debido a este amplio rango de temperaturas
en los que puede sobrevivir la vid, las regiones vitivinicolas estan extendidas ampliamente en
todos los climas templados, principalmente comprendido en dos franjas, entre las latitudes 30 °
y50°Ny30°y40°S(Schultzy Jones, 2010). A pesar de lo mencionado anteriormente, debido
a los cambios que esta experimentando el clima a nivel mundial, el cultivo de la vid se esta
extendiendo a zonas mas frias, en las que anteriormente este cultivo no era rentable. El rango
de temperatura diurna, que estd relacionado con la altitud, controla la fenologia y favorece la
acumulaciéon de compuestos como los azlcares dentro de los tejidos (Gladstones, 2011). De
hecho, la temperatura juega un papel fundamental en la fisiologia de la vid e influye de forma
directa en la maduracién de la uva, fundamentalmente en la composicién aromatica y en la

coloracién de la baya (Coombe, 1987; Jackson y Lombard, 1993).

Normalmente, la especie Vitis vinifera es injertada en patrones de otras especies del
género Vitis, generalmente en Vitis rupestris, Vitis riparia y Vitis berlandieri de origen americano
y resistentes a la filoxera. Estos portainjertos confieren otras caracteristicas adicionales
deseables, como por ejemplo tolerancia a altos niveles de caliza activa, frecuentes en los suelos
de las zonas viticolas mediterrdneas. Los portainjertos suelen ser variedades hibridas
desarrolladas al cruzar las especies Vitis berlandieri, Vitis riparia y Vitis rupestris. No obstante,
los cultivares y variedades de vifas destinadas a la producciéon de vinos mdas comunes

pertenecen a la especie Vitis vinifera.

La mayoria de los historiadores del vino y ampeldgrafos estan de acuerdo en que la

variedad de uva Monastrell tiene un origen espafiol, aunque es dificil determinar el lugar exacto
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con precision. Probablemente, la variedad fue introducida en Cataluiia por los fenicios en torno
al 500 a. C, aunque también se piensa que puede proceder de Sagunto (Valencia) de donde se

tienen abundantes referencias histéricas (Fava, 2001).

A nivel mundial, la variedad Monastrell ocupa el puesto nimero once en cuanto a
superficie de cultivo a nivel mundial, siendo en Espafia la sexta variedad mas plantada (OlV,
2018), representando en la D.O. Jumilla casi el 90% de su superficie de cultivo. Esta variedad
también es conocida por otros nombres como Moratel, Garrut, Alcayata, Ros, Reina, Veremeta,
Gallata, Churret, Matard, Negrelejo, Vereda y por ultimo en Francia, es conocida como

Mourvedre (Pardo, 1996).

Ampelograficamente hablando, la Monastrell es una variedad de porte erguido, con
sarmientos gruesos, de longitud media y con pocos brotes secundarios. Las yemas son
algodonosas y blancas con el eje velloso, las hojas adultas son de tamafio mediano a pequefio,
siendo el limbo pentagonal con tres I6bulos marcados y con una pigmentacidn antocidnica en el
haz débil. Los racimos son de dimensidn mediana o pequeia, bastantes compactos con una

longitud de pedunculo corta (Figura 2).

MONASTRELL MONASTRELL

Figura 2. Hoja y racimo caracteristico de la variedad Monastrell.

Se trata de una variedad de gran rusticidad y elevada resistencia a la sequia, necesitando
un elevado numero de horas de sol para conseguir una buena maduracién de la uva. Tiene una
fertilidad media con cierta tendencia a la veceria; la alta compacidad de sus racimos la hace

sensible al ataque de los hongos y a la polilla del racimo o hilandero. Es una variedad que se
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caracteriza por sus bajos rendimientos en la zona mediterranea (Chomé, 2003), seguramente
debido al déficit hidrico severo al que suele estar sometida en esa regién. Por otra parte, desde
un punto de vista enoldgico, la Monastrell se caracteriza por producir mostos de elevado grado
alcohdlico con una acidez media-baja, ricos en oxidasas y con una intensidad aromdtica media-

alta.

1.1.3 Cultivo de la vid en el Mediterraneo y su fenologia

El rendimiento productivo de la vid y la composicién de la uva en el clima mediterraneo,
estdan fundamentalmente determinados por una alta disponibilidad de radiacidon solar y un
déficit en lareserva de agua en el suelo debido a la escasez e irregularidad de las precipitaciones.
El agua es el factor mds limitante para el crecimiento y produccion de la vid en la regién
mediterranea, caracterizada por ser un area propensa a la sequia. Habiéndose demostrado que
en la viticultura mediterranea la respuesta agronémica de la vid esta mas condicionada por el
estado hidrico de las cepas que por las relaciones fuente sumidero (Mirds-Avalos e Intrigliolo,

2017).

En general, el clima mediterraneo es templado, caracterizado por veranos cdlidos o muy
calidos y secos, e inviernos suaves y relativamente humedos. Las variaciones de temperatura
entre el verano y el invierno son moderadas debido al efecto amortiguador de la proximidad de
grandes masas de agua. La precipitacién anual varia de 200 a 1,400 mm, de los cuales al menos
el 65% ocurre durante el invierno (Képpen, 1936). La temporada de verano se caracteriza por
una sequia estacional, debido a que la evapotranspiracién de referencia (ET,) es mucho mas
elevada que la precipitacidn. Este periodo de déficit hidrico coincide con la época de crecimiento

de la vid.

1.1.3.1 Fenologia de la vid

La fenologia es la ciencia que estudia la relacidn entre los ciclos de las plantas y los
factores climaticos. La fenologia estudia cdmo ocurre el desarrollo y crecimiento de los 6rganos
vegetativos y fructiferos, asi como su relacién con las condiciones climaticas y culturales (Jones
et al., 2005). Aunque existan diferentes escalas para definir la fenologia de la vid, las mas cldsicas

y utilizadas son la escala de Baggiolini (1952) y la codificacion BBCH (Lorenz et al., 1994).

La fenologia de la vid esta directamente relacionada con la temperatura (Parker et al.,
2011), por lo que un aumento de temperatura debido al cambio climatico puede repercutir
sobre los estados fenoldgicos de la vid y sus tiempos de desarrollo (Cook y Wolkovich, 2016). De
hecho, ya existen observaciones a nivel global de un acortamiento entre la brotacién y la

vendimia (Duchéne y Schneider, 2005; Moriondo et al., 2011; Xu et al., 2012). En las zonas de
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clima mediterrdneo, el principal efecto de los cambios en la fenologia de la vid tiene su reflejo
en la etapa de maduracion, produciéndose ésta bajo condiciones ambientales mucho mas

calidas.

Estados fenoldgicos de la vid {segin M. Baggliclini)
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Figura 3. Diferentes estados del ciclo vegetativo de la vid. Fuente: Urbina blog, 2019.

El ciclo reproductivo de la vid (Figura 3) es un proceso muy complejo, el cual estd muy
influenciado por las condiciones medioambientales y técnicas culturales a las que se ve sometido
el vinedo durante dos afos consecutivos. Pueden definirse cuatro etapas clave en la formacion
y desarrollo de la flor: induccidn, iniciacion y diferenciacién (primer afio); y diferenciacién y

brotacién (segundo afio).

Induccién vy diferenciacién de inflorescencias: durante el primer ano tiene lugar la

induccidn, que consiste en la formacién de un primordio reproductor (May, 2004). Una vez que
se han diferenciado los primordios de las inflorescencias, zarcillos y pampanos, empiezan a
desarrollarse los meristemos, que se convertirdn en flores en el segundo afio. Entre los
principales factores que afectan a la fertilidad de las yemas se incluyen la exposicion a la luz, la

temperatura y la disponibilidad de carbohidratos (Petrie y Clingeleffer, 2005).

Floracién y cuajado: la formacion y distincidn de las diferentes partes de la flor comienza

tras la brotacion, en el segundo afio del ciclo reproductor. Al igual que en los procesos de
induccidn, iniciacion y diferenciacion del primer afo; la luz, la temperatura y la disponibilidad de
carbohidratos son fundamentales en la floracion (May, 2004). La transformacidn de flor en fruto

(cuajado), es muy variable en funcidon de la variedad, el clon y las condiciones medioambientales
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(Keller, 2015). Durante esta etapa, cualquier incidencia que provoque una disminucion de la
disponibilidad de azucares, como una reduccion de la superficie foliar (Poni et al., 2008), puede
favorecer el corrimiento (fallos en el cuajado) y, por lo tanto, una disminucidn de la tasa de
cuajado, o lo que es lo mismo una disminucidn del nimero de flores que pasaran a ser frutos

(Intrigliolo et al., 2018).

Crecimiento de las bayas: terminado el cuajado, comienza la fase de desarrollo del fruto;

primeramente, con una multiplicacion celular que durara aproximadamente 2-3 semanas.
Transcurrido ese tiempo, la multiplicacién celular cesa, dando lugar a una segunda etapa de
ensanchamiento celular durante las siguientes 4-5 semanas, en la cual las bayas comenzaran a

acumular azucares y compuestos fendlicos hasta la fecha de vendimia (Keller, 2015).

1.1.3.2 Necesidades hidricas de la vid

La gestion y el manejo eficiente del agua en vifiedos de clima arido o semiarido, como el
mediterraneo, es esencial para la sostenibilidad y produccién de uva (Fereres y Evans, 2006;
Romero et al., 2010). Mas concretamente, en la uva para vinificacion, el manejo del agua tiene
una importancia adicional, ya que se considera una herramienta fundamental para controlar el
crecimiento vegetativo, el rendimiento productivo y la composicion de la uva (Fereres y Evans,

2006; Chaves et al., 2010; Romero et al., 2010; Munitz et al., 2017).

Diversos autores han confirmado que un adecuado manejo del riego produciendo un ligero
estrés hidrico en determinados momentos del ciclo vegetativo puede mejorar la calidad del vino,
sin apenas reducir la produccion (Girona et al., 2009; Intrigliolo y Castel, 2010; Romero et al.,
2013; Munitz et al., 2017). Por el contrario, una mala gestion del riego en un estado fenoldgico
muy sensible a la falta de agua, puede inducir a un estrés hidrico severo, reduciendo
significativamente la produccion, incluso en casos extremos llegando a afectar negativamente a
la calidad de las bayas (Bravdo et al., 1985; Medrano et al., 2003; Chaves et al., 2010; Munitz et
al.,, 2017). Si se mantiene un estrés hidrico severo continuado, puede verse afectado el
crecimiento vegetativo e incluso a largo plazo puede verse reducida la vida de las cepas. En caso
contrario, una estrategia de riego en la que no se aplique un ligero estrés hidrico o se aplique un
exceso de agua, también puede resultar problematico, ya que puede causar un crecimiento
vegetativo muy vigoroso lo que conlleva un mayor sombreado, una menor insolacién y una
menor aireacion de los racimos. Todo ello puede inducir a la aparicion de pudriciones e
infecciones fungicas. Ademads, el riego excesivo puede suponer un coste elevado para la
explotacidn, principalmente en aquellas zonas con recursos hidricos subterraneos donde el
coste energético para bombear el agua es muy elevado (Morrison y Noble, 1990; Chorti et al.,

2010).
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Un modelo de riego éptimo y preciso debe tener en cuenta los recursos hidricos disponibles
y los objetivos productivos y enolégicos del viticultor, en funcién de las condiciones edafo-
climaticas y la superficie vegetal activa (Netzer et al., 2009). Los requerimientos hidricos de la
vid son muy variables y dependen de diversos factores entre los que destacan las condiciones
climaticas, el tipo de poda, la forma de conduccién de la vegetacidén y la cantidad de uva

producida (Williams y Ayars 2005).

Las necesidades hidricas de un vifiedo quedan definidas por el agua transpirada por las
cepas y la evaporada desde el suelo. Cuando existen cubiertas vegetales, hay que tener en
cuenta ademas el agua transpirada por las mismas. Al conjunto del agua transpirada y evaporada
se le conoce como evapotranspiracion del cultivo (ET¢) (Allen et al., 1998). Los principales
factores que afectan a la evapotranspiracién del cultivo son: la superficie foliar total, la
arquitectura del dosel vegetal, la ET,, que representa la demanda evaporativa de la atmosfera,

la conductancia estomatica de las hojas y la carga productiva, entre otros factores.

En zonas de produccién de vinos con escasos recursos hidricos como en el sureste espafiol,
el conocimiento de las necesidades hidricas potenciales del vinedo es un primer paso importante
para la determinacion de los volimenes de riego apropiados a los objetivos de produccion y
calidad. Para determinar la evapotranspiracion de cultivo (ET¢), el procedimiento estandar es
multiplicar la ET, por un coeficiente de cultivo (K¢). La ET, se calcula utilizando la ecuacién de
Penman-Monteith de la FAO (Doorenbos y Pruitt, 1977; Allen et al., 1998). El cultivo de
referencia es un cultivo hipotético de 12 cm de altura, con una resistencia de superficie de 70 m
sty un albedo de 0.23, muy parecido a una superficie extensa de hierba verde, de altura
uniforme, con crecimiento activo y bien regado (Allen et al., 1998). La obtencion de la ET.y su
relacidn con la ET, es el procedimiento estandar para la determinacion del coeficiente de cultivo
(Kc), utilizado para un manejo del riego adecuado (Allen et al., 1998; Netzer et al., 2009). El K.
varia a lo largo de la temporada de crecimiento del cultivo dependiendo de: la radiacién solar
interceptada, el indice de area foliar y la etapa fenoldgica en la que se encuentra el cultivo
(Peacock et al., 1987; Jagtap y Jones, 1989; Allen et al., 1998; Netzer et al., 2009). Mas
concretamente en el vifiedo, el K. puede variar segun las practicas de cultivo y el sistema de
conduccién del dosel vegetal (Williams y Fidelibus, 2016).

Diferentes métodos y técnicas se han empleado para la medida y estimacién de la ET.
del vifiedo, como son: métodos micrometeoroldgicos (Yunusa et al., 2004; Carrasco-Benavides
et al.,, 2012), el modelo de balance de agua en el suelo usando medidas del contenido de
humedad del mismo (Prior y Grieve, 1987), sensores de flujo de savia (Dragoni et al., 2006;

Intrigliolo et al., 2009), un modelo simplificado del balance de energia de dos fuentes (Sanchez
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et al. 2019) y técnicas de teledeteccidn (Campos et al. 2010; Carrasco-Benavides et al., 2012;
Vanino et al., 2015 Rozenstein et al., 2018). La técnica estandar de referencia mas precisa para
conocer los consumos de agua por la vid es el lisimetro de pesada (Howell et al., 1995; Allen et
al., 2011), los cuales se han utilizado para medir el uso del agua en diferentes variedades, bajo
condiciones climaticas y tipos de suelo distintos (Williams et al., 2005; Lopez-Urrea et al., 2012;
Picdn et al., 2012). Para el calculo de las dosis de riego en nuestro ensayo se utilizaron como
punto de partida, los coeficientes de cultivos obtenidos por Lopez-Urrea et al. (2012) en un
vifiedo de la variedad Tempranillo para la produccidn de vino sin limitaciones de agua, durante

3 campafias consecutivas en la provincia de Albacete.

Una vez conocidas las necesidades hidricas de la vid, se pueden calcular las dosis 6ptimas
de riego para el vifiedo, sin embargo, hay que tener en cuenta que el cambio climatico podria
afectar de forma diferente a la evapotranspiracion de los cultivos (ET.). Aungue no estd muy
claro de qué forma afectard, ya que mientras que el aumento de la temperatura incrementara
la ET,, el aumento de la humedad y la concentracidon de CO, podria contrarrestar el efecto de la

temperatura sobre la ET, (Snyder et al., 2011).

Las necesidades hidricas totales de la vifia pueden variar entre 300 y 700 mm por afio,
dependiendo de la disponibilidad de agua, la variedad y la interaccion de la planta con el medio
ambiente (Martorell et al., 2015; Medrano et al., 2015; Hochberg et al., 2017). Generalmente,
estas necesidades hidricas suelen ser bastantes mayores que el agua disponible en el suelo,
especialmente en climas mediterrdneos. Bajo los posibles escenarios de cambio climatico, la
escasez de agua sera posiblemente, en un futuro no muy lejano, un factor ain mas limitante
para el cultivo de la vid, ya que los viticultores no sélo deberan aplicar agua para reducir el estrés
hidrico, sino que serd importante mejorar el estado hidrico de la vid para contrarrestar el posible
estrés producido por eventos de calor extremo (Myers, 1988). Ademas, a largo plazo, un
aumento del uso de agua de baja calidad para el riego del vifiedo, podria provocar una paulatina

salinizacién de los suelos afectando al desarrollo vegetativo y a la produccion de las plantas.

1.2 Cambio climatico y estreses abidticos

La poblacién actual es de 7,700 millones de personas y continta creciendo a un ritmo del
1.10%. Segun el informe poblacional de las Naciones Unidas para el afio 2100, habra 11,200
millones de personas (ONU, 2017), y la sociedad tendra el desafio de cubrir sus necesidades
alimenticias. Para alimentar a toda esta poblaciéon habra que aumentar la superficie de

produccidn agricola por lo que se incrementara el consumo de agua de riego, que sumado a una

19



mayor variabilidad de las lluvias y al aumento de los periodos de sequia, hard insostenible la

presidn sobre los recursos hidricos en muchas partes del mundo (Hamilton et al., 2006).
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Figura 4. Cuadro resumen de estreses bioticos y abiéticos en plantas de vid.

En las zonas de clima calido como la mediterranea, se esta modificando el ciclo
vegetativo de la vid (debido en gran parte al aumento de la temperatura). Todo ello puede tener
consecuencias negativas para la calidad de la uva, provocando un desequilibrio en la maduracién
tecnolégica y la composicion fendlica. Todo ello debido a una rapida acumulacion de azlcares
en la baya, en detrimento de un adecuado contenido fendlico, limitando por lo tanto la calidad
de los vinos resultantes (Martinez-Moreno et al., 2019; Ollat et al., 2017). Este desequilibrio en
la maduracién de las bayas debido a un adelantamiento del ciclo fenolégico de la vid, puede
verse agravado tanto por estreses abidticos como bidticos (Figura 4); la presente Tesis Doctoral

se centra en los estreses abidticos.

1.2.1 Cambio climatico

La realidad del cambio climatico es admitida por la gran parte de la comunidad cientifica
(IPCC, 2019). Este cambio estd causado fundamentalmente por las actividades humanas, en
particular por la quema de combustibles fdsiles y la emisién de gases de efecto invernadero. El
principal cambio cuantificable es el aumento de temperatura, siendo cada uno de los tres
ultimos decenios mas calidos en la superficie de la Tierra que cualquier decenio anterior desde

1850 (Figura 5).
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Figura 5. Anomalias del promedio anual (linea negra) y global de la temperatura
de la superficie terrestre (linea marrén) y ocednica (linea azul), combinadas
respecto del promedio del periodo de 1986 a 2005. Fuente: (IPCC, 2019).

Las recientes proyecciones realizadas por los paneles de expertos, arrojan un aumento
en la frecuencia de los eventos climdticos extremos, como pueden ser: temperaturas muy frias,
sequias, fuertes tormentas, olas de calor, fuertes precipitaciones e inundaciones. En las ultimas
décadas, el cambio climatico ha causado impactos a lo largo de todo el globo terraqueo, tanto
en sistemas naturales como en los humanos, pero la adaptabilidad de estos ecosistemas a este

rapido cambio que se estd produciendo esta en duda (IPCC, 2019) (Figura 6).
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Figura 6. Escenarios posibles de emisiones de didxido de carbono (CO;) para el
periodo 2000-2100. Fuente: (IPCC, 2019).

Las simulaciones realizadas con modelos climaticos, predicen para las préximas décadas
un incremento de las temperaturas a nivel global. Ademas de un aumento de la precipitacion,

en zonas orientales de América, Europa septentrional y Asia septentrional y central (Figura 7).
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Por el contrario, se estima una disminucién de la precipitacién en el Mediterraneo, sur de Africa
y en ciertas partes del sur de Asia, aumentando la superficie afectada por las sequias en las
ultimas décadas (Dai, 2011). También se ha pronosticado un descenso de las precipitaciones en
zonas subtropicales y de latitud media, donde la mayoria de estas reducciones se producen en

la época estival (Bladé et al., 2012).

La mayoria de los estudios cientificos estdn de acuerdo en un cambio en los patrones de
precipitaciones en la cuenca mediterrdnea, aumentando la concentracién de lluvias en otofio y
disminuyendo en verano (Molina-Navarro et al., 2014). Ademas, Gates y Liess (2001) describen
que debido a la erosion y deforestacion se reducird la evaporacién del suelo y la transpiracion
de las plantas, resultando en una disminucidn de la precipitacidon en verano. En las zonas de
clima mediterrdneo, los patrones de precipitaciones son muy propicios a cambiar debido a un
mayor numero de dias consecutivos sin lluvias, y a mas dias con lluvias torrenciales, haciendo
significativo el descenso de la humedad y la retencién de agua del suelo. Ante este escenario, el
incremento del riesgo por sequia podria ser, si cabe, todavia mds dramatico en la peninsula
ibérica (Diffenbaugh y Giorgi, 2012).

RCP2,6 RCP8,5
a) Cambio en la temperatura media en superficie (1986-2005 a 2081-2100)
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Figura 7. Cambio en la temperatura media en superficie (a) y cambio en la precipitacién media (b) En la
esquina superior derecha de cada mapa se indica el nimero de modelos utilizados para calcular la media
multimodelo. Fuente: (IPCC, 2019).

Esta escasez de las precipitaciones afectard a la acumulacion de agua dulce en acuiferos
y pozos subterraneos, disminuyendo considerablemente la disponibilidad de agua durante los

meses de verano, coincidiendo con la época de mayor demanda evaporativa y consumo de agua
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por los cultivos en general y la vid en particular. Este cambio climatico no solo estd afectando a
las reservas de agua del suelo, sino que, debido a las altas temperaturas y a la baja humedad
relativa, puede incrementar también la demanda de agua en los meses mas célidos (Déll, 2012).
Por otro lado, el efecto que tendrd el incremento en la concentracion de CO, atmosférico en el
consumo de agua no estd del todo claro, debido a las complejas interacciones con las elevadas
temperaturas y la respuesta estomatica de las plantas (Martinez-Luscher, 2016). Ademas, otros
autores, como Connor (2012), han declarado que una mayor evaporacion unida a un descenso
de la disponibilidad del agua provocard una salinizacion de los recursos hidricos disponibles. De
acuerdo con el panel intergubernamental del cambio climatico y sus posibles escenarios futuros,
la zona mediterrdnea es especialmente sensible a dicho cambio. En climas mediterraneos,
donde en los ultimos afios la maduracién de las uvas, se ha llevado a cabo en condiciones
climaticas mas cdlidas y con menores precipitaciones, el calentamiento global estd afectando de
forma directa a la viticultura, modificando la fenologia de la vid y las condiciones de estrés, lo
cual puede resultar en alteraciones de la composicién final de la uva (Mira de Ordufia, 2010) y
por tanto del vino. Todo ello es debido a que los factores climaticos juegan un importante papel

en la maduracion de la fruta (Sadras, 2013).

El crecimiento de la vid se ve afectado por diversos factores ambientales como Ia
concentracién de CO; en la atmosfera, la temperatura ambiental y la disponibilidad de agua por
la planta (Salazar-Parra et al., 2010). Por lo tanto, no cabe duda de que la vid es un cultivo
sensible al cambio climatico (Fraga et al., 2014; Kizildeniz et al., 2015). El impacto mas visible
que el cambio climatico esta produciendo en la vid a escala mundial, es el adelantamiento de la
madurez de las bayas entre 4 y 8 dias (Jones et al., 2005; Webb et al., 2011). Algunos autores
han llegado a estimar un adelanto de hasta 50 dias en la maduracién de uva en Australia para el
afio 2050 (Webb et al., 2007), o incluso un avance de la maduracién de hasta dos meses para

finales de este siglo en algunas zonas de la Toscana italiana (Moriondo et al., 2011).

Otra de las consecuencias que va a tener el cambio climdtico en la viticultura, es la variacién
en la disponibilidad de agua para las plantas. En un estudio donde se realizé una simulacién de
la disponibilidad de agua para especies vegetales en Francia (Brisson y Levrault, 2010) se llegd a
la conclusién de que es muy probable que en un futuro préximo se produzcan largos periodos
sin precipitaciones y un incremento de la frecuencia de afios con sequias severas. El déficit
hidrico producido por la escasez de agua provoca disminuciones del rendimiento productivo: no
solo de forma directa sobre el crecimiento de las bayas (Hardie y Considine, 1976; Matthews y
Anderson, 1989), sino también reduciendo el potencial de rendimiento durante la temporada

siguiente (Duchéne et al., 2014). En este mismo sentido, la combinacidn de altas temperaturas
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y estrés hidrico pueden reducir el tamafo de las bayas aumentando la relacidn hollejo-pulpa

(Bonada et al., 2015).

Pero sin duda alguna, la principal preocupacién de los viticultores y enélogos ante el cambio
climatico son los cambios en la composiciéon de la baya y la calidad del vino. Las altas
temperaturas aceleran la degradacién y combustién de los acidos organicos, siendo menor esta
degradacién para el acido tartdrico que para el acido malico (Buttrose et al., 1971; Kliewer,
1971). Por lo que variedades cuyas bayas contienen altas concentraciones de acido tartarico
podrian ser menos sensibles al cambio climatico (Duchéne et al., 2014). El aumento de las
temperaturas también puede perjudicar la acumulacién de antocianinas en las bayas (Kliewer,
1970; Mori et al., 2007). También se ha observado que una mayor exposicion solar puede afectar
negativamente a la composicidon de las bayas. En este sentido, Bureau et al. (2000a, 2000b)
estudiaron los efectos de la luz sobre los compuestos aromaticos comparando racimos
expuestos al sol con racimos sombreados por hojas; concretamente, cuantificaron las moléculas
de la familia de los terpenos (que participan en aromas de tipo moscatel). El mayor contenido
de terpenol se observd en los racimos sombreados. Estos resultados estdn en consonancia con
los obtenidos por Reynolds y Wardle (1993) que reflejan como las zonas de cultivo mas frescas
fueron mas favorables a la acumulacidon de monoterpenos que las zonas templadas. En términos
generales, puede decirse que el aumento de temperaturas en climas calidos es generalmente
desfavorable para la calidad del vino (Jones et al., 2005; Moriondo et al., 2011; Tonietto y

Carbonneau, 1998, 2004).

Por todos estos motivos, adaptar la viticultura al cambio climatico y sus consecuencias
en la vid, es de vital importancia para el sector vitivinicola, ya que la tipicidad y la herencia

vitivinicola de los ultimos cientos de afios esta en compromiso (Moriondo et al., 2013).

1.2.2 Estreses abioticos
El estrés abidtico se define como el impacto negativo de factores no vivos en los organismos
vivos en un entorno especifico, provocando un descenso del crecimiento y de la produccion por

debajo de niveles éptimos.

Como consecuencia del calentamiento global, los patrones climaticos estan cambiando mas
rapido de lo previsto. Los estreses abidticos como la sequia, la salinidad, la radiacion solar, el
viento, el calor, el frio, la toxicidad quimica, las heladas y los desequilibrios y deficiencias
nutricionales (Figura 8), estan siendo ampliamente estudiados, ya que reducen drasticamente
el rendimiento y la calidad de las producciones obtenidas (Etesami y Jeong, 2018; Laloum et al.,

2018; Stirbet et al., 2018).
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Figura 8. Diferentes tipos de impactos abidticos en el vifiedo. Fuente: (Akula, 2011).

1.2.2.1 Estrés hidrico

La produccién de alimentos y el uso de agua estan relacionados de forma inseparable.
El agua es el principal factor limitante en la produccién agricola, siendo un factor determinante
en la distribucién de especies y variedades vegetales en todos los ecosistemas y, en particular,
en aquellas regiones donde las precipitaciones no son suficientes para satisfacer la demanda
hidrica de los cultivos (Bradford y Hsiao, 1982). Asi pues, se estima que Unicamente un 10% de
la superficie de la tierra arable se encuentra libre de algun tipo de estrés (Benavides, 2002).
Existe un alto porcentaje de tierra cultivable que experimenta momentos de sequia cada ano,

especialmente en climas aridos y semidridos como el mediterraneo.

Las plantas experimentan estrés hidrico cuando la disponibilidad de agua para las raices
es limitada o cuando la tasa de transpiracion es muy alta; dicho estrés es causado
fundamentalmente por el déficit de agua, es decir, por falta de agua o una alta concentracién
de sales en el suelo. En el caso de una alta concentracidn salina, puede existir agua en el suelo,
pero las plantas no son capaces de absorberla, debido a la gran diferencia de potencial osmético

existente, lo que reduce la transpiracion en las plantas y por lo tanto su productividad.

El estrés hidrico afecta a las plantas en varios niveles de su organizacién, de hecho, la
sequia no solo afecta a las relaciones hidricas de la planta debido a la reduccién del contenido
en agua, la turgencia de las células y el agua total, sino que también limita la apertura
estomatica, limitando el intercambio gaseoso y reduciendo la transpiracidn, por lo que se reduce
la tasa de asimilacién de carbono (Medrano et al., 2003). También existen efectos negativos del
estrés hidrico sobre la absorcién y transporte de nutrientes, lo que conlleva una disminucién del

area foliar y una alteracidn en la acumulacién de los asimilados en los érganos de la planta.
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1.2.2.2 Estrés salino

El aumento de la poblacién a nivel mundial lleva asociado un aumento de la superficie
de produccion agricola para satisfacer las necesidades de consumo. Este aumento productivo
obliga a incrementar el consumo de agua destinada para riego. Esto ha hecho que el sector
agroalimentario centre su atencién en la utilizacidon de aguas no convencionales para el regadio
y suplir asi, en parte, la escasez de los recursos hidricos existentes. El concepto de aguas no
convencionales hace referencia a la utilizacion de aguas disponibles para su uso agricola sin que
se aumente la carga sobre los recursos de agua dulce disponibles. Ejemplos de estos tipos de
aguas serian: aguas desalinizadas, aguas residuales y aguas procedentes de drenajes agricolas;
muchas de las cuales tienen una gran concentracion de metales pesados, patdgenos y una gran
demanda de oxigeno biolégico (Mosse et al., 2013). Ademas, el contenido de sal en estas aguas
recicladas, y las concentraciones de iones especificos (Na*, K*), pueden afectar a la estructura
del suelo y en definitiva al rendimiento de las plantas (Laurenson et al., 2012; Mosse et al., 2013;
Netzer et al., 2014). En ciertas areas, como el Mediterraneo, la reutilizacion del agua puede
considerarse como una solucion rentable para suplir la carencia de otros recursos hidricos
convencionales. Si bien es cierto que los efectos beneficiosos del uso de aguas regeneradas a
corto plazo son ampliamente reconocidos, los efectos perjudiciales a medio y largo plazo han de
ser estudiados, ya que la acumulacién de sales en el suelo procedente de estas aguas
regeneradas provoca un estrés salino y un paulatino deterioro de la estructura del suelo,
repercutiendo negativamente sobre el rendimiento productivo de los cultivos (Laurenson et al.,

2012; Costa et al., 2016).

Cuando hay un exceso de sales solubles en el suelo, se dice que dicho suelo es salino. El
crecimiento de la planta puede verse afectado si estas sales alcanzan concentraciones altas que
limiten la disponibilidad de agua por la planta. Los cloruros, sulfatos y el sodio son los iones mas
abundantes y comunes en los suelos salinos. El exceso de minerales en los suelos puede ser un
problema importante en las regiones aridas y semiaridas, debido a que las precipitaciones son
insuficientes para lixiviar los iones minerales de las capas del suelo mas superficiales, donde se

encuentran las raices.

En suelos salinos, si bien muchas plantas se ven afectadas adversamente por la
presencia de niveles relativamente bajos de sal, otras plantas pueden sobrevivir a niveles salinos
altos (plantas tolerantes a la sal) o incluso prosperar (haléfitas) en tales condiciones. Los
mecanismos por los cuales las plantas toleran la salinidad son complejos, e involucran sintesis
molecular, induccidn de enzimas y transporte de membrana (Acosta-Motos et al., 2017). En

algunas especies, los minerales en exceso no son absorbidos; en otras, los minerales son
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absorbidos pero excretados de la planta por las glandulas de sal asociadas con las hojas. Para
prevenir la acumulacion téxica de iones minerales en el citosol, muchas plantas pueden

secuestrarlos en la vacuola (Stewart y Ahmad, 1983).

El aumento de la salinizacion del suelo podria representar una seria amenaza para la
produccion de uva (Figura 9), ya que la mayoria de los vifiedos con riego, especialmente bajo
riego deficitario, estan en riesgo de salinizacién debido a las sales disueltas en el agua de riego
(Keller, 2010). Los efectos nocivos de la salinidad en el crecimiento de la planta son causados
por un efecto osmético, en el que el aumento de la concentracidn de sal soluble en la solucién
del suelo impone una sequia osmoética a la planta y un efecto tdxico en el que las
concentraciones tisulares del cloruro y del sodio aumentan hasta niveles téxicos (Marschner,

1986).
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Figura 9. Relacidn entre conductividad eléctrica y rendimiento de los
cultivos. Fuente: Nauriyal y Gupta (1967).

Una alta concentracion salina en el suelo interfiere en el crecimiento y desarrollo de la
planta, ademads puede conducir a condiciones de sequia fisiolégica y toxicidad idnica (Zhu, 2007).
Algunos de los efectos adversos que se producen en los cultivos sometidos a un alto estrés salino
pueden ser: 1-Alteraciones en la mayoria de los aspectos fisioldgicos y procesos metabdlicos de
las plantas causando tanto un estrés hiperidénico como hiperosmatico, que conducen a la muerte
de la planta; 2-Mayor dificultad de la planta para absorber agua y nutrientes; 3-Estrés especifico
que altera el ratio de absorcion K*/Na*; 4-Acumulacion de concentraciones de Na*y Cl en el

citosol, que en ultima instancia pueden ser perjudiciales para la célula.
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Altas concentraciones de sodio (por encima de 100 mM) son todxicas para el
metabolismo celular y pueden inhibir la actividad de muchas enzimas esenciales, la divisidn y
expansion celular, la desorganizacion de la membrana y el desequilibrio osmético, lo que
finalmente puede conducir a la inhibicidn del crecimiento. Ademas, la acumulacién de sodio
también puede conducir a una reduccién en la fotosintesis y un aumento de la produccién de
especies reactivas de oxigeno (ROS). Las alteraciones en los iones K* (debido al impacto del
estrés por alta salinidad) pueden alterar el equilibrio osmético, la funcidn de los estomas y de
algunas enzimas. La elevada salinidad también puede dafar las células en las hojas que
transpiran, lo que conduce a la inhibicién del crecimiento. Este efecto salino especifico de las
sales provoca un efecto tdxico en el interior de la planta. La sal puede concentrarse en las hojas
viejas y provocarles la muerte, lo que es crucial para la supervivencia de una planta (Munns y

Tester, 2008).

1.3 Estrés hidrico y salinidad en viticultura
1.3.1 Estrés hidrico en la vid

El manejo y la gestion eficiente del agua es un factor clave para la sostenibilidad de la
viticultura. La produccidén de uva, su calidad y viabilidad econdmica dependeran en gran medida
de la disponibilidad de agua en el suelo y de las relaciones hidricas de las cepas (Medrano et al.,
2015). Especialmente en el sur de Europa, la vid ha sido cultivada tradicionalmente en areas
semidridas y sin aporte de riego, estando incluso prohibida esta prdactica hasta el afio 1996. Sin
embargo, debido a la escasez de precipitaciones durante el periodo estival en la cuenca
mediterranea, las vides suelen sufrir un estrés hidrico (Gaudillere et al., 2002), el cual tiene un
efecto directo sobre el crecimiento vegetativo, el rendimiento productivo, el microclima del
dosel vegetal y el metabolismo de las bayas (Pellegrino et al., 2005; Ezzhaouani et al., 2007). En
este sentido, la respuesta de la vid al estrés hidrico es compleja e involucra diferentes aspectos,

tanto agrondmicos, como fisioldgicos y moleculares (Lovisolo et al., 2010; Chaves et al., 2011).
1.3.1.1 Respuestas fisioldgicas de la vid frente al estrés hidrico

Aunque la vid muestra una tolerancia al estrés hidrico relativamente alta (Cramer et al.,
2007), el efecto combinado de la sequia, la temperatura elevada del aire y la fuerte demanda
evaporativa durante el verano en zonas semidridas, provoca una reduccion significativa de la
fotosintesis, limitada por el cierre de estomas; ya sea en respuesta a una disminucién del
potencial del agua de las hojas o a un aumento del déficit de presidn de vapor del aire. Todo ello
puede conducir a una reduccidn importante de la produccion y calidad de la uva (Moutinho-

Pereira et al., 2004; Chaves et al., 2007).
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De todos los mecanismos fisiolégicos que tiene la planta para contrarrestar el estrés
hidrico, el control estomatico es sin duda el mas importante de ellos (Tomas et al., 2014). Dicho
control estomatico estd controlado en parte, por la accion de hormonas producidas durante la
sequia como el acido abscisico (ABA) (Dodd, 2005) y estd influenciado por el potencial hidrico
de la hoja (Brodribb y Cochard, 2009). Ante un estrés hidrico, la regulacion de la apertura
estomatica es fundamental para la mejora de la eficiencia del uso del agua (EUA) en la vid

(Escalona et al., 2012, 2013; Tomas et al., 2014).

Algunos genotipos tienen mejor regulacién estomatica bajo estrés hidrico que otros y
han sido clasificados como isohidricos. Otros genotipos a su vez, tienen un menor control sobre
la abertura estomatica frente al estrés hidrico y han sido clasificados como anisohidricos
(Schultz, 2003; Soar et al., 2006). Actualmente esta clasificacién esta bajo controversia, ya que
los genotipos se comportan de manera diferente de acuerdo con las condiciones ambientales,

climaticas y edaficas en las que se encuentren (Chaves et al., 2010; Lovisolo et al., 2010).

Cabe destacar el papel de las acuaporinas (proteinas de membrana encargada de
transportar el agua a través de los compartimentos de las células) y su relaciéon con el
comportamiento isohidrico/anisohidrico de las vides (Vandeleur et al., 2009; Pantin et al., 2013).
De hecho, se sabe que la regulacion hidrica de las vides implica diferentes sefales hormonales
e hidraulicas que controlan la permeabilidad celular, en gran medida mediante modificaciones
de la expresién y la actividad de las acuaporinas (Chaumont y Tyerman, 2014). Recientemente,
estudios comparativos han investigado la relacidon de la transcriptomica, la metabolémica y la
fisiologia en respuesta al estrés hidrico (Dal Santo, 2016; Rocheta, 2016). Sin embargo, todavia
no se dispone de estudios que integren datos gendmicos para la identificacién de los rasgos
genéticos responsables de la respuesta de las diferentes variedades frente al estrés hidrico en
vid. Recientemente, el uso de la biologia de sistemas y uso de perfiles metabdlicos han revelado
respuestas metabdlicas coordinadas de la vid en respuesta al estrés hidrico (Hochberg et al.,
2013; Cardone et al., 2019). Por lo tanto, la mejora de la caracterizacion a nivel molecular de las
variedades, puede contribuir a profundizar la comprension de los mecanismos de adaptacién de

la vid al estrés hidrico (Vincent et al., 2007; Galmés et al., 2007; Vandeleur et al., 2009).

1.3.1.2 Respuesta agrondmica e importancia del portainjerto

Ante un estrés hidrico, en las plantas de vid se pueden observar dos tipos de respuestas:
i) a nivel de hoja, con un control instantaneo del flujo de la transpiracion a través de los estomas.
ii) a nivel de planta, y su capacidad de adaptacién durante largos periodos de estrés

fundamentalmente reduciendo el crecimiento vegetativo (Schulze et al., 1987).
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La capacidad de las vides para adaptarse a ambientes secos es mas que conocida. Las
vides desarrollan diferentes estrategias frente al estrés hidrico como (i) reduccidn del ciclo
fenolégico, (ii) reduccion de la transpiracion y aumento de la absorcién de agua, (iii)
mantenimiento del crecimiento a través de mecanismos de adaptacion (Tardieu, 2005; Verslues
y Juenger, 2011). Desde un punto de vista agrondmico, la adaptacion debe definirse como la
capacidad de mantener el rendimiento y la maduracion de la fruta bajo la limitacion del agua

(Medrano et al., 2015).

En términos generales un estrés hidrico en las vides reducird el crecimiento de los
pampanos (Matthews et al.,, 1987; Schultz y Matthews, 1988), el rendimiento productivo
(Kliewer et al., 1983; Jackson, 1991; Chaves et al., 2010; Flexas et al., 2010) y el tamafio de la
baya (Considine y Knox, 1979; Matthews et al., 1987), siendo el periodo mas sensible de la vid
al estrés hidrico para el desarrollo del fruto, el comprendido entre la floracién y el cuajado

(Hardie y Considine, 1976)

Aunque la vid es un cultivo bien adaptado a climas aridos y semidridos (Chaves et al.,
2003), es particularmente susceptible al estrés por déficit hidrico en los estados fenoldgicos de
floracién y cuajado. En dicho periodo, un estrés hidrico puede provocar una menor tasa de
cuajado, lo que afecta directamente al rendimiento (Keller, 2015). Ademas, un déficit hidrico de
las vides entre la brotacién y la floracién (Smart, 1974) o entre la floracion y el comienzo del
envero (VanZyl, 1984) da lugar a una reduccion significativa del peso de la baya en comparacion

con vides que no han sufrido ningun estrés hidrico (Gerés et al., 2016).

Como hemos visto anteriormente, los mecanismos de adaptacion de la vid al estrés
hidrico son complejos y dependen en gran medida del genotipo de la vid, determinado tanto
por el portainjerto como la variedad (Gerds et al., 2016). La variabilidad genética de los
portainjertos de vid desempefiara sin duda un papel fundamental en la adaptacion a los futuros
cambios en el clima, especialmente en la escasez de agua (Walker, 1992; Serra et al., 2013). Hoy
en dia, mas del 80% de los vifiedos de todo el mundo utilizan plantas injertadas: variedades de
Vitis vinifera injertadas en portainjertos de especies Unicas de Vitis americanas o hibridos
interespecificos del género Vitis, que combinan caracteristicas deseables de su parentesco
(Smith, 2004). En consecuencia, la vid cultivada es una combinacién de dos genomas. El genotipo
del portainjerto representa el sistema radicular de la vid, es decir, el vinculo entre el entorno
edafico y la planta. Los portainjertos son responsables de la absorcién de agua y minerales, y
desempenan un papel importante en el almacenamiento de sustancias de reserva. El punto de

injerto define la interfaz entre la parte aérea y la raiz. En la Figura 10 se resumen las
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caracteristicas mdas importantes relacionadas con la interaccién patrén injerto que pueden

determinar la capacidad de adaptacién al estrés hidrico.

Déficit de presién de vapor
Rasgos genotipicos del injerto & Tunpecns &
Uso del agua de tallo p. o E

Estructura y crecimiento de la vegetacion b co: ¢
. dela de hoja, extensién de los

¥
* Reduccidn del drea de transpiracidn

Transporte de agua
Procesos fisiolégicos P g
+ Reconocimiento sefiales de la raiz (ABA..) Estructura anatémica
e del bio g (ci * Resistencia hidrdulica del punto de injerto

= Numero promedio de vasos y didmetro
Arquitectura hidrdulica

Interacciones
* Tallo a raiz
* Raizatallo
+ Compatibilidad de injerto

Rasgos genotipicos del patron
Absorcion de agua

Arquitectura de la raiz

* Crecimiento de raiz sostenible

* Aumento de la relacién raiz brote
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Procesos fisioldgicos

Potencial hidrico a
del suelo ()

Propiedades del suelo
* [Estructura, textura, disponibilidad| *
de nutrientes
* Capacidad de retencion de agua

Figura 10. Representacion esquematica de las complejas interacciones portainjerto-variedad que
afectan a la respuesta de la vid a la sequia. Fuente: modificada a partir de Gerds et al. (2016).

Geros et al. (2016) en una amplia revision de las caracteristicas de los portainjertos mas
utilizados, describid la influencia de estos en la adaptacién al estrés hidrico de la planta, en
nuestro caso, mencionamos el portainjerto conocido como 110 R (V. berlandieri Rességuier N°2

x V. rupestris Martin) como muy tolerante al estrés hidrico.

En cuanto a la variedad objeto de esta Tesis (Monastrell), los resultados obtenidos por
Riquelme y Martinez-Cutillas (2018) parecen indicar que la variedad Monastrell presenta
caracteristicas dptimas de tolerancia a la sequia, que le confieren una alta capacidad de
adaptacion a condiciones de estrés hidrico. Algunas de estas caracteristicas son: un sistema
fotosintético resistente a diferentes tipos de estrés y una rapida respuesta estomatica ante un
estrés hidrico. Por otro lado, estos autores observaron que, ante un estrés hidrico, en la variedad
Monastrell se producia un significativo incremento en la eficiencia de intercambio gaseoso, un
buen ajuste osmatico, una reduccién de la conductancia hidraulica de la raiz y de la plantay, por

ultimo, una reduccidn significativa del area foliar, con el fin de reducir el consumo de agua, asi
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como conseguir un aumento de la relacion de biomasa raiz/parte aérea (Riquelme y Martinez-

Cutillas, 2018).
1.3.1.3 Manejo en la gestion del agua en el suelo

La optimizacidon del uso del agua en los vifiedos para mitigar los posibles efectos
negativos producidos por el estrés hidrico, es un tema de gran interés en la industria vitivinicola,
para garantizar la sostenibilidad de las vides a largo plazo. En consecuencia, un gran nimero de
investigaciones se han centrado en la exploracién de la capacidad para optimizar el uso del agua
por la vid (Chaves et al., 2010; Romero et al., 2010).

Un buen manejo del suelo puede mejorar la capacidad de éste para almacenar agua y
por tanto, aumentar la disponibilidad de agua para las plantas. Esta mayor capacidad se puede
conseguir mediante diferentes técnicas culturales como pueden ser: i) el aporte de materia
organica al suelo (Medrano et al., 2015), ii) la incorporacidn de acolchado organico (Nguyen et
al., 2013; Lépez-Urrea et al., 2020), iii) la implantacion de cubiertas vegetales (cabe destacar que
esta técnica no es muy utilizada en ambientes semiaridos ya que las ventajas de su uso no
siempre son claras ni rentables, Hartwig y Ammon, 2002), iv) el manejo de la vegetacidn (Prieto,
2011) y, por ultimo, diferentes estrategias de manejo del riego (Flexas et al., 2010).

En cuanto al manejo del riego, la estrategia que mas se ha desarrollado y utilizado para
reducir la cantidad de agua aplicada a las vides es el riego deficitario, que se basa en aportar la
cantidad minima de agua, generando un cierto grado de estrés hidrico, que es capaz de
mantener la calidad de la uva, sin grandes mermas en el rendimiento. Se han desarrollado dos
variantes de esta estrategia de riego: el riego deficitario controlado y el secado parcial de la zona

radicular (Kriedemann et al., 2018; Romero et al., 2019).

El riego deficitario controlado se basa en el principio de que la sensibilidad de la planta
al estrés hidrico, no es constante durante todas las etapas fenolégicas. Por lo tanto, el riego en
cantidades menores de la ET. durante periodos especificos puede reducir en gran medida el
vigor y mejorar la calidad de la cosecha, disminuyendo también la cantidad de agua utilizada
(Chalmers et al., 1981; Loveys et al., 2004; McCarthy et al., 2002). Ademas, esta técnica es muy
versatil y se puede aplicar en diferentes etapas fenolédgicas de la vid, para lograr diferentes
objetivos. Por ejemplo, reducir el vigor y el tamafio de las bayas (McCarthy et al., 2002) o para
incrementar la concentracion de antocianos en las bayas (Dry et al., 2001). Esta estrategia de
riego requiere mantener el potencial hidrico de la vid en un estrecho umbral mediante la
regulacién del riego en funcion de las condiciones climaticas. Una reduccién drastica de la

aplicacién de agua puede ocasionar pérdidas excesivas de rendimiento y calidad, y un riego
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excesivo puede anular las ventajas de utilizar esta estrategia al aumentar el vigor y producir un

efecto dilucion en las bayas (Jones, 2004).

La aplicacién del riego deficitario ha sido estudiado en la variedad Monastrell dando
buenos resultados en términos de productividad, ahorro de agua, mejora de la EUA y mejora de
la calidad de la uva y el vino en condiciones semaridas (De La Hera-Orts, 2004,2005; Romero et
al., 2010, 2013, 2016a; Romero y Garcia, 2019). Romero et al., (2016 a,b) durante 7 afios en un
vifiedo de Monastrell injertado en 1103P, compararon estrategias de riego deficitario (1,100
m3/ha/afio) frente a un tratamiento que satisfacia ampliamente las necesidades hidricas de las
vides (3,000 m3/ha/afio). Los autores llegaron a las siguientes conclusiones: i) el riego deficitario
reduce la produccién de uva, pero aumenta la eficiencia productiva del uso del agua (kg/m3), ii)
el riego deficitario mejora el microclima del racimo, debido a un menor desarrollo de area foliar,
iii) el riego deficitario reduce el tamafio de las bayas, reduciendo el contenido de agua en la
baya, produciendo un efecto de concentracidn de metabolitos e incrementado la calidad de Ia
baya, iv) desde un punto de vista econdmico, el riego deficitario aumenta la eficiencia productiva
(€/m?* de agua de riego), v) por ultimo, se establecieron unos umbrales éptimos de pardmetros
agrondmicos vy fisioldgicos para incrementar el contenido de compuestos fendlicos y optimizar

el cultivo de la variedad Monastrell en condiciones de estrés hidrico:

e Ratio produccion/peso de poda: 5.0-5.5 kg/kg

e Ratio area foliar total/produccién: 1.8-2.0 m?/kg

e indice de Toda: 1.5-2.0 m?/kg/m

e Potencial hidrico de tallo a mediodia: -1.20y -1.35 MPa

Por otro lado, el secado parcial de raices, implica humedecer y secar aproximadamente
la mitad del sistema de raices de las plantas en ciclos de 8 a 14 dias, dependiendo del tipo de
suelo. Este sistema requiere una doble manguera de riego controlada por diferentes valvulas,
gue permiten regar la mitad del sistema radicular dejando la otra mitad secando en un ciclo, y
cambiar los lados para humedecer y secar en el siguiente ciclo. El lado humedo proporciona
suficiente agua a la planta para evitar el estrés hidrico, mientras que la parte seca se relaciona
con la reduccidn de la conductancia estomatica (Zhang et al., 1987). Esta estrategia se basa en
el conocimiento de que bajo un estrés hidrico las raices producen sefiales hormonales,
principalmente ABA, una hormona responsable del cierre del estoma e inhibicidn del

crecimiento.
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1.3.2 Estrés salino en la vid
Como ya se ha comentado anteriormente, el problema de la salinidad en la vid hace
referencia a una alta concentracion de sales solubles en el suelo o en el agua de riego (Walker

et al.,, 2010).

En regiones aridas y semidridas con escasez de precipitaciones, el riego de la vid va a
estar determinado por la demanda hidrica de la planta. En estas circunstancias, la calidad del
agua de riego adquiere un gran protagonismo, pudiendo afectar tanto a la produccién como a
la calidad de la uva. El riego con aguas de calidad media y baja puede conducir a una acumulacion
de sales en el suelo afectando negativamente al rendimiento y la composicién de la uva, aunque
la magnitud de estos efectos dependerd de muchos factores como son: la textura y profundidad
del suelo, la variedad, el portainjerto, el momento de aplicacién del agua, asi como la
concentracién de sal en el agua de riego y la duracién del estrés salino (Miras-Avalos e Intrigliolo,

2017)
1.3.2.1 Acumulacion de sales en el suelo y sistema de riego

En zonas semidridas, como la mediterranea, la utilizacién de aguas salinas puede
considerarse una alternativa rentable para la viticultura, ya que proporciona una solucion
adaptativa al cambio climatico (Costa et al., 2016). Aunque el uso de aguas salinas para el riego
podria mitigar el estrés por sequia, los efectos perjudiciales producidos por la salinidad a medio-
largo plazo deben ser cuantificados (Laurenson et al., 2012; Costa et al., 2016). El aumento de la
salinizacién en los suelos podria representar una seria amenaza para el cultivo de la vid, ya que
la mayoria de los vifiedos de regadio, especialmente aquellos con riego deficitario, estan en
riesgo debido a las altas concentraciones de sales disueltas en el agua (Keller, 2010). Ademas, el
uso del riego puede elevar la capa freatica y, si ésta es salina, un aumento del flujo por

capilaridad podria contribuir al aumento de la salinidad en la zona radicular (Keller, 2015).

Cuando la concentracion de Na* en relacion con el Ca?* y Mg?* en el agua de riego es
alta, se puede llegar a alterar la estructura y conductividad hidraulica del suelo, llegando el suelo
a convertirse en sédico, afectando negativamente a los cultivos (Hart et al., 1974). En términos
generales la acumulacion salina serd mas severa en suelos arcillosos, generalmente mas
pesados, que en suelos arenosos (Shainberg y Letey, 1984). Por tanto, cuando se utilizan aguas
salinas para el riego de la vid, habra que optimizar tanto el manejo del riego como las técnicas

de laboreo.

El riego por aspersidon con aguas salinas ha demostrado ser menos eficaz y tener una

incidencia mas negativa sobre la acumulacidn de sales téxicas en las hojas y la madera (Francois

34



y Clark, 1979; Stevens et al., 2011). Sin embargo, es frecuente observar acumulacion de sales en

sistemas de riego por goteo de alta frecuencia (Stevens y Walker, 2002).

Cuando se dispone de agua de buena calidad y suelo adecuado, las sales pueden lavarse
manejando la fraccion de lixiviaciéon de forma adecuada (Walker et al., 2005). Los suelos con un
buen drenaje requerirdn una fraccién de lixiviacidn mas baja para lograr conductividades

eléctricas por debajo de niveles perjudiciales para la vid (Stevens, 2002).
1.3.2.2 Efectos de la salinidad y respuesta fisioldgica de la vid

Existen tres aspectos que influyen negativamente en el cultivo de la vid en zonas con
problemas de salinidad: la degradacién de la estructura del suelo, la limitada capacidad de
acceso al agua a través de la presion osmoética del suelo y el desequilibrio iénico (Conde et al.,

2011)

La salinidad produce una disminucién del potencial hidrico del suelo, lo cual conduce a
una mayor dificultad de las plantas de vid para absorber agua, pudiendo ocasionar un déficit
hidrico severo en las plantas (Downton y Loveys, 1981; Walker et al., 1981; Cramer et al., 2007).
Esto es lo que se conoce como efecto osmético de la salinidad. Sila salinidad persiste, se produce
el colapso del gradiente de potencial hidrico de la vid, el cual es necesario para la expansion

celular (Munns y Tester, 2008).

En algunos estudios se ha observado que el crecimiento de las raices de las vides es mas
sensible a la salinidad que el crecimiento de los pdmpanos o el desarrollo foliar (Hawker y
Walker, 1978). Una razén para la disminucién en el crecimiento de la raiz puede ser, que la
disminucién en el potencial osmatico del suelo limita la presion de turgor de las células de la
punta de la raiz en expansion, de modo que las raices ya no pueden abrirse paso a través del
suelo (Bengough et al., 2011). El deterioro del crecimiento de las raices, la respiracion y la
absorcién de agua restringen aln mas el crecimiento de la vid, el rendimiento y la calidad de las

bayas (Shani et al., 1993; Shani y Ben-Gal, 2005).

La disminucidn del potencial hidrico de la hoja, en condiciones salinas, asociado al
incremento de ABA procedente de la raiz, también induce al cierre de estomas, por lo que a su
vez disminuye la transpiracion y la fotosintesis, teniendo consecuencias en la produccién de
azucares y su exportacion a otras partes de la planta (Downton et al., 1990; Shani y Ben-Gal,

2005).

Algunos estudios han demostrado que los patrones mas sensibles al efecto osmético

producido por la salinidad, son aquellos que tienen una mayor capacidad para restringir la
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acumulacién de Na* y CI, lo cual se traduce en una mayor dificultad para realizar el ajuste

osmotico (Downton, 1985; Stevens y Walker, 2002; Zhang et al., 2002).

El efecto especifico tiene lugar cuando una alta acumulacidn de iones salinos
(principalmente Na*y CI) en la solucién del suelo conduce, bien a un desequilibrio nutricional,
alterando la absorciéon de otros nutrientes esenciales (por ejemplo K*, NOs’) o bien a una
acumulacién en las hojas produciendo un efecto de toxicidad especifica (Maas y Grattan, 2009).
Un ejemplo de este efecto se observd claramente en un estudio realizado con esquejes
enraizados de la variedad Sultanina, donde se demostré que concentraciones superiores a 150
mM de CI" en la laminilla media producian dafios irreversibles en las hojas (Walker et al., 1981).
Una alta concentracién de iones salinos puede por tanto paralizar el crecimiento de los brotes
secundarios y producir quemaduras (margenes necrdticos) en las hojas mds viejas, continuando
la progresién de los sintomas necrdticos hacia el peciolo, mientras que los nervios principales
de las hojas permanecen verdes (Williams y Matthews, 1990; Williams et al., 1994). Dicha lesidn
por sal, es el resultado de la acumulacién de Na* y CI en las hojas que transpiran (es decir, las
concentraciones de iones aumentan gradualmente a medida que la corriente de transpiracion
deposita iones de sal en las hojas) hasta el punto en que las vacuolas ya no pueden contener
estos iones. En este caso, se produce una acumulacion en el citoplasma que conduce a una
inhibicién enzimatica (intoxicacion por sal) y a una acumulacién de iones en las paredes
celulares, provocando la deshidratacidn de las células; ambas situaciones dan como resultado la
muerte celular (Munns, 2002). El contenido umbral de ClI" para la necrosis marginal parece estar
alrededor del 2.5% del peso seco de la hoja (Walker et al., 1981). En la Figura 11 se observan

hojas de vid con sintomas de toxicidad especifica de Cl"y Na*.

Figura 11. Sintomas de toxicidad de Cloruro (izq) y de sodio(dcha) en hojas de vid (Walker, 2010)
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En la Figura 12 se observan vides afectadas por salinidad. Los sintomas de necrosis en
las hojas, la reduccién del desarrollo, y la inhibicion de la maduracién se han achacado a los
aumentos interestacionales de la concentracién de Na* y CI en las hojas (Prior et al., 19923,

1992b) y en la madera (Stevens et al., 2011).

Como consecuencia de los efectos descritos anteriormente, se produce una
acumulacién en las hojas a nivel celular de ROS, lo que induce dafio oxidativo a la membrana
celular, proteinas, acidos nucleicos y lipidos, conduciendo a la interrupcidon de los procesos
metabdlicos celulares que inhiben el crecimiento y desarrollo 6ptimo de las vides (Skopelitis et
al., 2006). Otra de las consecuencias del estrés oxidativo, es un aumento de la fotorespiracion
producido por una sobrecarga de energia, lo cual conduce a un declive de la eficiencia
fotosintética (Downton, 1977; Walker et al., 1981; Downton et al., 1990; Cramer et al., 2007).
Frente a esta situacidon de estrés oxidativo, las vides desarrollan estrategias de defensa,
impulsando sistemas antioxidantes (ciclo del glutatién y xantofila) que capturan e inactivan
algunas de las ROS (Cramer et al., 2007). Las poliaminas podrian también jugar un papel
importante en la proteccidn de los aparatos fotosintéticos frente a los dafos oxidativos en hojas

de vid (lkbal et al., 2014).

Las plantas han desarrollado muchos mecanismos para adaptarse y sobrevivir bajo
condiciones de estrés salino, tales como la acumulacidon selectiva o exclusién de iones
potencialmente tdxicos, la sintesis en el citoplasma de solutos compatibles, el secuestro de iones

en compartimentos separados (vacuolas), la induccién de enzimas antioxidantes y la regulacion
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adaptativa de hormonas vegetales como el ABA, el etileno y el jasmonato (Parida y Das, 2005;

Zelm et al., 2020).

En un amplio estudio con vid bajo estrés salino, se observé que la disminucidn de la
conductancia estomatica inhibié el proceso de fotosintesis que, a su vez, redujo el potencial
hidrico y el contenido relativo de agua. Ademas, se observé un aumento de las actividades de
las enzimas antioxidantes en respuesta a los altos niveles de ROS, las cuales podrian considerarse
como marcadores de prediccion frente al estrés salino en vid (Haider et al., 2019). Estos mismos
autores, observaron una acumulacion de glicinbetaina y trehalosa (solutos compatibles) que

podrian contribuir al ajuste osmético en hojas de vid.

Entre las diferentes estrategias para mejorar la respuesta de las plantas de vid a la
salinidad se podria destacar el uso de compuestos bioestimulantes y/o elicitores tales como
jasmonatos (Ismail et al., 2012), acido salicilico (Amir et al., 2014; Ekbic et al., 2020) o ABA
(Degaris et al., 2017).

Por ultimo, mencionar que a nivel molecular se ha observado una expresion diferencial
de genes en dos ecotipos de Vitis sylvestris que presentaban diferente tolerancia a la salinidad
(Askri et al., 2012). Recientes estudios se han centrado en la identificacion de genes que se
expresan o se silencian en plantas sometidas a estrés salino (Das y Majumder, 2019), estos
incluyen genes involucrados en procesos tales como la transduccién de la sefializacidn, factores
de transcripcién, metabolismo antioxidante y de carbohidratos, y biosintesis de metabolitos

secundarios, indicando respuestas multigénicas frente al estrés salino.
1.3.2.3 Respuesta agrondmica de la vid y tolerancia a la salinidad

La primera respuesta visual de la vid frente a la salinidad es la reduccién del crecimiento
vegetativo y una reduccién de la superficie foliar (Walker et al., 1981). Otros autores observaron
también una reduccidn importante en el peso de madera de poda, tanto en campo (Walker et
al., 2002) como en invernadero (Downton, 1977) después de la aplicacion de riego con aguas
salinas. La salinidad también puede afectar a la brotacién (Downton y Crompton, 1979) y al
envero (Downton y Loveys, 1978). Asi como, tener efecto en el nimero de racimos (Prior et al.,
1992), el tamafio de la baya y el contenido de aztcar (Hawker y Walker, 1978). Todo ello conduce
a una reduccion significativa de los rendimientos de uva (Degaris et al., 2016; Maas y Hoffman,
1977; Walker et al., 2002). Si la exposicién a la salinidad se prolonga podria dar lugar a la muerte

de la planta (Figura 13).
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(A) (B) ©

Figura 13. Vides cultivadas durante 30 dias in vitro. (A) sin presencia de NaCl, (B) con 20 mM de NaCl
(C) y con 100 mM de NacCl (Oliveira et al., 2013).

Se han publicado estudios donde se observa una gran variabilidad en la tolerancia de la
vid a la salinidad, dependiendo de multiples factores, pudiendo destacar: la variedad, el
portainjerto y las caracteristicas edafo-climaticas (Maas y Hoffman, 1977, Cramer et al., 2007).
Segln estos autores, la vid es un cultivo clasificado como moderadamente sensible a la salinidad
con un valor umbral de conductividad eléctrica en el extracto saturado del suelo (CE.) que ronda
entre 1.8 y 4.0 dS/m, y una disminucidn del rendimiento entre 2.3-15.0% por cada incremento
unitario en la CE. expresada en dS/m. La vid no tolera conductividades por encima de 16 dS/m
en el agua de riego (Zhang et al., 2002, Walker et al., 2002). En la Tabla 3 se muestra una
clasificacion de diferentes portainjertos en funcién de su tolerancia a la salinidad, destacando
que los portainjertos SO4 y 3309C se caracterizan por ser muy sensibles a la salinidad teniendo
un valor umbral inferior al 1.8 dS/m. Por otro lado, algunos de los portainjertos mas tolerantes
a la salinidad pueden ser el 140 Ruggeri y el 1103 Paulsen, con un valor umbral de hasta 3.3
dS/m.

Tabla 3. Clasificacién de diferentes portainjertos y su tolerancia a la salinidad (Walker, 2010).
Sensibilidad del

) Variedad ECe
cultivo

Muy sensible a Sus propias raices (Vitis vinifera), K51-40, 1.8 (dS/m)

sensible 3309C, 1202C, Kober 5BB, Teleki 5C, SOA4. )

Moderadamente Ramsey, 1103 Paulsen, 140 Ruggeri, 3.3 (dS/m)

tolerante a tolerante  Schwarzmann, Rupestris St George.
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Entre los diferentes factores que pueden contribuir en mayor o menor grado a la
tolerancia de la vid a la salinidad, se podrian destacar la capacidad para la exclusién de la sal y

el vigor del portainjerto (Walker et al., 2002 y 2004).

La exclusion de sal se define como la capacidad de las plantas para restringir la absorcion
de iones como el CI"y Na* por la raiz y el transporte desde la raiz hacia la parte aérea (Teakle y
Tyerman, 2010), o a los injertos, en caso de ser vides injertadas (Walker et al., 2004). Muchos
portainjertos tienen la capacidad de limitar y restringir la absorcion y transporte del Cl desde la
raiz hacia la parte aérea (Walker, 1994). Por ejemplo, Downton (1977) analizé el nivel de ClI" del
peciolo en el momento de la cosecha en diferentes especies de vid clasificandolas de acuerdo a
su capacidad de exclusion de sales: V. rupestris < V. berlandieri, V. riparia, V. candicans, V.
champinii, V. longii <V. cinerea, V. cordifolia <V. vinifera. Sin embargo, se ha observado que
algunos de estos portainjertos como el Ramsey o el 1103 Paulsen pueden perder

progresivamente la capacidad de exclusién de sal (Tregeagle et al., 2006).

Tambien se ha observado que los portainjertos con poca capacidad de exclusién, por
ejemplo, el genotipo K 51-40, acumulan tal cantidad de CI"y Na*, que con el paso del tiempo se
producen considerables dafios en las plantas, conduciendo a importantes reducciones en el
crecimiento y el rendimiento y, en muchos casos, a la muerte de las plantas (Tregeagle et al.,
2006). La mayor capacidad de exclusion del portainjerto 140 Ruggeri parece estar asociada con
la restriccidn en la descarga de CI™ al xylema y la disminucién del transporte desde la raiz a la
parte aérea (Tregeagle et al., 2010). En otros estudios se ha observado que los injertos sobre
patrones diferentes acumularon menos cloruros en los peciolos, que aquellos injertados en sus
propias raices, demostrando que la capacidad de exclusién de Cl" estd asociada principalmente
al portainjerto (Sauer, 1968; Walker et al., 2004 y 2010). Aunque en algunos casos, se ha
observado un papel importante del injerto. Por ejemplo, la variedad Shiraz tiende a acumular
mas ClI- que Chardonnay, independientemente del tipo de portainjertos (Walker et al., 2010), lo

gue indicaria una influencia de la variedad en la acumulacién del ClI" acumulado.

Aunque la capacidad de exclusidon de CI" y Na de los portainjertos se ha relacionado
ampliamente con la tolerancia a la salinidad y es uno de los caracteres clave a la hora de hacer
programas de mejora para portainjertos tolerantes a la salinidad (Walker y Clingeleffer, 2009),
existen otros estudios en los que se observd una escasa correlacién entre el rendimiento y la
capacidad de exclusién de CI" (Walker et al., 2004). Otro de los caracteres relacionados con la
tolerancia es el vigor del portainjerto. Se ha observado una relacién lineal positiva entre el
rendimiento y el vigor del portainjerto tanto en condiciones no salinas, como salinas (Walker et

al., 2002). Generalmente, las especies de vid americanas, especialmente V. riparia y V.
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berlandieri suelen ser mas tolerantes a la salinidad que las especies europeas (Williams et al.,

1994).

1.4 Calidad de la uva y composicion del vino. Conceptos generales

Existen pocos productos agroalimentarios donde sea tan dificil definir el concepto de
“calidad” como en el vino. De hecho, es bastante frecuente encontrar contradicciones en la
forma en la que se evalla y define la calidad de un vino. Un vino puede ser analizado quimicay
microbiolégicamente, y ser declarado de una composicién quimica excelente, pero podemos
encontrarnos que ese mismo vino puede tener unas caracteristicas organolépticas poco
interesantes. Por otro lado, un vino con alguna debilidad en la composicidon quimica puede tener
un caracter pleno y definir perfectamente su lugar de origen. Por lo que podria decirse que,
aunque el analisis fisico-quimico de un vino puede calificarse como un método objetivo de la
evaluacion de la calidad, debe estar directamente relacionado con la evaluacion sensorial. Asi,
la calidad de un vino segun Robert Parker, sin duda uno de los criticos de vino mas influyentes
del mundo, esta basada en cuatro puntos fundamentales (Parker, 2008):

e Lacapacidad de complacer tanto a los sentidos como al intelecto

e Lacapacidad de mantener el interés del catador

e La capacidad del vino de expresar una personalidad singular
e La capacidad de reflejar su lugar de origen

A pesar de todo lo mencionado anteriormente, si algo es cierto, es que la calidad de un vino
esta estrechamente ligada a la composicion fisicoquimica de la uva con la que se elabora,
siempre y cuando las vinificaciones se hayan llevado a cabo mediante buenas practicas

enoldgicas.

De forma general, una baya estd compuesta por semillas, pulpa y piel u hollejo. La presencia
y cantidad de estas tres partes, asi como su composicidn, va a ser determinante a lo largo de la
fermentacién para determinar la capacidad de dicha uva para obtener un vino de calidad
(Hidalgo, 2010). La pulpa representa entre el 70-90 % del peso de la baya y estd considerada
como el reservorio de compuestos de la misma (azUcares, polisacaridos, compuestos
nitrogenados, acidos organicos, vitaminas y precursores aromaticos). La piel que recubre y
encierra la pulpa y las semillas se denomina cominmente hollejo y representa entre el 5-10%
del peso de la baya. El hollejo esta recubierto de una capa protectora denominada pruina que
protege a la baya de patdgenos, inclemencias del tiempo, y retiene levaduras vy
microorganismos. Bajo la cuticula se encuentra la epidermis, donde se acumulan los taninos con
una gran capacidad fungicida y la hipodermis con una alta concentracién de antocianos,

compuestos responsables del color y ciertas moléculas responsables del aroma varietal de los
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vinos, como pueden ser los terpenos. Aunque los compuestos presentes en el hollejo sean
minoritarios en comparacion con los compuestos presentes en la pulpa de la uva, seran estos
compuestos los que caracterizaran en mayor medida las caracteristicas sensoriales finales del

vino (Figura 14).

GOMPOSICION QUIMICA DEL VINO

Etanol 12%
Glicerol 1%

« Aldeidos

« Esteres

« Vitaminas

» Aminoacidos
» Sales minerales

B
* Fructuosa

&) «aTamaniacos.com

Figura 14. Composicién quimica del vino. Fuente: katamaniacos (2018).

Si hacemos un pequefio repaso en la composicién quimica del vino (Fiigura 14), el agua
es el compuesto mayoritario de la pulpa permitiendo la solubilidad del resto de compuestos.
Después del agua, los azucares (glucosa y fructosa) son los compuestos mayoritarios del mosto
de uva, estos azucares pertenecen al grupo quimico de las hexosas, y se empiezan a formar en
el envero, su concentracién aumenta en funcién de la fotosintesis, aunque un exceso de calor y
sequedad pueden obstaculizar la fotosintesis y bloquear su formacién. En la uva verde (antes
del envero), la proporcion de glucosa es mayor que la de fructosa, pero a medida que avanza la
maduracidn, la fructosa va aumentando, acabando en una proporcién glucosa/fructosa en torno

a 0.95.

Los siguientes compuestos mayoritarios son los acidos organicos. La acidez de la uva viene
definida principalmente por la concentracidon de los acidos mayoritarios de la uva (tartarico,

malico y citrico). El acido tartdrico es el acido mayoritario, haciendo que el pH dependa en gran
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medida de la concentracién de este acido. El segundo acido mayoritario es el malico cuya
concentraciéon varia mucho segun la variedad de uva y la temperatura a la que esté sometida la
planta durante el proceso de maduracion. El 4cido malico es sintetizado tras la combustion de
azucares en los tejidos de clorofila siendo poco estable y catabolizado durante la maduracion
(Flanzy, 2003). Por ultimo, el 4cido citrico se encuentra en mucha menor proporcién que los dos
anteriores, ademas de estos acidos en el momento de vendimia se pueden encontrar otros
acidos tales como el ascérbico, fumarico, glicérico, oxalico, etc. La acidez total de las bayas va
disminuyendo a lo largo de la maduracién de la uva. En climas cdlidos, de hecho, puede incluso
llegar a ser necesario hacer algunas correcciones enoldgicas en la acidez total de los vinos

(tartarico y malico) durante el proceso de vinificacion.

Otro tipo de compuestos de gran importancia en la uva son los metabolitos secundarios,
estos compuestos determinan su posterior concentracién en el vino y la calidad final de este
(lland, 1987; Jensen et al., 2008), englobando sustancias aromaticas, y compuestos fendlicos
entre otros. Cabe destacar, que la calidad del vino no sélo esta determinada por la cantidad o la
concentracion de los compuestos fendlicos, sino también por su calidad y su capacidad de
interaccionar con otros compuestos (Kennedy et al., 2006; Lund et al., 2009). Del mismo modo,
la composicién aromatica del vino estara conformada y balanceada por distintitos compuestos
como terpenos, ésteres, norisoprenoides, alcoholes, aldehidos y otros tantos compuestos

aromaticos, asi como de los aminoacidos, presentes en la uva.

1.4.1 Compuestos fendlicos.

Los compuestos fendlicos representan un grupo de moléculas complejo que juegan un
papel esencial en la enologia, siendo responsables de la calidad final de los vinos, especialmente
de los tintos (lvanova et al., 2012). Estos compuestos presentes en las uvas tintas, son extraidos
durante la etapa de maceracién desde las bayas a la solucion mosto-vino. Los compuestos
fendlicos presentes en las uvas son los principales responsables de algunas de las caracteristicas
organolépticas del vino, como el color, el sabor, la astringencia, el amargor y su capacidad de
envejecimiento (Ribéreau-Gayon et al., 2006). El consumo moderado de vino tinto y por lo tanto
de compuestos fendlicos se ha asociado a posibles efectos beneficiosos sobre la salud humana
(Pitsavos et al., 2005), mas concretamente a la capacidad de prevenir diversas enfermedades
asociadas con el estrés oxidativo, incluidos algunos canceres, enfermedades cardiovasculares y
neurodegenerativas (Soundararajan et al., 2008; Yamagata et al., 2015). Dicho fenémeno del
consumo moderado de vino y su efecto beneficioso para la salud se conocié inicialmente como

"paradoja francesa" (Renaud y de Lorgeril, 1992).
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Desde un punto de vista quimico, los compuestos fendlicos son compuestos orgdnicos
gue contienen al menos un anillo aromatico (benceno) unido a uno o mas grupos hidroxilos. Su
gran capacidad de reaccién se debe al caracter acido de la funcién fendlica y al caracter
nucleofilico del anillo bencénico (Monagas et al., 2005). La clasificacion mas comun de estos
compuestos se basa en la distincién entre: compuestos flavonoides con un esqueleto C3-C6-C3
y compuestos no flavonoides, siendo la principal diferencia entre ambos grupos el nimero de
anillos aromdaticos que lo forman. Cada grupo se divide en varias familias (Figura 15) con
caracteristicas estructurales propias, que confieren al vino propiedades especificas como el
color, el aroma y el sabor (Cheynier et al., 2006). De acuerdo con varios autores, la capacidad
antioxidante de las bayas y los vinos proviene principalmente de estos compuestos fendlicos
(Minussi et al., 2003; Fernandez-Pachon et al., 2004, 2006; Cimino et al., 2007). La concentracidn
y composicidon de estos compuestos dependerd de la variedad de uva, la localizacién de la
parcela, el clima, las prdcticas de cultivo y la madurez de la uva en el momento de cosecha
(Gabryeliana y Kazumya, 2018). Las uvas tienen compuestos flavonoides principalmente en la
piel y en las semillas (Cosme et al., 2009) y no flavonoides principalmente en la pulpa, pero

también se pueden encontrar en otras partes de las uvas (Zamora, 2003).

Acidos benzoicos

Acidos Fendlicos

No flavonoides - Acidos cindmicos

Estilbenos

Flavonoles

Flavononoles y flavonas

Flavonoides - Procianidinas

Flavan-3-oles Taninos condensados

Prodelfinidinas
Antocianos

Figura 15. Clasificacién de compuestos fendlicos (Zamora, 2003).
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1.4.1.1 Antocianos

Las antocianos (del griego &vBog (anthos): ‘flor’ + kuvavog (kyaneos): ‘azul’) son
pigmentos hidrosolubles que se encuentran en las vacuolas de las células vegetales y otorgan el
color rojo, azul o purpura a las hojas, flores y frutos. Estos compuestos se encuentran
principalmente en la piel de las uvas tintas, aunque también se pueden encontrar en la pulpa de
variedades tintoreras (Bakker y Timberlake, 1985; Castillo-Mufioz et al., 2009) y son
responsables del color del vino tinto (Zamora, 2003). Concretamente, estos compuestos estan
localizados en las células externas de la hipodermis y, a nivel subcelular, se localizan en el interior
de las vacuolas donde pueden estar libres o acumulados en unas vesiculas esféricas
denominadas antocianoplastos (Gonzalez et al., 2003). El color azulado de las uvas tintas es
consecuencia de las altas concentraciones de antocianos en las vacuolas, de los efectos de la

dispersion de la luz y de la presencia de clorofila en las capas epidérmicas (Moreno, 2013).

Los antocianos son compuestos fendlicos de tipo flavonoide, solubles en agua y
formados por dos anillos bencénicos (A y C) unidos por un heterociclo oxigenado (B) insaturado
y catidnico denominado idn flavilio (He et al., 2012). Las antocianidinas mas comunes que se
encuentran en las uvas son cianidina, delfinidina, peonidina, petunidina y malvidina, siendo un
glucdsido de antocianidina, la malvidina-3-glucdsido, la que encontramos en mayor proporcion
en las variedades tintas (He et al., 2010). Existen distintos tipos de moléculas de antocianinas
dependiendo del nimero de hidroxilos (OH) y de grupos metilo (-CH3) que actian como

sustituyentes en el anillo C (Figura 16).

R)
/\V/OH Antocianina R1 R2
\q. Cianidina OH H
Peonidina OCHs; H
Delfinidina OH OH

Petunidina OCHs3; OH

Malvidina OCH; OCH;3

Figura 16. Estructura quimica de las diferentes antocianinas del vino (Moreno, 2013).
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Durante la fermentacidn y en los primeros afios de envejecimiento, las antocianinas
monoméricas presentes en los vinos experimentan un gran numero de reacciones vy
asociaciones. Los vinos tintos, durante su envejecimiento, van perdiendo la intensidad del color
rojo, y la tonalidad de éste va virando del rojo-purpura al rojo-anaranjado. Esto es debido a

formacion de pigmentos poliméricos, por reaccidon entre los antocianos mondmeros y los

compuestos fendlicos mayoritarios de los vinos tintos, los flavan-3-oles (Hermosin, 2007). Por
otra parte, otra forma de estabilizar el color del vino, es a través de los procesos de
copigmentacion, que dan lugar a la formacién de nuevos pigmentos. Este proceso se puede

dividir segun la naturaleza del copigmento implicado en (Hermosin, 2007):

e Copigmentacién intermolecular: la naturaleza del copigmento es distinta al antociano
mondmero. Por ejemplo, puede ser un flavonol.

e Copigmentacién intramolecular: el copigmento es una porcion de la propia molécula de
antociano mondémero.

e Autoasociacion: en este caso la copigmentacion se produce entre dos moléculas de

antocianos mondmeros.

1.4.1.2 Taninos

Los taninos son compuestos polifendlicos que se encuentran comunmente en las
plantas superiores. Los taninos se consideran metabolitos secundarios ya que no estan
directamente involucrados en el crecimiento, desarrollo o reproduccion de las plantas

(Herderich y Smith, 2005).

Los taninos condensados (no hidrolizables) procedentes de las uvas, son polimeros
formados por unidades monoméricas de flavan-3-oles. Los flavan-3-oles, al igual que las
antocianidinas, son compuestos tipo flavonoide formados por dos anillos bencénicos unidos por
un heterociclo oxigenado saturado, que contiene un sustituyente hidroxilo (-OH). En la vid, los
principales flavan-3-oles monémeros son: (+)-catequina, (-)-epicatequina, (+)-galocatequinay (-
)-epigalocatequina (Sarneckis et al., 2006; Smith et al., 2015). No obstante, la mayor parte de los
flavan-3-oles se encuentran en forma de oligdmeros y de polimeros (Sanchez-lIglesias, 2007).
Teniendo en cuenta estas formas, y segun la hidrolizacidn de las proantocianidinas (cianidinas o
delfinidina) existen dos grupos presentes en la uva: las procianidinas, compuestas por (+) -
catequinay (-) - epicatequina y las prodelfinidinas formadas por unidades de (+) - galocatequina

y / o (-) - epigalocatequina (Porter et al., 1986).

En la uva, podemos encontrar los taninos tanto en variedades tintas como en variedades

blancas, pero en estas ultimas en mucha menor cantidad. Estan localizados en el hollejo, en la
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pulpa y en la semilla, siendo en esta ultima parte donde se encuentra la mayor concentracion
de taninos que, ademas suelen estar asociados con otras macromoléculas como proteinas y

polisacaridos mediante enlaces carbono-carbono (Esteban Fernandez, 2016).

Los taninos de la piel estdn compuestos por largas cadenas poliméricas que varian desde
3 hasta 83 subunidades de longitud unidas por enlaces débiles (Smith et al., 2015). Suelen
encontrase en las vacuolas en forma de granulos o conglomerados, aunque también pueden
formar parte de las membranas y paredes celulares, siendo facilmente extraibles solo los taninos
de las vacuolas. Los taninos extraidos de la piel de la uva contienen subunidades derivadas de
epigalocatequina, asi como pequefias cantidades de gallocatequina que no estan presentes en

la semilla y 3-O-galato de epigalocatequina (Smith et al., 2015).

Los taninos presentes en las semillas son polimeros de menor tamafio (de 2 a 16
subunidades de catequina y epicatequina) en comparacidn con los taninos procedentes del
hollejo (Herderich y Smith, 2005). Estos no son extraibles si no se disuelve el recubrimiento
lipidico de las semillas, siendo mas o menos solubles segin el grado de polimerizacion. Los
taninos de las semillas presentan una mayor proporcién de procianidinas galoiladas y un menor
grado de polimerizacidon que los taninos de los hollejos (Busse et al., 2013). La pulpa de uva
también contiene taninos, pero no se puede extraer durante la maceracién debido a una fuerte

asociacién con los componentes de la pared celular de la propia pulpa (Bindon et al., 2014a).

La composicidn de las moléculas de los taninos en el vino es un factor a tener en cuenta
a la hora de elaborar los vinos, ya que los taninos con una masa molecular pequefia
(normalmente los taninos de las semillas) tienen mayor capacidad de amargor, por el contrario,
las moléculas de los taninos con mayor tamafio (tanino del hollejo) se perciben mas astringentes

(Fontoin et al., 2008).

Por ultimo, los taninos contribuyen a la textura, el color, el amargor y la capacidad de
envejecimiento de los vinos tintos (Lorenzo et al., 2005). La sensacidn de textura provocada por
el tanino en la boca se conoce como astringencia, que es una sensacion de sequedad en la boca
considerada como una caracteristica deseable del vino tinto (Gawel, 1998). La percepcion de la
astringencia se debe a la combinacién entre las proteinas de la saliva y el tanino del vino
(Cheynier et al., 2006), provocando la precipitacidn de las proteinas y una pérdida de lubricacion
en la boca (Hanlin et al., 2010). El tanino también juega un papel importante en el color del vino
tinto actuando como cofactor en la copigmentacidn y al reaccionar con antocianinas formando

pigmentos estables en el tiempo (Carew et al., 2013).
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1.4.1.3 Estilbenos

Los estilbenos son compuestos fendlicos no flavonoides presentes de forma natural en
mas de 25 especies de plantas diferentes, son una familia de moléculas cuya estructura quimica
en los estados monomérico y oligomérico estd constituida por un grupo difeniletileno orientado
en cis- o trans-. Cuando se exponen a la luz ultravioleta, emiten fluorescencia azul intensa. Esta
caracteristica es el origen del nombre estilbeno, que deriva de la palabra griega "otiARoc"

(stilbos), traducida como "brillante".

Los estilbenos (Figura 17) presentes en la uva se localizan Unicamente en los hollejos
(Jeandet et al.,, 1991). Desde un punto de vista sensorial, los estilbenos no tienen gran
importancia; sin embargo, han despertado gran interés en la comunidad cientifica por su
importancia sobre la salud humana, ya que se le atribuyen propiedades antioxidantes,
anticancerigenas neuroprotectoras y cardioprotectoras (Provinciali et al., 2005; Penumathsa y
Maulik, 2009; Fan et al., 2008). También se denominan fitoalexinas, es decir, metabolitos
vegetales secundarios con actividad antimicrobiana que se sintetizan de novo por las plantas
ante algun tipo de estrés bidtico o abidtico, funcionando como un mecanismo de defensa

natural frente a patégenos (Fumagalli et al., 2006).
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Figura 17. Estructura quimica del estilbeno y sus derivados.

La concentracién de estilbenos en las bayas y el vino depende de muchas variables que
incluyen: la variedad de uva, las condiciones de cultivo, el clima, el momento de cosecha y las

técnicas de vinificacion empleadas (Bavaresco et al., 2012).

El resveratrol es el estilbeno bioactivo mas conocido (Espin et al., 2007) y esta presente
en grandes cantidades en las bayas y en el vino (Ribeiro de Lima et al., 1999; Gatto et al., 2008;
Ferri et al., 2009). Ademas, podemos encontrar otros tipos de estilbenos como los piceidos, los

cuales se forman cuando el resveratrol es glicosilado o las viniferinas, formadas cuando el
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resveratrol es oxidado. A lo largo de los ultimos afios y debido al gran interés que han despertado
en el sector, se han estudiado diferentes técnicas para incrementar el contenido de estilbenos
en las uvas y vinos, siendo las mas comunes las que estdn relacionadas con practicas culturales
(Downey et al., 2006; De la Hera Orts et al., 2007; Pérez-Lamela et al., 2007; Fanzone et al., 2011;
Gatti et al., 2012).

1.5 Efecto del estrés hidrico y salinidad en la calidad de la uva y el vino

Como hemos visto con anterioridad, la calidad de un vino es un concepto complejo de
definir, pero estrechamente relacionado con la composicidn quimica de las bayas (azlcares,
acidos, compuestos fendlicos y otros compuestos aromdticos) (Lund y Bohlmann, 2006). La
composicion y concentracidén de estos compuestos quimicos, cambia durante la madurez de las
bayas y pueden verse afectados tanto por factores agronémicos, como por estreses abidticos

(Jackson y Lombard, 1993; Dai et al., 2011).

1.5.1 Estrés hidrico y calidad de la uva y del vino

Numerosos estudios han demostrado que el estrés hidrico afecta de manera importante
a la composicién de la uva y por tanto a la calidad del vino (Deloire et al., 2005; Downey et al.,
2006; Gémez Miguez et al., 2007; van Leeuwen et al., 2009), principalmente en variedades tintas
cultivadas en condiciones semiaridas (Peyrot des Gachons et al., 2005; Bindon et al., 2008; Van
Leeuwen et al., 2009). El estrés hidrico impuesto en las etapas previas al envero, induce
modificaciones metabdlicas importantes en la baya que se pueden mantener en el tiempo,
incluso después de la reanudacién del riego (Shellie, 2014; Keller et al., 2016). Por el contrario,
los efectos del estrés hidrico después del envero son mas variables, no pudiendo generalizarse
en lo que se refiere a la obtencion de efectos positivos o negativos sobre las bayas (Girona et

al., 2009; Intrigliolo y Castel, 2010; Munitz et al., 2017).

Los azucares son un parametro fundamental de calidad que estd relacionado con el
contenido alcohdlico del vino. Ademas, la concentracién de estos azlcares en la planta influye
sobre la regulacion de procesos metabdlicos relacionados con la sintesis de otros compuestos
responsables de caracteristicas organolépticas del vino (Conde et al., 2007). La gran mayoria de
estudios han observado un aumento en la concentracidon de azlcares en la baya como
consecuencia del estrés hidrico (Romero et al., 2010; Zarrouk et al., 2016; Zufferey et al., 2017).
Sin embargo, existen otros estudios donde no se han observado efectos del estrés hidrico en los
parametros basicos de la baya como el contenido en azucar, el pH, o la acidez (Shellie, 2011;
Santesteban et al., 2011; Junquera et al., 2012; Casassa et al., 2015). Probablemente, esto es

debido a que, en el momento en el que la vid se somete a un estrés hidrico severo, se reduce la
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capacidad de fotosintesis, y por tanto la acumulacion de azlcares (Santesteban et al., 2011)
incapacitando la adecuada maduracién de la fruta (Romero et al., 2010). Por otro lado, un
numero significativo de estudios han demostrado que un estrés hidrico moderado puede ser
beneficioso para la calidad del vino, particularmente en variedades tintas (van Leeuwenet al.,
2009; Zuffereyet al., 2017). En este sentido, Zarrouk et al. (2016) proporcionan una compilacion
exhaustiva de estudios publicados entre 2009 y 2016 que evaltan el déficit de agua y su impacto
en la composicién de las bayas. En una completa revisidn en la que se realizé un meta-andlisis
con mas de 45 articulos publicados, Miras-Avalos e Intrigliolo (2017) estudiaron los efectos de
diferentes estreses abidticos sobre la composicion de uva. Estos autores no encontraron una
relacion clara entre el potencial hidrico de tallo (Wt) y la concentracidén de sélidos solubles
totales (SST) en las bayas. Sin embargo, observaron que un cierto estrés hidrico (hasta -1.3 Mpa)
fue beneficioso para la acumulacidn de azucares en la baya, pero una vez superado ese umbral,

la concentracidn de SST disminuyd significativamente.

Otros compuestos a tener en cuenta en la calidad son los dcidos organicos de la uva,
gue determinaran el pH del vino y por tanto su estabilidad quimica y microbiana. Ademas, tienen
un efecto directo sobre el sabor del vino. Es sabido que el estrés hidrico disminuye la acidez total
de las uvas, debido a una disminucién en la concentraciéon de acido tartarico y acido malico
(Girona et al., 2009; Intrigliolo y Castel, 2010). Una de las primeras respuestas de la vid al estrés
hidrico es la disminucién de la fotosintesis lo que lleva asociado una reduccidn del crecimiento
vegetativo, provocando un aumento de la temperatura en el microclima de los racimos, lo que
a su vez incrementa la combustién del acido malico y disminuye su concentracion en las bayas
(Santesteban et al., 2011). En este sentido, Cooley et al. (2017) encontraron un descenso en la
acidez total y concentracion de acido malico en uvas procedentes de vides regadas
deficitariamente en comparacion con plantas bien regadas de la variedad Cabernet Sauvignon.
Bellvert et al. (2016) también indicaron que un estrés hidrico producido por un riego deficitario
anterior al envero, afectd negativamente la acidez total y a la concentracién de acido malico en
plantas de Chardonnay. Apoyando estos resultados, Romero et al. (2010) observaron que, en
términos generales, un estrés hidrico moderado reduce la acidez total en uvas tintas de la
variedad Monastrell, pero cuando el estrés hidrico se agrava, se sigue reduciendo la acidez total
debido principalmente a una mayor combustién del acido malico (Bucchetti et al., 2011). Por
ultimo, Miras-Avalos e Intrigliolo (2017), en una revision de la composicién de la uva bajo
estreses abidticos, afirmaron que cuanto mas negativos son los valores de Wt (mayor estrés

hidrico), menor es la acidez de las bayas.
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Como ya hemos comentado anteriormente, los compuestos fendlicos son los
responsables de muchas de las caracteristicas organolépticas de las uvas y vinos, y estd
ampliamente aceptado que el estrés hidrico afecta de manera significativa a la composicion
fendlica de las bayas, en concreto a la concentracion de antocianos (Bindon et al., 2008, 2011;
Santesteban et al., 2011; Cook et al., 2015; Hochberg et al., 2015). En una amplia revision,
Chaves et al. (2010), concluyeron que, un estrés hidrico producido por un riego deficitario,
influye positivamente en la acumulacién de compuestos secundarios como los antocianos en las
bayas, cuando se compara con un riego cubriendo el 100% de la ET.. Probablemente, esto es
debido a la inhibicién del desarrollo de la uva por un estrés hidrico antes del envero, ademas de
un aumento de la expresién génica en la ruta biosintética de antocianos (Castellarin et al.,
2007a). Por lo tanto, existe un consenso de que los efectos del estrés hidrico sobre la
composicion de la baya dependen del momento y duracion el estrés hidrico (Koundouras et al.,
2009; Romero et al., 2010; Intrigliolo et al., 2012). Esto esta reflejado en los estudios realizados
por Ollé et al. (2011), los cuales observaron una respuesta diferencial de la acumulacion de
antocianos en funcién de si hubo un estrés hidrico anterior o posterior al envero. Generalmente
un estrés hidrico, tanto moderado como severo, incrementa los antocianos totales mejorando
la calidad de la uva, siempre y cuando no se sobrepasen ciertos limites de estrés, en los cuales
deja de observarse este efecto (Romero et al., 2010). Un déficit moderado de agua podria
aumentar el contenido total de antocianos en las uvas entre un 30 y un 50% (Ju et al., 2019). En
este sentido Roby et al. (2004) observaron que una baja dosis de riego incrementd la
concentracién de antocianos en un 30% en bayas de la variedad Cabernet Sauvignon injertada
sobre 110R. Por otro lado, Edwards y Clingeleffer (2013) observaron un incremento significativo
de la concentracidon de antocianos en un ensayo de estrés hidrico prolongado en cepas de la
variedad Cabernet Suavignon. Romero et al. (2016a, 2016b) compararon la aplicacidn de riego
deficitario con un riego convencional durante siete ainos en la variedad Monastrell, observando
un incremento de hasta el 29% en la concentracidn de antocianos totales en las bayas cuando
se aplicaba un riego deficitario. Ademas, el riego deficitario aumenté en un 35% la concentracidn
de antocianos totales en el vino, por lo que el estrés hidrico también mejord la extractabilidad
de antocianos durante la fermentacién. Cabe destacar que la concentracion de antocianos en la
variedad Monastrell esta fuertemente influenciada por las condiciones climaticas (en particular
por la disponibilidad de agua), Siendo las diferencias interanuales en la concentracion de
antocianos en esta variedad incluso mayores que las diferencias entre variedades distintas en

un mismo afio (Romero-Cascales et al., 2005).
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En contraste a los resultados anteriores, también se han observado efectos negativos
en la concentracion de antocianos en las bayas por el efecto de un estrés hidrico (Zarrouk et al.,
2012; Fernandes de Oliveira y Nieddu, 2013), probablemente debido a las muchas variables que
influyen en la acumulacion de estos compuestos (Downey et al., 2006). Palliotti et al. (2014) en
un ensayo de riego deficitario (40%ET.) en la variedad Montelpuciano injertada en 1103-P,
observaron como el estrés hidrico redujo significativamente la concentracién de antocianos. Por
otro lado, en este mismo experimento no encontré diferencias significativas para la
concentracién de antocianos en la variedad Sangiovese. Casassa et al. (2015) tampoco
encontraron un incremento de la concentracidn de antocianos en cepas de Cabernet Suavignon

regadas al 25% de la ET..

Otro grupo de compuestos fendlicos que se puede ver influenciado por los estreses
abidticos son los taninos. Los mondmeros flavan-3-ol se sintetizan principalmente durante la
formacidn de la semilla y alcanzan un primer pico de acumulacion antes del envero (Terrier et
al., 2009). En este sentido, Ortega-Regules et al. (2006) observaron cdmo los taninos alcanzaban
su concentracion maxima al final del envero y disminuian durante el proceso de maduracién.
Estos compuestos se sintetizan a través de la via biosintética fenilo-propanoide (Chassy et al.,
2012), que es modulada por factores tanto bidticos y abidticos. Entre los factores abidticos
podemos destacar la disponibilidad de agua aplicada por riego (Cohen et al., 2010). Se ha
demostrado que el déficit hidrico modifica la expresién de genes relacionados con la biosintesis
de taninos (Genebra et al., 2014). Sin embargo, Roby et al. (2004) observaron que el aumento
de la concentracion de taninos en condiciones de déficit hidrico fue causado en mayor medida
por un efecto de concentracion debido a la reduccidn del crecimiento de la baya que por un

aumento en la biosintesis de taninos.

Casassa et al (2015) en un estudio de riego deficitario en el que se aplicd un estrés
hidrico en distintas etapas del ciclo fenolégico en vides de la variedad Cabernet Sauvignon,
observaron un aumento significativo de la concentracion de taninos en los hollejos cuando el
estrés hidrico se produjo durante todo el periodo vegetativo. Sin embargo, este aumento no se
observé cuando el estrés hidrico se produjo antes del envero, llegdndose incluso a reducir la
concentracién de taninos en la piel cuando el estrés hidrico sucedié después del envero. En este
sentido, Romero et al. (2016b) observaron cémo en vinos de Monastrell procedentes de plantas
que habian sufrido un estrés hidrico, se incrementd la concentracion total de taninos del hollejo
en un 40% en comparacion con los vinos procedentes de plantas que no habian sufrido estrés
hidrico. Ademas, Romero et al. (2016) y Navarro et al. (2017) mediante un manejo del riego que

permitia la desecacidn parcial de raices observaron un aumento significativo en la concentraciéon
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total de taninos en la variedad Monastrell en comparacién con un riego deficitario. Sin embargo,
otros autores como Buchetti et al. (2011) en un estudio de riego deficitario llevado a cabo
durante cuatro afios en la variedad Merlot, no encontraron un efecto del estrés hidrico en la
concentracién de los taninos del hollejo. Tampoco se han encontrado efectos del efecto del
riego deficitario sobre la concentracion de taninos en variedades como Cabernet Sauvignon

(Kennedy et al., 2002), Cabernet Franc (Matthews y Anderson, 1989) y Shiraz (Ojeda et al., 2002).

Respecto a la concentracién de taninos en la semilla, segun Pastor y Kennedy, (2006) la
concentracién de taninos en la baya dependera del nimero y tamafio de las semillas por baya.
Casassa et al. (2015) no encontraron ningun efecto de los riegos deficitarios aplicados sobre el
contenido de taninos de la semilla, lo que sugiere que el riego deficitario no altera la biosintesis
de taninos. Por otro lado, el riego deficitario incremento la proporcién de extractabilidad de los
taninos procedentes de las semillas durante la vinificacién. Sin embargo, no ocurrié lo mismo
para la extractabilidad de los taninos de la piel. En otros estudios anteriores no se observé que
un estrés hidrico afectara a la concentracion de taninos en semillas de la variedad Shiraz (Roby
et al., 2004) y Cabernet Sauvignon (Koundouras et al., 2009), a pesar de que si hubo un efecto

en el peso de las bayas.

Por ultimo, los estudios realizados que abordan la influencia del estrés hidrico sobre la
concentracién de estilbenos en la uva son escasos, y se han centrado mucho mas en el estudio
de las rutas metabdlicas y de sintesis de estilbenos. Entre estos escasos estudios, Savoi et al.
(2017) observaron que cuando se aplicaba un estrés hidrico en la variedad Merlot (no se
comenzaba a aplicar riego hasta que las plantas alcanzaban valores de -1.4 MPa, manteniéndose
el Wt entre -1.0 and -1.4 MPa) se producia una regulacidn negativa en la expresién de genes
relacionados con la sintesis de estilbenos, lo cual puede producir una diminucién de su
concentracién. En este sentido, Laurenson et al. (2012), en un ensayo realizado en dos
variedades (Chardonnay y Cabernet Sauvignon), con dos tratamientos de riego: deficitario (-1.25
y -0.8 MPa) y bien regado (-0.8 y -0.6 MPa), observaron resultados similares en la concentracién
de estilbenos en la variedad Chardonnay. Sin embargo, estos mismos autores observaron que
en la variedad Cabernet Suavignon se produjo un aumento significativo de la biosintesis de
estilbenos (resveratrol), estos resultados fueron respaldados por el perfil de metabolitos de
resveratrol y piceidos; indicando que, ante un mismo estrés hidrico, la sintesis de estilbenos
podria regularse de manera distinta (a nivel transcripcional), en cada una de las variedades
estudiadas. En otro estudio anterior sobre el impacto del estrés hidrico severo (estricto secano)
sobre la variedad italiana Barbera, Vezulli et al. (2007) no observaron efectos en la concentracion

de estilbenos en las bayas cuando se aplicé un déficit hidrico. Por ultimo, Bavaresco et al. (2003)
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observé una correlacidon negativa entre el aumento de la precipitacion y la concentracién de
estilbenos en bayas. En este sentido Gil-Mufioz et al. (2017) en un ensayo realizado sobre la
variedad Monastrell en el que aplicaron elicitores como herramienta para incrementar la sintesis
de estilbenos, observaron que la concentracién de estilbenos en las bayas aumentd los afios con
precipitaciones mas bajas, y por tanto mayor escasez de agua. Como se ha dicho anteriormente
la concentracién total de estilbenos vendra determinada en gran medida por la variedad de uva,
pudiendo ser considerada la variedad Monastrell como una variedad con un alto contenido en

resveratrol (Gatto et al., 2008).

En términos generales, podriamos decir que un estrés hidrico moderado reduce el peso
de las bayas y la acidez total, pero aumenta los SST, la concentracién de antocianos y la
concentracion total de polifenoles, mejorando, por tanto, la calidad de las bayas (Romero et al.,
2010). Sin embargo, cuando se supera un cierto umbral de estrés hidrico, estos efectos
beneficiosos sobre la composicidn de la uva dejan de observarse (Acevedo-Opazo et al., 2010;
Medrano et al., 2015; Baeza et al., 2019). Por otro lado, se ha demostrado que la vid responde
al estrés hidrico modulando varias vias metabdlicas secundarias (Deluc et al., 2009; Savoi et al.,
2016). Esto podria afectar a las caracteristicas de composicién y sabor de las uvas y el vino. Por
lo tanto, un estrés hidrico moderado y bien gestionado a lo largo del ciclo vegetativo, se
considera beneficioso para obtener una mejora sustancial de la calidad de las uvas,
especialmente aquellas destinada a elaborar vinos de calidad (Chaves et al., 2007). Sin embargo,
los cambios de composiciéon en las uvas inducidos por el estrés hidrico no siempre se ven
reflejados en los vinos, y a menudo se han obtenido resultados contradictorios entre la
concentracion de estos compuestos en las uvas y en el vino (Bindon et al., 2013; Kennedy et al.,

2002).

1.5.2 Salinidad y su efecto sobre la calidad de la uva y el vino

La utilizacién de aguas salinas para el riego de la vid puede afectar de manera
significativa a la composicion de las bayas y el vino (Laurenson et al., 2012; Mosse et al., 2013;
Netzer et al., 2014). En términos generales, los efectos de la salinidad en la composicién de las
bayas y el vino parecen depender de la combinacidn entre la variedad y el portainjerto, de la
concentracién de sal en el agua de riego, asi como el tiempo de exposicion a la salinidad durante
el periodo vegetativo (Mirds-Avalos e Intrigliolo, 2017). Cabe destacar que la mayoria de los
estudios realizados que han comparado la respuesta de la vid a la salinidad, han tenido una
duracion aproximada de unos 5 o 6 afios (Prior et al. 1992, Stevens et al. 1999, Walker et al.

2004, Shaniy Ben-Gal 2005).
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En términos generales ante una situacion de estrés salino moderado se puede producir
un adelantamiento del momento de envero y una mayor concentracion de azucar en las uvas
(Downtony Loveys, 1978; Walker et al., 2000). Ademas, a medida que la salinidad se incrementa,
el cuajado de flores, el tamafio de las bayas y la acumulacion de azucar y antocianinas se ven

reducidos con una mayor intensidad (Hawker y Walker, 1978).

Como hemos visto, la salinidad puede afectar a la acumulacién de SST en las bayas. En
un ensayo que comparaba riego con aguas salinas y riego con agua de buena calidad llevado a
cabo durante seis afos en la variedad Colombard, no se observaron diferencias significativas en
la acumulacién de SST en el mosto hasta el cuarto afio de ensayo. Ademas, no se observaron
efectos consistentes en la acumulacion de SST a lo largo de todo el ensayo (Stevens et al., 2011).
Walker et al. (2014) en un estudio de larga duracién (12 afios) en el que se aplicé riego con aguas
salinas a dos variedades (Chardonnay y Shiraz) injertadas sobre su propio pie y en diferentes
tipos de portainjertos (10), observaron que la variedad de uva blanca Chardonnay injertada
sobre si misma redujo significativamente la concentracidon de SST en comparacién con el resto
de portainjertos. Por el contrario, no se observaron diferencias significativas entre portainjertos
en la concentracién de SST en la variedad Shiraz. En este sentido, en un estudio donde se
comparaba un tratamiento control con un tratamiento regado con aguas reutilizadas salinas,
Hirzel et al. (2017) tampoco observaron diferencias significativas en la concentracién total de

SST en las dos variedades de estudio, Suavignon Blanc y Cabernet Suavignon.

En términos de acidez total, y refiriéndonos al mismo articulo citado en el parrafo
anterior, Walker et al. (2014) observaron que la variedad de uva blanca Chardonnayy la variedad
tinta Shiraz injertadas en su propio pie y regadas con aguas salinas, incrementaron
significativamente la acidez total en comparacion con el resto de portainjertos utilizados, Por lo
tanto, una correcta seleccién de portainjertos tolerantes a la salinidad, capaces de excluir sales
pueden mitigar los efectos negativos que la salinidad puede producir en la composicién de la
uva. En este mismo sentido, y en otro estudio realizado con anterioridad Walker et al. (2000)
observé un aumento de la acidez total del mosto en condiciones de riego con aguas muy salinas
en la variedad Shiraz cuando la planta estaba injertada sobre su propio pie. Contrariamente,
Hawker y Walker (1978) observaron que las bayas de la variedad Cabernet Sauvignon
procedentes de plantas regadas con aguas muy salinas reducian significativamente la acidez

total del mosto.

En cuanto a los pardmetros de color y compuestos fendlicos, se han encontrado pocos
estudios en donde se haya visto la influencia de la utilizacion de aguas salinas sobre estos

parametros. Asi, Hirzel et al. (2017), en un estudio llevado a cabo en California con aguas
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reutilizadas salinas, observaron una disminucion significativa del contenido de polifenoles
totales en las uvas regadas con aguas salinas. En otro estudio realizado en vinos de la variedad
Shiraz, procedentes de plantas que han sido cultivadas en distintos portainjertos y regados con
aguas salinas, Walker et al. (2000) no encontraron diferencias significativas en la intensidad de
color, el contenido total de polifenoles y los antocianos totales en los vinos procedentes de uvas
regadas con aguas salinas. Sin embargo, Scacco et al. (2010) en un ensayo de riego con aguas
salinas en la variedad Nero d'Avola, observaron como el aumento de la salinidad en el suelo
aumento la intensidad colorante y los tonos purpuras del vino, ademas de potenciar los aromas
salinos, citricos y de fruta. Estos autores concluyeron que la variedad de vid Nero d'Avola puede
ser adecuada para suelos con alta concentracion salina, incluso teniendo en cuenta la perdida

de rendimiento productivo.

Como se ha indicado anteriormente no se han encontrado muchos estudios sobre el
efecto de la salinidad en los compuestos fendlicos. Sin embargo, en un estudio sobre dos
variedades de uva, la Razegui clasificada como genotipo tolerante a la salinidad y la Syrah
europea, clasificada como sensible a la salinidad (Jellouli et al., 2008; Daldoul et al., 2010) que
fueron regadas con aguas salinas (100 Mm NaCl), se observd que ambas variedades
desarrollaron un importante estrés oxidativo. En consecuencia, la variedad Syrah (mas sensible
a la salinidad) acumul¢ altas concentraciones de estilbenos tales como el trans-resveratrol y sus
glucdsidos el trans- y cis-piceido. Por el contrario, la variedad Razegui mostré concentraciones

moderadas en la acumulacién de estilbenos (Souid et al., 2019)

En general, desde un punto de vista sensorial, los vinos procedentes de uvas cultivadas
en terrenos salinos o regadas con aguas salinas, contienen altas concentraciones de sodio y
cloruro, resultando en matices sensoriales de aromas sobremaduros y sabores no deseados
catalogados como salados, planos, jabonosos y salobres (Walker et al., 2010). Estos descriptores
en el vino no se consideran favorables en el andlisis sensorial. Sin embargo, como hemos citado
anteriormente, Scacco et al. (2010) observaron como el aumento de la salinidad del suelo
potenciaba aromas citricos y a fruta. De Loryn et al. (2014) identificaron los valores umbrales de

percepcion del cloruro de sodio en 2.05 g/L para vinos blancos y 1.77g/L para vinos tintos.

No debemos olvidar que algunos paises contemplan limites legales en lo referido a
concentracién de cloruro y de sodio en los vinos, siendo en Australia el limite maximo legal de
cloruro presente en los vinos de 606 mg/L (Walker, 2010), o de 303 mg/L en Turquia. No se han
encontrado referencias en la legislacion espafiola ni en la OIV para la concentracion maxima de
cloruro en vinos. En cuanto al sodio, existe un gran nimero de paises sin un limite impuesto para

la concentracion de sodio en el vino, en los paises con limites, estos varian considerablemente,
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por ejemplo, Canada (500 mg/L), Argentina (230 mg/L, como "exceso" de sodio, es decir, la
concentracién de sodio en el vino por encima de la concentraciéon de cloro), Sudafrica (100 mg/L)
y Suiza (60 mg/L) (Stockley y Lloyd-Davies, 2001). En cuanto a la concentracion de sodio la OIV

recomienda limitar la concentracién maxima en vinos en 80 mg/L (OIV, 2012).

Con el fin de observar el efecto del riego salino en la acumulacién de cloruros en los
tejidos de las plantas y la composicion de uva en un estudio de 6 afios sobre vides Colombard
injertadas en Ramsey, Stevens et al. (2011) observaron que el tratamiento regado con solucién
salina durante el ciclo de crecimiento, incrementd la concentracion de sodio en el mosto durante
los primeros cuatro afios en comparacion con el tratamiento regado con agua de buena calidad.
Por otro lado, la concentracion de cloruro en el mosto fue significativamente mayor durante los
6 afios en el tratamiento regado con agua salina. Con el objetivo de comparar el efecto de la
salinidad a largo plazo, en diferentes portainjertos de la variedad Chardonnay y Shiraz, Walker
et al. (2014) observaron que las vides Chardonnay y Shiraz cuando estaban plantadas con su
propio portainjerto, obtuvieron bajos rendimientos y altas concentracidnes de cloruro y sodio
en el mosto (> 500 mg / L). Sin embargo, Chardonnay en portainjertos C5 y Shiraz en C7

acumularon bajas cantidades de cloruro y sodio (<50 mg / L) en mostos.
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2. OBJETIVOS



El objetivo general de esta Tesis ha sido estudiar los efectos del estrés hidrico y salino,
sobre la produccién y la composicién de la uva y del vino, en la variedad Monastrell. Para ello se

plantearon los siguientes objetivos especificos:

Agrondémicos

1- Evaluar los efectos de los tratamientos de déficit hidrico y riego con aguas salinas en
la sostenibilidad del sistema suelo-planta, el rendimiento productivo de la vid y la
composicion de la uva.

2- Evaluar los efectos del riego salino en el desarrollo vegetativo de las vides, el

intercambio gaseoso y el estrés hidrico.

Enoldgicos

1- Estudiar los efectos que tiene el riego con aguas salinas sobre la composicidén
fisicoquimica del mosto.

2- Evaluar los efectos que produce el riego con aguas salinas y el déficit hidrico en la
composicion fendlica de las bayas (hollejos y pepitas).

3- Determinar los efectos del riego con aguas salinas y el déficit hidrico sobre los
pardmetros cromaticos, fendlicos y sensoriales de los vinos obtenidos a partir de los

tratamientos aplicados en campo.
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3. MATERIAL Y METODOS
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3.1 Descripcién de la parcela experimental
3.1.1 Localizacién

Los ensayos experimentales se realizaron en un vifiedo comercial (Figura 18) situado en
el término municipal de Fuente Alamo, al sureste de la provincia de Albacete (382 43’ N; 12 28’
0) a una altitud de 820 m.s.n.m. La parcela se encuentra bajo el amparo de la Denominacion de
Origen Jumilla y asociada a una comunidad de regantes que establece un riego por turnos. Antes
de comenzar las experiencias, la parcela estaba siendo manejada de forma homogénea con la
aplicacion de un riego deficitario con un aporte hidrico anual de unos 1,000 m3*/ha, dadas las

dotaciones hidricas establecidas por la Confederacion Hidrografica del Segura en la zona.
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Figura 18. Vista general de la parcela experimental situada en Fuente Alamo (Albacete).

3.1.2 Caracteristicas viticolas

La parcela comercial fue plantada en el afio 2007 con la variedad de vid Monastrell (Vitis
vinifera L.), injertada sobre el portainjerto 110-R. El marco de plantacion es de 3 metros entre
calles y 1.5 entre cepas, equivalente a una densidad de plantacién de 2,222 cepas/ha. El sistema
de conduccidn de las vides cambié a lo largo de los 3 afios de ensayo, siendo el primer afio un
sistema en espaldera de doble cordén Royat, dejando dos yemas por pulgar y 4 pulgares por
brazo. El segundo y tercer aiio se cambid a una poda Guyot con doble cordén, dejando 8 yemas
por brazo y dos brazos por cepa. Dicho cambio fue decision del viticultor que, siguiendo las
nuevas tendencias en la zona, prefirid ejecutar la poda en Guyot. La orientacion de las filas del

vifiedo es norte-sur, lo que confiere a los racimos una buena exposicidn solar este-oeste. La
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parcela presenta una pendiente media del 2%, en direccidon descendente hacia el embalse de

riego representado en la Figura 19.

Figura 19. Vista aérea general de la parcela de Fuente Alamo (Albacete)
recuadrando en amarillo la zona seleccionada para la realizacién del ensayo.

3.1.3 Climatologia

Para la caracterizacion climatica del ensayo se emplearon datos recogidos en la estacion
meteorologica de Ontur (ABO6), gestionada por el Servicio Integral de Asesoramiento al Regante
(SIAR) de Castilla-La Mancha (Ortega et al., 2005). La estacidn agroclimatica esta situada a 10 km
en linea recta de la finca experimental. Esta estacién meteoroldgica se encuentra localizada en
el término municipal de Ontur. Sus coordenadas UTM son 630946 X y 4276000 Y, a una altitud
de 682 m (coordenadas geograficas: 382 37’ 22.3"” N, 12 29’ 44.8” 0). En la pagina web del SIAR
(http://eportal.mapa.gob.es/websiar/Inicio.aspx), se pueden descargar los registros climaticos

obtenidos para todo el periodo de ensayo (SIAR, 2020).
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Respecto a los indices bioclimaticos para la zona de estudio, la integral térmica anual es
de 4,233 °C; el indice de Winkler-Amerine es 2,345 °C; el indice de Huglin es 2,577 °Cy el indice
de frescura de las noches es 13.9 °C. Segun la clasificacidn propuesta por Tonietto y Carbonneau
(2004), esta zona es calida, seca y con noches frescas. En la Figura 20 se muestra el diagrama

ombrotérmico mensual medio del periodo 2001-2018 para esta localizacién.
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Figura 20. Diagrama ombrotérmico para la estacion meteoroldgica de Ontur (2001-2018).

Segun los datos registrados en esta estacion durante el periodo (2001-2018), la
precipitacién anual media es de 291.3 mm, la evapotranspiracion de referencia (ET,) media

anual es de 1,279 mm vy la temperatura media anual es de 14.8 °C (Tabla 4).
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Tabla 4. Resumen mensual de los datos meteorolégicos medios histdricos (2001-2018).

TMA Hr RS VMA P ET,
Mes MO o ™AL o (mymdia) YY) (g HS(ROras) ) (mm/dia)

Enero 67 118 21 689 9.5 2.8 8.3 235.6 17.0 1.6
Febrero 72 126 20 654 11.3 2.7 8.3 242.1 19.3 1.9
Marzo 102 161 45 618 16.3 2.5 7.7 292.3 33.1 2.9
Abril 13.0 194 68 605 21.2 2.1 7.1 3370 369 3.8
Mayo 167 237 97 557 25.1 1.8 6.5 3759 346 4.9
Junio 219 298  13.0 489 26.5 1.6 6.0 372.9 13.6 5.7
Julio 248 332 169 473 28.9 15 6.1 398.2 8.4 6.6
Agosto 243 324 172 518 25.0 15 6.0 370.8 17.7 5.8
Septiembre 200 270 139 624 18.9 1.4 5.7 3182 316 3.9
Octubre 158 220 104  67.8 14.2 15 5.7 2862 309 26
Noviembre 99 151 54 702 9.7 2.3 7.1 2344 278 1.7
Diciembre 70 120 25  72.0 8.2 2.4 7.5 2210 197 13
Afio 148 212 87 611 17.9 2.0 6.8 36849 2913 35

Tm: Temperatura media, TMA: Temperatura maxima, tma: temperatura minima, Hr: Humedad relativa media, RS: Radiacion solar global,
Vm: velocidad media del viento, VMA: Racha maxima de viento, HS: Horas de sol acumuladas, P: Precipitacion total, ET,: Evapotranspiracion
de referencia.

67



3.1.4 Caracteristicas del suelo

Para llevar a cabo una caracterizacién del suelo de la parcela antes del inicio del ensayo,
se cogieron 54 muestras; 18 puntos de muestreo a tres profundidades diferentes (30, 60 y 90
cm), y las muestras de suelo se tomaron entre cepas. Estas muestras presentaron las siguientes
caracteristicas en promedio: un pH alto de 8.86, una densidad aparente de 1.17 g cm™ (Tabla 5),
y unos porcentajes de arena, limo y arcilla de 55.6%, 27.7% y 16.6%, respectivamente (Figura
21). Por lo tanto, segun la clasificacidon taxonédmica de suelos descrita por el Departamento de
Agricultura de Estados Unidos (USDA) (Soil Survey Staff, 2010), el suelo de la parcela se considera
franco arenoso, con un pH alto y ligeramente alcalino. Mas adelante se describe en profundidad

la metodologia para el analisis de muestras de suelo (apartado 3.5).

Soil Textural Triangle
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Figura 21. Triangulo de texturas del suelo, la textura de nuestro suelo
viene marcada por una cruz roja. Fuente: Soil Survey Staff (2010).
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Tabla 5. Caracteristicas edaficas de la parcela estudiada (cationes solubles)

Na Ca M K cr S0.*

MUSSUZS (on)  (mg/)  (mgl)  (mg) (mg/) (mer) SR
1 23.34 20.44 2.87 4.11 23.63 18.15 4.99

2 31.79 18.22 2.89 3.97 26.34 22.97 7.17

3 23.43 16.12 2.42 2.42 18.63 16.04 5.63

4 22.41 12.58 3.14 1.95 16.84 20.64 5.96

5 30.40 10.73 2.91 427 25.18 13.35 8.71
6 47.78 13.51 3.47 7.53 39.93 26.65 12.24

7 21.82 20.14 3.23 3.75 18.36 27.96 4.68

8 17.14 18.18 2.82 3.40 13.68 20.33 3.87

9 34.20 24.84 4.06 4.74 32.21 41.97 6.60
10 27.74 20.50 2.84 2.06 21.35 30.82 5.92
11 21.35 18.14 2.45 2.72 15.68 15.28 4.85
12 35.60 13.77 2.47 3.78 28.42 11.53 9.19
13 32.57 20.66 3.86 3.79 25.34 34.51 6.85
14 25.24 23.74 4.40 2.96 20.15 37.41 4.96
15 24.47 19.38 2.95 2.25 20.32 22.93 5.36
16 28.02 18.65 3.17 2.89 22.48 25.36 6.23
17 23.56 18.83 2.03 2.13 19.19 17.24 5.29
18 34.67 21.20 4.05 3.72 28.94 30.72 7.19
Promedio 28.08 18.31 3.11 3.72 23.15 24.10 6.43
C.E.?1:5 Densidad aparente Arena Limo Arcilla

P (dsm?) (g cm?) %) (%) (%)

Parcela 8.86 0.28 1.17 56 28 16

CE: Conductividad eléctrica, SAR: Relacidn de adsorcidon de sodio.

3.1.5 Manejo del vifiedo

Todas las calles y lineas bajo las cepas se mantuvieron libres de vegetacion durante los
3 afos del ensayo (Figura 22), utilizando para ello un arado de vertederas. La poda invernal y la
poda en verde fue la misma para todos los tratamientos, y fueron ejecutadas por una cuadrilla
cualificada. La fertirrigacidn, aplicacion de fitosanitarios, laboreo y algunas tareas menores de
mantenimiento fueron realizadas por el duefio de la parcela segln su criterio, pero siempre de

la misma forma en todos los tratamientos y durante todos los afios del experimento.
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Figura 22. Detalle de las vifias situadas en la parcela en el momento de riego.

3.2 Disefio experimental
A partir de lainformacion obtenida con los muestreos de suelo llevados a cabo se decidié
realizar un disefio experimental de 4 bloques al azar, con todos los tratamientos distribuidos de

forma aleatoria dentro de cada bloque.

Cada una de las repeticiones denominadas unidades experimentales, (UE) estuvo
formada por 4 hileras de cepas contiguas con doce cepas en cada hilera, todas las cepas
exteriores fueron consideradas como cepas guarda, quedandose como cepas objeto de estudio
las 20 cepas de las dos filas interiores. Para algunas determinaciones, principalmente
relacionadas con el crecimiento vegetativo, del total de las 20 cepas experimentales se
seleccionaron 3 cepas representativas en cada fila (6 cepas en total por UE), a las que se
realizaban un mayor seguimiento. Los tratamientos se repartieron aleatoriamente quedando

distribuidos segun se detalla en la Figura 23.
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Figura 23. Situacion grafica de la distribucidn espacial de los tratamientos dentro de la parcela.
Cada circulo corresponde a una cepa experimental. Cada color corresponde a cada uno de los
tratamientos empleados. Los circulos negros son cepas que no se han utilizado en nuestro
ensayo. Los numeros inferiores hacen referencia al nimero de fila, comenzando por la derecha.
La figura no estd a escala y la descripcién de los tratamientos se especifica en el apartado 3.3.

3.3 Tratamientos realizados y programacion del riego

3.3.1 Tratamientos realizados

Los mismos tratamientos de riego se llevaron a cabo durante los tres afios que duré el
ensayo. En los tratamientos con riego salino, se disponian de dos cubas para cloruros y dos cubas
para sulfatos donde se almacenaba la solucién salina, la cual se inyectaba en el sistema de riego
para alcanzar la concentracion salina deseada. Los tratamientos llevados a cabo se describen a

continuacién y se resumen en la Tabla 6.

71



Secano (S). No se realizé aportacidon de agua de riego a lo largo de los tres afios de
duracién del experimento.

Riego agua control (C). Este tratamiento se regd con la misma agua que usan los

viticultores de la zona. La conductividad eléctrica media de esta agua a lo largo del periodo
de riego oscilaba entre 1.5 y 2 dS/m. La cantidad de riego aplicada anualmente era
aproximadamente el 30% de la evapotranspiracion del cultivo (ET¢), unos 100 mm
anuales. El riego daba comienzo cuando se alcanzaban valores de potencial hidrico de
tallo (Wt) menores de -0.8 MPa.

Riego con agua control mas la adicidn de sulfatos (Sul). Al agua de riego se le afadio

sulfato sodico (Na,SO4) y sulfato magnésico (MgSQ,) concentrados, para que la
conductividad eléctrica (CE) del agua de riego alcanzara valores en torno a 5 dS/m. La
dosis de riego aplicada fue la misma que la del tratamiento control, comenzando también
el riego cuando se alcanzaban valores de Wt menores de -0.8 MPa.

Riego con agua control mas la adicion de cloruros (Clo). En este tratamiento al agua de

riego se le afiadié cloruro sddico (NaCl) concentrado, para que la CE del agua de riego
estuviera en torno a 5 dS/m. La dosis de riego aplicada fue la misma que la del tratamiento
control. El riego comenzaba cuando se alcanzaban valores de Wt menores de -0.8 MPa.

Riego con agua control mas la adicidn de sulfatos (SulEnv). En este tratamiento al agua de

riego se le afiadio sulfato sédico (Na;S04) y sulfato magnésico (MgS04) concentrados, para
que la CE del agua de riego estuviera en torno a 5 dS/m. La dosis de riego aplicada
pretendia ser la misma que la del tratamiento control, pero en este caso el riego daba
comienzo a partir del envero.

Riego con agua control mas la adicion de cloruros (CloEnv). En este tratamiento al agua

de riego se le anadié cloruro sddico (NaCl) concentrado, para que la CE del agua de riego
estuviera en torno a 5 dS/m. La dosis de riego aplicada pretendia ser la misma que la del

tratamiento control, pero en este caso el riego daba comienzo a partir del envero.
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Tabla 6. Resumen de los tratamientos y riego aplicado en mm a cada tratamiento en pre-envero (PreEnv), post-envero (PosEnv) y el total a lo largo de cada afio experimental.

CE 2016 2017 2018
Tratamientos Inicio del riego Sales (dS/m) (mm)

PreEnv  PosEnv  Total PreEnv PosEnv Total PreEnv  PoskEnv  Total

S Sin riego Sin sales afiadidas 0.0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
C Wt<-0.8 MPa Sin sales afiadidas 1.8 83 33 116 74 31 104 69 34 104
Sul Wt <-0.8 MPa Sulfatos (Na,SO4+ MgS04) 5.0 88 39 128 73 33 106 71 31 102
Clo Wt <-0.8 MPa Cloruros (NaCl) 5.0 89 35 124 70 32 102 67 35 102
SulEnv Envero Sulfatos (Na,SO4+ MgS04) 5.0 3 93 95 2 106 108 5 98 103
CloEnv Envero Cloruros (NaCl) 5.0 3 87 90 4 98 102 5 89 94

CE: Conductividad eléctrica. Los valores de las columnas 2016-2018 son los volumenes de riego anuales aportados en cada tratamiento expresados en mm.
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3.3.2 Programacion del riego

La programacion del riego se realizé semanalmente mediante el método del balance de
agua en el suelo propuesto por la FAO en su ultima revision metodoldgica (Allen et al., 1998). La
ET. se calculd mediante la siguiente ecuacion: ET. = ET, X K, siendo ET, la evapotranspiracién
de referencia calculada diariamente con la ecuacion de Penman-Monteith FAO56 (Allen et al.,
1998), utilizdndose los datos climaticos proporcionados por la estacién meteorolégica mas

cercana (Estaciéon meteorolégica de Ontur, AB06), y K. es el coeficiente de cultivo.

Para el cdlculo de las necesidades hidricas de la vid en nuestro ensayo, se utilizaron los
valores de K. obtenidos por Lopez-Urrea et al. (2012) en un vifiedo de la variedad Tempranillo,
regado al 100% de la ET. (sin estrés hidrico), para la producciéon de vino en la provincia de
Albacete (Tabla 7). Estos valores de K. se redujeron para ajustar los riegos anuales a los 100 mm
disponibles en la zona de estudio. Para el célculo final de las necesidades de agua de riego (Nh)
se utilizé la siguiente ecuacion: Nh = ET. — P, siendo P, la precipitacion efectiva, que se consideré

como el 70% de la precipitacion total (Villalobos y Ferreres, 2017).

Tabla 7. Componentes del balance hidrico tedrico del vifiedo (2016-2018).

Afio Fenologia Fecha ET, (mm) Kec ET. (mm)
Brotacion-Floracién  (25/4-15/6) 259.5 0.15 38.9
Floracion-Cuajado (15/6-15/7) 186.4 0.21 39.1

2016 Cuajado-Envero (15/7-25/8) 232.6 0.27 62.8

Envero-Vendimia (25/8-10/10) 191.2 0.25/0.55* 45.8/105.1*

Brotacion-Floracidn (20/4-5/6) 204.4 0.14 28.6
Floracion-Cuajado (5/6-20/6) 102.9 0.16 16.4
2017 Cuajado-Envero (20/6-20/8) 349.9 0.25 87.4
Envero-Vendimia (20/8-26/9) 146.6 0.24/0.55* 35.1/81.0*
Brotacidon-Floracion (5/-15/6) 181.9 0.14 25.4
Floracion-Cuajado (15/6-26/6) 61.9 0.17 10.5
2018
Cuajado-Envero (26/6-1/9) 333.1 0.25 83.2
Envero-Vendimia (1/9-10/10) 113.9 0.24/0.55* 34.5/80.0*

Resumen de los componentes del balance hidrico de los tratamientos control, sulfatos y cloruros. (*)
coeficientes de cultivo para los tratamientos sulfatos envero(SulEnv) y cloruros envero (CloEnv). ET,,
evapotranspiracion de referencia calculada con la ecuacidon de Penman-Monteith FAO56; K., coeficiente
del cultivo; ET,, evapotranspiracién del cultivo.
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El agua se aplicd mediante un sistema de riego por goteo, que fue el mismo para todos

los tratamientos, con un emisor por cada metro lineal de tuberia y una sola tuberia porta-

goteros por linea de plantas. Los emisores empleados tenian un caudal nominal de 3.8 L/h. A los

tratamientos en los que el inicio del riego fue anterior al envero (C, Sul y Clo), se les aplicé de

forma general dos riegos semanales de unos 2.9 mm cada riego, realizandose un total de 20-25

riegos anuales. Los tratamientos que comenzaron a regarse después del envero (SulEnv y

CloEnv) se les aplicd de forma general tres riegos semanales de unos 3.9 mm por riego,

efectuandose un total de 12-15 riegos anuales. Una vez realizada la vendimia, se aplicé a todos

los tratamientos un riego de apoyo de 5 mm.

3.4 Determinaciones realizadas en campo

3.4.1 Muestreos de suelo

b)

Se realizaron 2 tipos de muestreos de suelo:

Antes de comenzar el ensayo, para determinar la variabilidad de las condiciones edéficas

de la parcela. Se realizé6 un muestreo tomando muestras al inicio, en el centro y al final
de las filas (Figura 24). Las muestras se tomaron en la fila de cepas (entre cepa y cepa).
Ademas, se recogieron 6 muestras en cilindros inalterados para estimar la densidad
aparente del suelo y el contenido gravimétrico de agua. Estas muestras se recogieron
en medio de la fila en tres puntos diferentes, tomandose dos muestras diferentes por

punto.

Muestreos estacionales, se realizaron con el objetivo de estudiar la movilidad de sales

en el suelo. Para ello se recogieron muestras en tres momentos a lo largo del afio: 1)
antes del comienzo del riego, 2) en envero, 3) después de vendimia. Se efectuaron los
sondeos en dos puntos elegidos al azar en las filas interiores de cada UE y bajo la linea
de goteros, a una profundidad de 30 y 60 cm (en total 4 muestras por UE y 16 muestras
por tratamiento). Las muestras se recogieron empleando una barrena helicoidal,

acoplada a un ahoyador mecanico (Stihl BT131, Waiblingen, Alemania) (Figura 25).

75



2000000000000
2000000000000
2000000000000

2000000000000
PSS9 50000000
2990000000000

2000000000000
2000000000000

9000000000000
2000000000000
9000000000000

2000000000000
2000000080008 00
2000900000080 00

9000000000000
2000000000000
9000000000000

2000000000000
0000 000s0e0e
200000000000

2000000000000
0000 000s000e
2000000000000

2000000000000
000000000000
00000000000

2000000000000
200000000000
2000000000 00S

oupwe))
9000000000000 0000000000000

9000000000000 0000000000000
90000008000 000 0080800880000

20000000000
2900000
200000000 0060000000000

2000000000000 2080808080000 00

9000000000000 9000000000000
2000000000000 0000000000000

60“00!1!!-0.
9000000000000 9050000000000

200000000000

9000000000000 2000800000000
9900000000000 0900000080000 00
9000000000000 0000000000000
...g..gtg.sz.
9000000000000 9000000080000
9000000000000 9000500080800 00
9000000000000 0000000000000
9000000000000 900080008000 00
o0eNe 000000 0s o 000000000
L 1) 000000000 0050000000000
9000000000000 9000800000000
9000000000000 9000000000000
9000000000000 2000000000000
eeeeoodesese ..‘...........
9000000000000 0000000000000
.........‘.I‘.......‘..‘
9000000000000 0000000000000
9000000000000 0000000000000

...‘.......... ...‘...........:

RIL I IR YY)
900 0BOOSRRRYS
RIL I LI YT)

2000000000000

;...*"............
-0 200000000

200000000000
2000000000000
2000000000000

RIJ AT R LI Y )
9000000000000

2000000000000
2000000000000

...»..;.

RIJ IR LTI YY)
L L) o900 00000e
L 1] o0000000e

RIJ IR LTI Y )
2000000000000
200000000000

.0 o00000000
2000000000000
200000000000

2000000000000

...*.....z..z

10

Punto de recogida de cilindro

R

20

25

30

A Punto de recogida de muestra alterada

Figura 24. Esquema con los puntos de recogida de muestras de suelo en la parcela

experimental. Cada circulo corresponde a una cepa experimental. Figura no a escala.

Figura 25. Muestreo de suelo a diferentes profundidades con ahoyador mecanico.
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3.4.2 Muestreos en planta

3.4.2.1 Didmetro de tronco

Antes de comenzar el ensayo, se realizé una medida del didmetro de tronco de las cepas
para determinar de forma sencilla y rapida la variabilidad de la parcela en cuanto al vigor
vegetativo de las cepas y establecer asi los bloques experimentales. Para ello se utilizé una cinta
métrica de 1.5 metros, esta medida se realizé 15 cm por debajo de la bifurcacién de ambos

brazos.

3.4.2.2 Muestreo foliar

Para la determinacion del estado nutricional de las plantas se analizaron las
concentraciones de macronutrientes y micronutrientes presentes en los tejidos foliares. El
contenido de estos elementos pude ser muy variable a lo largo del ciclo vegetativo de la planta
(Christensen, 1984; Delas, 2000; Garcia-Escudero et al., 2002a, 2002b; Robinson, 2005; Peuke,
2009). En nuestro caso, siguiendo las recomendaciones de Garcia-Escudero et al. (2002a), se

decidié tomar las muestras foliares en el estado fenoldgico de envero.

En 2018 (Unico ano del que se muestran los resultados), el muestreo foliar se realizo
tomando 10-15 hojas completas por muestra (sin sintomas aparentes de deficiencias
nutricionales, virosis u hongos) en cada una de las repeticiones, tomandose por lo tanto 4
muestras independientes por tratamiento. Siempre se cogieron las hojas opuestas al segundo
racimo de pampanos fructiferos y vigor medio, segliin la metodologia descrita por Romero et al.
(2010). El muestreo se realizd cogiendo hojas procedentes de ambas orientaciones de la

espaldera.

3.4.2.3 Estado hidrico del vifiedo

El estado hidrico del vifiedo se determiné quincenalmente mediante la medicion del Wt.
Para ello se selecciond una hoja por planta de tres cepas en cada UE. Las hojas seleccionadas
estaban en buen estado y completas, y procedian de la parte media del dosel vegetal. Dos horas
antes de realizar la determinacion, las hojas se tapaban con una bolsa opaca de plastico
reflectante (para evitar que alcanzara altas temperaturas). En el momento de medir, se corto el
peciolo con un cuter y se llevd la hoja lo mas rapido posible a la cdmara de presién tipo
Scholander (Model 600, PMS Instrument Company, Albany, OR, EEUU) (Figura 26), donde se
efectuaba la medida del potencial hidrico. A partir de las determinaciones del Wt, también se
calculd la integral de estrés hidrico (Sy) (Ecuacién 1). Este indicador expresa la severidad del
estrés hidrico durante el ciclo vegetativo y se obtiene mediante la férmula propuesta por Myers

(1988). Para el cdlculo se utilizaron los valores de Wt obtenidos durante todo el periodo
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vegetativo, estableciéndose como umbral, el maximo potencial hidrico medido (-0.39 MPa)

durante el periodo estudiado.

1=t
Sp=1 D (Frim—c)n | (1)
i=0

Siendo W el potencial hidrico, c el valor maximo de W medido durante el ensayo, n el
namero de dias. (Myers, 1988)

Figura 26. Camara de presién utilizada para realizar las medidas de potencial hidrico de tallo a
medio dia solar.

También se determind el estado hidrico del vinedo mediante la determinacién del ratio
isotdpico del carbono (6™C) (OIV, 2001). Dicha determinacion se analizé Unicamente en el afio
2016, tomando 12 muestras por cada tratamiento (tres muestras por UE). Una vez vendimiada
la uva, se extrajo el mosto de forma manual y tras el estrujado se recogieron 40 mililitros por
repeticion. El mosto se depositd en capsulas de estafio y se introdujeron en una estufa a 50 °C
durante 24 horas. Durante el manejo de las capsulas, se tuvo la precaucién de no tocarlas con
las manos, llevando a cabo todo el proceso con pinzas, ya que el contacto con la piel puede
alterar la relacién de C'3/C'. Una vez preparadas las muestras, se procedié a la determinacion
del 8"™C mediante la combustion de las muestras de mosto (previamente desecadas) en un
analizador elemental EA 1108/CHNS-O (Carlo Erba Instruments, Egelsbach, Germany) (Figura

27), donde se obtuvo la concentracién de carbono 13 expresado en partes por mil (%o).
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Figura 27. Esquema del analizador elemental acoplado al espectrémetro de masas. Fuente: Martinez-
Moreno et al. (2018)

3.4.2.4 Intercambio gaseoso

Los parametros de intercambio gaseoso foliar (fotosintesis neta [A] y conductancia
estomatica [gs]) se determinaron en dias claros y en hojas adultas, completamente expandidas
y del segmento medio de cada cepa. Para esta determinacién se midié una hoja por cepa, en
tres cepas diferentes por UE, lo que hace un total de 12 hojas por tratamiento. Para tal fin, se
empled un equipo portatil de fotosintesis analizador IRGA (Modelo Lc-pro T, ADC BioScientific
Ltd. Hoddesdon, UK). Las medidas fueron realizadas con las condiciones ambientales
(concentracion de CO,, intensidad de luz, temperatura y humedad relativa) del momento de
medida. La eficiencia intrinseca del uso del agua (EUAI) se calculé como el ratio A/gs de acuerdo
con lacono et al. (1998). Las mediciones se realizaron en hojas expuestas a la luz solar entre las
8:00-10:00 hora solar, dependiendo de la época del aifo, dado que en dicho intervalo es cuando
la gs alcanza los valores mas elevados y, ademas, se evitan temperaturas altas y la baja humedad
relativa que pueden provocar un cierto cierre estomatico, de forma general, en todos los

tratamientos de riego.

3.4.2.5 Parametros de produccion y desarrollo vegetativo del vigor

Durante el ciclo fenoldgico de la vid se realizaron diversas medidas para estimar el
desarrollo vegetativo y el vigor de las cepas: peso de la madera de poda, peso medio del
sarmiento, indice de Ravaz (obtenido como el ratio entre la produccion y el peso de poda), area

foliar y longitud de sarmientos.

El peso de madera de poda se obtuvo una vez podadas todas las cepas seleccionadas de
cada repeticion, recogiendo el material vegetal podado de las 6 cepas seleccionadas por UE (24
cepas por tratamiento), que se agrupo en forma de gravilla y se pesd en la propia parcela

empleando una balanza electrénica portatil (CH-15 K 20, KERN, Balingen, Germany).
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Para la determinacién del area foliar se utilizaron ecuaciones alométricas obtenidas de
la relacion entre la longitud del sarmiento y el drea foliar. Estas ecuaciones solo se obtuvieron
el primer afio de estudio, utilizando en afios posteriores esas mismas ecuaciones. Para la
obtencién de las relaciones alometricas se tomaron 9 pampanos (3 grandes, 3 medianos y 3
pequefios) con todos sus secundarios de 2 cepas no experimentales en cada repeticién, lo que
hacia un total de 144 pampanos. Por cada pdmpano seleccionado se separaron los secundarios,
se determiné la longitud principal del mismo, el nimero de secundarios y la longitud de los
secundarios. Por ultimo, se midio el area foliar de las hojas del pampano por un lado y las hojas
de los secundarios por otro, utilizando para ello un medidor de area foliar Licor (LI-3100C, LI-
COR Biosciences, Nebraska, EEUU). Las relaciones alométricas obtenidas se emplearon para
determinar la superficie foliar total por cepa se calculé como la suma de las superficies foliares
del pdmpano principal y de los secundarios midiendo en campo la longitud de todos los

sarmientos de una cepa en las 6 cepas seleccionadas por UE.

Para la determinacién de la produccion, se vendimiaron manualmente la totalidad de
las 20 cepas experimentales de todas las UE (80 cepas por tratamiento), pesando la produccién
de cada cepa con una balanza electrénica portatil (CH-15 K 20, KERN, Balingen, Germany). Una
vez pesada se colocaba la uva en cajas de 15 kg, para una mejor conservacién de la uva en el
traslado a la Estacién Enoldgica de Jumilla. Las vendimias se realizaron los dias: 10 de octubre

de 2016, 26 de septiembre de 2017 y 10 de octubre de 2018 (Figura 28).

'/‘
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Figura 28. Imagen de una calle el dia de vendimia.
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A partir de los datos de produccion se obtuvo el indice de Ravaz que permite evaluar el
equilibrio existente entre la produccion y el desarrollo vegetativo de cada vifiedo como ratio
entre la produccion y el peso de la madera de poda (kilogramos de madera por cepa) obtenidos
en cada cepa. En el afio 2016, no se pudieron obtener los datos del peso de la madera poda ni
del indice de Ravaz debido a una pre-poda temprana efectuada por el agricultor sin que se

pudieran tomar los pesos de la madera de poda.

Ademas de la produccidn unitaria por cepa, durante la vendimia se determind el nimero
de racimos por cepa. Una vez trasladada toda la vendimia a la Estacién Enoldgica de Jumilla, se
tomaron muestras de 5 racimos por UE para obtener los componentes del rendimiento del
racimo: peso medio de racimo, nimero de bayas por racimo, peso de 100 bayas y peso del

raquis.

3.5 Analiticas de laboratorio
3.5.1 Analiticas de suelo

3.5.1.1 Procesado de muestras de suelo
El procesamiento de las muestras de suelo fue similar para los tres tipos de muestreos;
una vez recogida las muestras en el campo se transportaron hasta el laboratorio donde se

metieron en una estufa un minimo de 48 horas a 60 °C.

Una vez secas, las muestras de suelo fueron tamizadas mediante un tamiz de malla
metdlica de 250 mm de didmetro por 90 mm de alto (UNE-EN ISO 9001, Filtra), y se obtuvo la

fraccion menor a 2 mm de didmetro de particula (Figura 29).

Figura 29. Tamiz utilizado para el tamizado de muestras de suelo.
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Para conocer la textura se realizd un primer tamizado en el que se separé las particulas
mas gruesas hasta 2 mm de paso de luz y se determind el contenido en arcilla (tamafo de
particula< 0.002 mm), limo (0.05-0.002 mm) y arena (2-0.05 mm), de acuerdo con la escala

establecida por el USDA.

La determinacién de la textura se realizé por difractometria ldser mediante un
analizador de particulas, LS 13-320 (Becman Coulter Inc., Brea, CA, EEUU). Cada una de las

fracciones de arena, limo y arcilla se expreso en porcentaje (%).

Una vez obtenido la fraccion de suelo menor de 2 mm de didmetro, se determinaron: la
conductividad eléctrica, el pH, la realcidon carbono/nitrégeno organico, aniones, cationes,

elementos totales y la materia organica.

3.5.1.2 pH

El pH de la solucién agua: suelo expresa la concentracidn de iones de hidrogeno que se
encuentra en el mismo. Se realizdé una solucion de 10 g de suelo en 25 mL de agua destilada
agitdndose la muestra durante 30 minutos y posteriormente midiendo el pH
potenciométricamente con electrodo de vidrio en un valorador (Eutech Instruments, Bench

PC2700, Nijkerk, Netherlands).

3.5.1.3 Conductividad eléctrica

Es la capacidad que tiene una solucion para conducir la corriente eléctrica a través de
ella, es proporcional a la concentracién de sales disueltas en la misma. Para medir la
conductividad eléctrica, se mezclaron 20 g de suelo con 100 mL de agua destilada, se agitaron
las muestras durante 120 minutos y se dejaron decantar durante 30 minutos, separando la parte
solida de la liquida. Finalmente se midié la CE potenciométricamente con un valorador (Bench

PC2700, Eutech Instruments, Nijkerk, Netherlands).

3.5.2 Material vegetal

3.5.2.1 Procesado del material foliar

Una vez recogidas todas las muestras de hoja en la parcela, se introdujeron en una
nevera refrigerada y se transportaron al laboratorio, donde se procedié a la separacién de
limbos y hojas. Para evitar alteraciones de los resultados por cualquier tipo de residuo
procedente del campo, se lavaron las hojas 3 veces con agua corriente y a continuacidon dos
veces con agua destilada. Una vez las hojas estaban limpias, se introdujo el material vegetal en

una estufa a 60 °C durante al menos 48 horas.
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Una vez secas, las muestras se trituraron utilizando un molino (molino lote, A 10 basic,
IKA, Staufen, Germany) y se tamizaron (tamiz de malla de 1 mm de paso de luz), para la
eliminacion de los pelillos caracteristicos de las hojas de la variedad Monastrell que pueden

dificultar el correcto analisis mineral.

El material foliar fue analizado en el servicio de londmica, perteneciente a los servicios
generales de apoyo del Centro de Edafologia y Biologia Aplicada del Segura, perteneciente al
Consejo Superior de Investigaciones Cientificas (CEBAS-CSIC) en Murcia, donde se determinaron
los siguientes elementos mediante un analizador de plasma de acoplamiento inductivo unido a
un espectrofotdmetro de emisién dptico (ICP-OES): sodio, potasio, calcio, magnesio, fésforo,
boro, aluminio, antimonio, arsénico, berilio, bismuto, cadmio, cromo, cobalto, cobre, hierro,
plomo, litio, manganeso, azufre, molibdeno, niquel, selenio, estroncio, talio, titanio, vanadio,

rubidio, lantano, silicio y zinc.

3.5.2.2 Determinacidn de elementos totales

Este procedimiento describe el método para la determinacién de elementos totales en
muestras sdlidas y liquidas tras una digestion acida mediante espectrometria de emisién por
plasma, ICP-OES (iCAP 7200, ICP-OES, Thermo-Fisher Scientific, MA, EE UU) (Figura 30). Se pesd
0.1 g de la muestra sdlida (si es liquida se pesa 1 g) a analizar, se anadié a un tubo de digestién
de 25 mL. Se pusieron los tubos en el reactor del microondas con la siguiente rampa de
temperatura y presiones: empezando con una presidon de 40 bar y subiendo la presion a 10
bar/minuto durante 30 minutos, hasta alcanzar los 220 °C, manteniendo esa temperatura
durante 20 minutos. Posteriormente, se enfrid y despresurizé el reactor poco a poco. Una vez
enfriado el reactor y liberada toda la presidn, se sacaron los tubos y se enrasaron en un tubo de
doble aforo de 25 mL con agua Milli-Q. Los tubos se homogeneizaron y se dejaron reposar
durante 5 minutos, seguidamente se analizaron en el ICP-OES. Junto a las muestras analizadas

se realizé un blanco y muestras de control con agua Milli-Q.
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Figura 30. Plasma de acoplamiento inductivo acoplado a un espectrofotémetro de
emision dptico (ICP-OES).

3.5.2.3 Determinacidn de aniones

Para la determinacion de los diferentes aniones (fluoruros, cloruros, nitritos, bromuros,
nitratos, fosfatos y sulfatos) se utilizé la cromatografia idnica. Este procedimiento esta basado
en la técnica de separacidon de sustancias por su diferente migracién en una columna de
intercambio idnico, haciendo pasar una fase maévil a través de la columna cromatografica, la cual
contiene la fase estacionaria, donde quedan retenidos los solutos. El equipo utilizado para esta

medida fue el Cromatdgrafo I6nico (850 Profesional, IC Metrohm AG, Herisau, Suiza) (Figura31).

Figura 31. Cromatégrafo I6nico 850 Profesional IC Metrohm AG.
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Para llevar a cabo las determinaciones de los diferentes aniones, se pesaron 0.1 g de
muestra y se afiadieron 40 mL de agua Milli-Q, se agité durante 30 minutos mediante agitador
y posteriormente se centrifugd. Por uUltimo, se filtrd a través de un filtro de nylon de 0.45 micras.
Se recogid el filtrado en un vial para su medida directa en el cromatégrafo. En caso necesario se

realizé una dilucion de la muestra.

3.5.2.4 Madurez tecnoldgica de la uva

Para las determinaciones de la madurez tecnoldgica de la uva se extrajo el mosto tras
un periodo de encubado de 24 horas a 4 °C. Las determinaciones de sélidos solubles totales, la
acidez total, pH, 4cido malico y acido tartarico se llevaron a cabo tomando una muestra por cada

UE (4 repeticiones por tratamiento) obtenidas de unos 80 kg de uva por muestra.

En la determinacién de los sélidos solubles totales, se utilizé un refractometro digital
(modelo PR-101, Atago CO., LTD. Washington, EEUU) con sensor de temperatura para la medida
del grado Brix, realizando un ajuste previo del cero con agua destilada. La medida de pH se
realizd con un valorador automatico (modelo 686, Metrohm, Suiza), segun la metodologia oficial
de la OIV (OlV, 2019). El valor de acidez total se obtuvo por medida potenciométrica con un
valorador automatico (modelo 686, Metrohm, Suiza), segun el método oficial de la OIV (OlV,
2019). Los resultados se expresaron en g/L de acido tartarico en el mosto. La concentracion de
acido malico se determind con un analizador automatico CeTlab (modelo 600, Tecnologia
difusion ibérica TDI, Espafia), utilizando un test enzimatico y siguiendo el método oficial de la
OlV (0O1V, 2019). Los resultados se expresaron en g/L de dcido malico en el mosto. Por ultimo, se
determind el acido tartarico, con un analizador automatico CeTlab (modelo 600, Tecnologia
difusion ibérica TDI, Espafia) siguiendo el método colorimétrico Rebelein modificado (Garcia-

Barceld, 1990). Los resultados se expresaron en g/L de acido tartarico en el mosto.

3.5.2.5 Determinacion de compuestos fendlicos en uva por HPLC

3.5.2.5.1 Determinacion de antocianos y flavonoles en el hollejo por HPLC

En el momento de recepecidon de la uva en la bodega, se seleccioné una muestra
representativa de 20 bayas por cada UE y se congelaron a -20 °C para su posterior analisis. Dichas
uvas se pelaron con un bisturi colocando los hollejos sobre un papel absorbente eliminando el
exceso de humedad. Los hollejos fueron triturados en un molinillo (Vibratory Ball Mill
Pulverisette 0, Cryo-box, FRITSCH, Alemania) con ayuda de nitrégeno liquido. Se pesaron 2
gramos del hollejo triturado y se realizé una extraccién con 40 mL de metanol (HPLC gradiente,

PAI-ACS, Panreac) durante 4 horas, con agitacién (Labotron, INFORS, Suiza) a 150 rpm y 25 °C.
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El extracto metandlico obtenido se pasd por un filtro de nylon de 0.45 um (Albet LabScience,

Dassel) y se analizd por cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC).

La separacién de los compuestos se realizd en un cromatografo liquido Waters 2960
(Waters, PA, EEUU), equipado con un detector diodo-array Waters 996. Se utilizé una columna
C-18 de fase reversa de 25 x 0.4 cm, 100 A (Primisep B2 SIELC Technologies, IL EEUU) de 5 pm
de tamafio de particula. El andlisis se llevd a cabo a una temperatura de 25 °C y el volumen de
muestra inyectada fue de 20 pL. La separacion se realizé en gradiente, utilizando como fases

moéviles una mezcla de acido férmico (4.5%) y acetonitrilo, con un flujo de 0.8 mL/min.

La identificacion de los compuestos se llevé a cabo mediante la comparacién de sus
espectros con los indicados en la bibliografia (Hebrero et al., 1998; Revilla et al., 1999, Castillo-
Munoz et al., 2009). La identificacién se confirmé mediante HPLC-masas, en un cromatdgrafo
liguido acoplado a un detector de masas LC-MSD-trap VL-01036 (Agilent Technologies,

Waldbronn, Alemania), equipado con un sistema de ionizacion por electrospray (ESI).

Los antocianos se cuantificaron a 520 nm utilizando como patrén externo el cloruro de
malvidina-3-glucésido (Extrasynthése, Genay, Francia) (Bautista-Ortin et al., 2005). Los
resultados se expresaron en mg de malvidina por kg de uva, para cada uno de los antocianos

monoglucdsidos y de sus correspondientes derivados acilados.

3.5.2.5.2 Determinacion de taninos en el hollejo y en las semillas por HPLC

Para la determinacion de taninos se utilizé el método descrito por Kennedy y Jones
(2001) basado en la reaccion de floroglucindlisis por la que se produce la ruptura de las cadenas
de los taninos poliméricos. El procedimiento experimental, descrito por Hernandez-Jiménez et
al. (2012), fue el siguiente: se seleccionaron 10 bayas, las semillas y hollejos de las uvas se
separaron de la pulpa mediante un bisturiy fueron congeladas a -20 °C para su posterior analisis
por separado. La extraccion de los taninos se realizé con 10 mL de acetona/agua 2:1 en un
agitador automatico de vaivén (Labotron, INFORS, Suiza) a 200 rpm durante 24 horas. El extracto
se concentré a vacio a 35°C usando un concentrador Centrivap (Labconco, EEUU) y se volvié a

disolver posteriormente en 2 mL de metanol.

Una alicuota de 100 plL de este extracto metandlico se hizo reaccionar con 100 uL de
reactivo de floroglucinol (solucién con HCL 0.2N en metanol, 100 g/L de floroglucinol y 20 g/L de
acido ascérbico), siguiendo el procedimiento descrito por Kennedy y Taylor (2003). La reaccion
se llevd a cabo en un bafio de agua templada (Selecta, Unitronic OR) a 45 °C durante 25 minutos,

posteriormente se afiadieron 200 uL de acetato sddico 200 mM para detener la reaccion de
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floroglucinolisis. Finalmente, se centrifugd la muestra a 13,000 rpm durante 5 min y la muestra

obtenida se analizé por cromatografia liquida de alta resolucién

Los productos obtenidos de la floroglucindlisis se separaron para su cuantificacién
mediante un cromatdégrafo liquido (Modelo Waters 2960, Philadelphia, EEUU), equipado con un
detector diodo-array Waters 996. Se utilizé una columna en fase reversa Atlantis dC18 (Waters,
PA, EEUU) 4.6 mm x 250 mm de 5.0 um de tamafio de particula, dotada de una precolumna
Atlantis dC18 (Waters, PA, EEUU), 2.1 mm x 10 mm, 5 um de tamafo de particula. Para la
separacion se utilizé un gradiente binario de acido férmico al 2 % (A) y acetonitrilo/agua/acido
formico (80:18:2) (B) con un flujo de 1 mL/min. Los picos eluidos se monitorizaron e identificaron
a 280 nm. Los flavan-3-oles mondmeros (-)-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, EEUU). El resto de compuestos se identificd por comparaciéon de sus

espectros con los indicados en la bibliografia (Kennedy et al., 2001).

Para determinar los monémeros presentes de forma natural, el extracto metandlico se
analizé sin realizar la reaccion de floroglucindlisis. Los productos de ruptura se estimaron usando
sus factores de respuesta relativos a la catequina que se usé como patrén de cuantificacion

(Sigma-Aldrich, MO, EEUU).

Para calcular el grado medio de polimerizacion (GMP) se utilizé la ecuacion:

Y. moles mondémeros+moles aductos

GMP =

(2)

Y. moles monomeros

Para el porcentaje total de mondmeros se dividié la suma de las subunidades
(mondmeros y aductos de la floroglucindlisis) por la suma de todos los mondmeros (en moles).
El porcentaje de cada mondmero se calculdé respecto a la suma en moles de todos los

mondmeros segun la siguiente ecuacion:

moles monémero

% mondmero ( )x 100 (3)

Y moles monémeros totales

El porcentaje de galoilacion (%G) se obtuvo sumando el porcentaje de epicatequina-3-
O-galato (mondmero terminal) mas el porcentaje del aducto epicatequina-3-O-galato-

floroglucinol (mondmero de extensidn). Segln la siguiente ecuacién:

%G = % Epicatequina 3 — 0 — galato. floroglucinol + %Epicatequina.3 — O — galato (4)
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Para expresar la masa de cada mondmero, la conversiéon de mol a gramos se hizo sin
tener en cuenta la fraccion correspondiente al floroglucinol en los aductos de la floroglucinélisis.
La cuantificacidn final de cada mondmero se expresé en pg/g hollejo o pg/g semilla y en mg/kg

uva.

3.5.2.5.3 Determinacion de estilbenos en el hollejo por HPLC

El método de extraccién de los estilbenos del hollejo fue el descrito por Bavaresco et al.
(2001) con ciertas modificaciones. Mediante un pelado de las uvas con bisturi se obtuvieron los
hollejos procedentes de 20 granos de uva manteniéndolos en congelacién a una temperatura
de -80 °C, posteriormente se liofilizaron en un liofilizador (Cryodos, Telstar, Madrid, Espafia). Se
extrajeron 0.25 g de hollejos liofilizados dos veces con 5 mL de carbonato de sodio (Na,COs) (5
%) y 5 mL de acetato de etilo (C4sHs0,). La mezcla se homogenizé en un equipo Ultraturrax T-25
(Jankel adn Kunkel, IKA-Labortechnick, Alemania) a 20,000 rpm durante 3 minutos. Las muestras
se dejaron en agitaciéon orbital durante 20 minutos (Labotron, INFORS, Suiza), luego se
centrifugaron (centrifuga Eppendorf 5810R) a 5,000 rpm durante 5 min y a una temperatura de
4 °C. La centrifugacion provocd la separacion de una fase orgdnica que se llevé a un concentrador
Centrivap (Labconco, EEUU) hasta sequedad, redisolviéndose posteriormente en 2 mL de
metanol. Las muestras se filtraron utilizando filtros de nylon de 0.45 um, (Albet LabScience,
Dassel) y se guardaron en viales de color dmbar hasta su posterior andlisis y cuantificacion
mediante cromatografia liquida. Las extracciones se realizaron en condiciones de baja

temperatura y oscuridad para evitar posibles oxidaciones e isomerizaciones.

El método para identificar y cuantificar los estilbenos es el descrito por Guerrero et al.
(2010) con algunas modificaciones. El andlisis por cromatografia liquida fue realizado en un
cromatdgrafo liquido de alta resolucién (HPLC) Waters 2960 (Waters, PA, EEUU), equipado con
un detector diodo-array Waters 996. Se utilizé una columna C18 de fase reversa de 25 x 0.4 cm,
LiChrospher® 100 RP —C18 (Merk, Darmstadt, Alemania) de 5 um de tamafio de particula. El
analisis se llevé a cabo a una temperatura de 30 °C y el volumen de muestra inyectada fue de
20 uL. La separacion se realizé en gradiente, utilizando como fases méviles una mezcla de acido

férmico (5%) y acetonitrilo, con un flujo de 1 mL/min.

Los estilbenos se cuantificaron a 306 nm utilizando como patrones externos el trans-
resveratrol, y el trans-piceido (Sigma-Aldrich, MO, EEUU). Los isdméros cis- se obtuvieron por
isomerizacién con luz UV. Los resultados se expresaron en mg del correspondiente estilbeno por

kg de uva.
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3.6 Elaboracion y determinaciones en vino
Los vinos fueron elaborados en la Estacion Enolégica de Jumilla, perteneciente al
Instituto Murciano de Investigacidon y Desarrollo Agrario (IMIDA), siguiendo un método de

elaboracion tradicional.

La vendimia fue transportada en cajas a la Bodega Experimental de la Estacidn Enolégica
de Jumilla, dichas cajas se colocaron en cdmaras frigorificas a una temperatura de 10 °C durante
24 horas. La técnica de vinificacidén realizada fue la misma para todos los tratamientos. Se
elaboré un vino por cada repeticion experimental de campo (un total de 4 vinos por

tratamiento).

La uva fue despalillada, estrujada, sulfatada (8 g de SO,/100 por kg de uva) e introducida
en pequeiias lecheras de 100 L, donde se realizd una maceracion prefermentativa en frio
durante 24 horas. Una vez terminada la maceracién prefermentativa se obtuvieron muestras de
mosto para la realizacidn de analiticas de entrada a bodega (sdlidos solubles totales, pH, alcohol
probable, acidez total, 4cido tartarico y acido malico). Cuando fue necesario se corrigié la acidez
total de los depdsitos afiadiendo acido tartarico hasta 6 g/L. Para cada deposito se realizé un pie
de cuba de 10 g levadura seca (Laffort, DSM, Servian, Francia) por 100 kg uva. La temperatura
de fermentacién se controld entre 23 y 28 °C, realizdndose medidas de temperatura y densidad
del mosto dos veces al dia, hasta que el °Baumé llegd a cero. Se llevaron a cabo dos removidos
diarios del sombrero para homogeneizar la fermentacién que tuvo una duracion aproximada de
10 dias. Una vez consumido todo el azucar por las levaduras se prensaron todos los depdsitos
individualmente utilizando una prensa de membrana a 1.5 bares de presién, alcanzando
rendimientos del 65%. Finalizada la fermentacién alcohdlica, se controld la temperatura para
que ésta no fuera menor de 18 °C y se almacené el vino en bag-in-box de 25 litros donde se
realizé la fermentacidon maloldctica con bacterias comerciales (Lactoenos B16 Standard, Laffort).
Ademas, se realizaron entre 1y 3 trasiegos, con el fin de evitar la formacion de sulfhidrico (SH»),
manteniendo siempre el espacio de cabeza con CO; para evitar posibles oxidaciones en el vino.
Concluida la fermentacidon malolactica, los vinos se trasegaron una ultima vez y se adicioné SO,
(50 mg/L), a continuacion, se procedié a la estabilizacion del vino a -3 °C. Tras este proceso, los
vinos fueron embotellados y conservados en el sétano de la Bodega Experimental a una

temperatura constante de 15 °C.

3.6.1 Determinaciones espectrofotométricas en vino
Estas determinaciones se realizaron en el vino procedente de los depdsitos tras la

fermentacién alcohdlica de los mismos. El vino se centrifugd y se sonicd (aplicacion de
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ultrasonidos) con el fin de extraer todo el CO,. Se analizaron los siguientes parametros:
intensidad de color, tono, parametros CIELab, antocianos totales, compuestos fendlicos totales
y pardmetros de copigmentacion. Las medidas se realizaron en un espectrofotémetro Shimadzu
1600-UV (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japan) y los resultados se refirieron a celdas de 1 cm de

paso optico (Figura 32).

Figura 32. Espectrofotémetro en el que se realizaron las medidas de los pardmetros cromaticos

3.6.1.1 Intensidad de color y tono

El valor de la intensidad de color (IC) se determiné mediante la suma de las absorbancias
a 620 nm (As20, componente azul), 520 nm (Aszo, componente roja) y 420 nm (A420, componente
amarilla) del vino sin diluir (Ecuacién 5), utilizando cubetas de 0.1 cm de paso 6ptico (Glories,

1984):

IC = Agzo + As20 + Aso (5)

Mediante el cociente entre las absorbancias a 420 nm y a 520 nm se calculd el valor del

tono (Sudraub, 1958):

Tono = 2220 (6)
As20
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3.6.1.2 Pardmetros CIELab

Se obtuvieron a partir de las medidas de absorbancia realizadas en el rango de
longitudes de onda comprendidas entre 380 nm y 780 nm, con cubetas de 1 mm de espesor y
referidas a un observador de 10° y un iluminante D65. Para ello el espectrofotémetro estaba
conectado a un ordenador con un programa especifico de color (color-uvpc Color Measurement
Softwares, Shimadzu Corporation, Kyoto, Japan) que realizé el calculo directo de los pardmetros

CIELab: L*, a*, b*, C* y H*.

3.6.1.3 Indice de polifenoles totales (IPT)
Se obtuvo por lectura de la absorbancia a 280 nm (A;s0) con cubetas de 1 cm de paso

Optico del vino diluido 100 veces con agua destilada (Ecuacidn 7):

IPT = Aygo X 100 (7

3.6.1.4 Pardmetros de copigmentacion

El calculo de los parametros de copigmentacion se llevd a cabo siguiendo el método
descrito por Levengood y Boulton (2004). Antes de comenzar con las determinaciones, el vino
es ajustado previamente a un pH de 3.6. Para la obtencion de estos valores de copigmentacion

(Ecuaciones 8, 9 y 10) es necesaria la determinacién de varias medidas espectrofotométricas:

Aacet: Se adicionaron 20 plL de acetaldehido al 10% a 2 mL de la muestra a analizar, agitdndose
inmediatamente. Después de 45 minutos se midid la absorbancia a 520 nm en cubetas de 1 mm

de paso dptico. La medida se expreso referida a cubetas de 1 cm de espesor.

Aszo: En un tubo de ensayo de 10 mL se mezclaron 200 uL de la muestra a analizar y 3.8 mL de
vino sintético (24 mL de etanol absoluto, 176 mL de agua destilada y 0.5 g de bitartrato potasico
ajustando el pH a 3.6). Se agité y a los 10 minutos se midid la absorbancia a 520 nm en cubetas

de 1 cm de paso dptico.

Asoz: 160 pL de SO; al 5% se afiadieron a 2 mL de la muestra a analizar. Se agitd y tras 1 minuto
se leyd la absorbancia a 520 nm en cubetas de 0.2 cm de paso dptico. La medida se expresé

referida a cubetas de 1 cm de espesor.

Con los resultados de estas medidas se obtuvieron las fracciones de color debidas a: antocianos
copigmentados (FCA), antocianos libres (FFA) y pigmentos poliméricos (FPP), segun las

siguientes ecuaciones:
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(Aacet - AZO)

FCA = ~—acet 7207 (8)
Aacet
Ay — A
pra = A20 ~ Aso2) )
Aacet
A
Fpp = 3% (10)
Aacet

3.6.2 Determinaciones de compuestos fendlicos por HPLC

3.6.2.1 Determinacidn de antocianos

La determinacion de antocianos, se realizd por inyeccidon directa de la muestra (vino),
previamente filtrada (filtro de nylon de 0.45 um, Albet LabScience, Dassel), en un cromatdgrafo
liguido Waters 2690 (Waters, PA, EEUU), equipado con un detector diodo-array Waters 996. La
columna utilizada fue una CORTECS® Shield RP18 (Crawford Scientific, Strathaven, Reino Unido),
de 150x 0,46 mm, y 2,7 um de tamafio de particula. El volumen de la muestra inyectada fue de
20 plL y la muestra fue analizada a temperatura ambiente. Las fases moviles utilizadas fueron:
acido formico al 4.5% (A) y acetonitrilo (B), con un flujo de 0.90 mL/min. La identificacion y
cuantificacion de los compuestos fueron las descritas en la determinacion de antocianos en el

hollejo de la uva (3.4.2.5.1).

3.6.2.2 Determinacidn de taninos

Al igual que en la uva, se utilizd el método descrito por Kennedy y Jones (2001) basado
en la reaccion de floroglucindlisis para la ruptura de las cadenas de los taninos poliméricos. Para
la preparacion de las muestras de vino, se utilizd el método propuesto por Pastor del Rio y
Kennedy et al. (2006), con ciertas modificaciones. El procedimiento experimental fue el
siguiente: se evaporaron 5 mL de vino en un concentrador Centrivap (Labconco, EEUU). El
extracto seco se redisolvié en 3 mL de agua y se paso por un cartucho SEP-PAK C18 (Vac 6 cm?
1g) (Waters, Mildford, EEUU), el cartucho habia sido previamente activado con 10 mL de
metanol seguidos de 10 mL de agua. Posteriormente, éste se lavd con 20 mL de agua, y después
se eluyeron los compuestos de interés con 10 mL de metanol. El extracto obtenido se volvid a
evaporar en el concentrador, para finalmente redisolver el residuo obtenido del evaporador en

1 mL de metanol. A partir de este momento, la extraccion, separacién, identificacion y
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cuantificacién de los diferentes compuestos en el extracto metandlico se llevd a cabo como en

el andlisis de taninos descrito para la uva (3.4.2.5.2).

3.6.2.3 Determinacion de estilbenos
Para la determinacién y cuantificacion de estilbenos en vino se utilizé la misma
metodologia descrita en el apartado 3.4.2.5.3, con la diferencia de que para las muestras de vino

se partié de 5 mL de muestra en vez de 0.25 g de hollejo liofilizado.

3.6.3 Analisis sensorial

Con los vinos elaborados de las campafias 2016 y 2018, se llevo a cabo una prueba
descriptiva con un panel de catadores no cualificado (consumidores finales), en la que se dio a
catar 6 vinos, uno por cada tratamiento. Las diferentes repeticiones obtenidas para cada
tratamiento se mezclaron obteniendo un solo vino por tratamiento. En el analisis realizado se
evaluaron cada uno de los atributos con valores que iban de 0 a 10, siendo 10 muy positivoy O
muy negativo. Estas caracteristicas se dividieron en 4 grupos que hacen referencia al color,
aroma, gusto y a una valoracién global del vino. Los vinos elaborados en el afio 2017 no pudieron
ser evaluados sensorialmente, debido a que un gran nimero de vinos no alcanzaron unos

valores minimos de calidad para poder realizar el analisis sensorial con normalidad.

3.7 Andlisis estadistico

Los parametros medidos durante el ensayo fueron analizados por separado cada afio
mediante un andlisis de la varianza (ANOVA) siguiendo el modelo lineal general (Steel et al.,
1997) y utilizando el programa estadistico SPSS (SPSS v 26.0, Chicago, EEUU). Para la separacion
de medias se empled el Test del rango multiple de Duncan. El grado de significacidon se ha
expresado como: ns no significativo, (*) 0.01 < p £0.05, (**) 0.001 < p £0.01, (***) p <0.001.
Diferentes letras entre tratamientos indican diferencias significativas con p £ 0.05 dentro de un
mismo afio, cuando la diferencia no fue significativa no se incluyeron letras a los tratamientos.
Las correlaciones bivariadas entre las diferentes variables se obtuvieron mediante el programa

de analisis estadistico SPSS (SPSS v 26.0, Chicago, EEUU).

Por otra parte, a los diferentes atributos de andlisis sensorial de los vinos elaborados de
cada tratamiento, se le aplicd un analisis de la varianza univariante con no menos de 40
repeticiones (catadores) por tratamiento y afio. Cuando el analisis de la varianza fue
significativo, se realizd el test de separacion de medias mediante el test de rango multiple de

Duncan con el fin de establecer diferencias significativas entre los tratamientos experimentales.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION
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4.1 Condiciones edafo-climaticas, tratamientos y composicion del agua de riego

En la Tabla 8 se muestran las temperaturas mensuales que tuvieron lugar durante el
periodo experimental (2016-2018). Las temperatauras medias anuales fueron identicas en los
afos 2016 y 2017, siendo el afio 2018 ligeramente mas fresco que los anos anteriores. Las
temperaturas medias de los 3 afios de estudio, fueron similares a la media de los ultimos 20

afios (14.8 <C).

Tabla 8. Valores de temperaturas medias mensuales obtenidas en la estacion meteorolédgica de Ontur
durante los afios de estudio (2016-2018).

2016
Mes Ene. Feb. Mar. Abr. May. Jun. Jul. Ago. Sep. Oct. Nov. Dic. Anual
Tm (2C) 87 89 94 127 156 221 246 235 207 164 100 7.8 15.0
TMA (eC) 14.1 14.1 151 189 224 304 33.1 316 287 231 152 123 21.6
tma (2C) 36 39 37 6.8 9.0 135 16.0 159 136 109 50 4.1 8.3
2017
Tm (2C) 56 87 109 128 17.8 234 251 238 196 164 94 6.4 15.0
TMA (eC) 10.6 143 17.7 20.0 259 31.7 33.7 317 272 245 16.7 12.0 22.2
tma (2C) 08 36 419 59 94 150 165 168 13.0 99 32 12 8.33
2018
Tm (2C) 73 58 96 127 158 205 236 241 204 154 10.1 85 14.5
TMA (eC) 12.8 11.3 149 19.0 23.0 276 33.8 325 281 219 151 155 214
tma (2C) 25 103 44 6.6 93 133 157 174 151 9.2 48 34 8.6
Tm: Temperatura media, TMA: Temperatura maxima absoluta, tma: temperatura minima absoluta.

Durante los 3 afios de estudio, las principales diferencias climaticas se han producido
debido a las precipitaciones y su distribucidon temporal a lo largo de los diferentes meses, siendo
2017 el afio mas seco de los tres (Figura 33). Por otro lado, 2018 fue el afio con mayor
precipitacién con un total de 404 mm, siendo mds intensas las lluvias al inicio del verano y mas
repartidas durante el otofio. Se puede considerar, por tanto, el afio 2018 como
excepcionalmente lluvioso si comparamos la precipitacién ocurrida (404 mm) con la media anual

registrada para los ultimos 20 afos, la cual es de 290 mm.

Los valores de evapotranspiracion de referencia (ET,) de los 3 afios de estudio (Figura
33) fueron similares a las medias anuales registradas en los Gltimos 20 afios (ET,: 1,270 mm). Sin
embargo, la precipitacion media durante el periodo de estudio (330 mm) fue superior a la media

de los ultimos 20 afios (290 mm).
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En la Tabla 9 se muestra la composicién del agua de riego durante los 3 afios de estudio
(agua utilizada para el tratamiento control y como agua base para la obtencion de los
tratamientos salinos). La CE del agua indica el total de sales disueltas en el agua de riego y puede
servir como un indicador simple de la calidad general del agua de riego empleada (Bhattacharya
et al., 2012). Sin embargo, segln Singh et al. (1996) es necesario tener en cuenta otros factores
que pueden determinar la respuesta final de los cultivos frente a la salinidad del agua de riego
como son: la textura del suelo, la precipitacidn y la tolerancia de los cultivos a la salinidad. Se
podria por lo tanto considerar aguas aptas para el riego, las que tienen valores maximos de 1000
(uS/cm) para un contenido de arcilla alto (>30%), en cultivos sensibles a la salinidad y una
precipitacién anual menor de 350 mm/afio. Otros autores como Lingaswamy y Saxena (2015)
utilizaron criterios diferentes, considerando aguas para el riego por debajo de 250 pS/cm
excelentes, aguas entre 750-2250 uS/cm aceptables y aguas con una CE superior a 5000 puS/cm
no aceptables. Por otro lado, la FAO (1985) hace una clasificacion muy generalista y establece
que aguas con CE< 750 puS/cm no tienen una restriccion para su uso en el riego, aguas con CE>
3000 pS/cm tiene un grado de restriccion severo y aguas con CE entre estos dos valores tienen

una restriccion moderada.

Teniendo en cuenta estas consideraciones, a tenor de los valores mostrados en la Tabla
9, se puede afirmar que, con un valor de CE promedio de 1980 uS/cm, el agua control disponible
para el ensayo puede considerarse como aceptable para el riego, aunque es ligeramente alcalina
dado que tiene un pH promedio de 8.07 (Tabla 9). En este sentido, hay que tener en cuenta que
valores elevados de pH pueden provocar una perdida estructural de los suelos y reducir el
crecimiento vegetativo. Esta pérdida de vigor se produce como consecuencia de la baja
solubilidad de los nutrientes a valores de pH altos, y mas concretamente del fosforo y la mayoria
de micronutrientes (Arzola et al., 2013). En cuanto a la relacién de absorcion de sodio (RAS), el
agua de riego empleada en este ensayo tiene un valor promedio de 5.6 que segun los criterios
de calidad del agua establecidos por Canovas (1986) y Richards (1954), corresponderia a un agua
de una calidad excelente y con bajo riesgo de sodicidad. Cabe sefalar, que los suelos sédicos no
solo tienen una alta degradacién fisicoquimica, sino que también tienen una baja carga de
microorganismos heterotréficos (Gupta, 2006). En cuanto al contenido idnico total, destacar que
las concentraciones obtenidas de magnesio son superiores a los valores normales (Tabla 9). Esto
podria ser debido en gran medida a la sobreexplotacion y salinizacidn de los acuiferos de donde
se obtiene el agua para el riego. La concentracidn del resto de iones puede considerarse que

estan dentro de la normalidad para un agua de riego estandar.
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Tabla 9. Composicién quimica del agua utilizada en el tratamiento control y como agua base para el resto
de tratamientos salinos en cada afo de ensayo.

2016 2017 2018 Valores normales

CE (uS/cm) 2160 1910 1880 750 - 2000
pH 8.37 7.86 7.98 6-8.5
RAS 6.4 4.46 6.03 0-15
Ca*? 9.36 13.29 10.65 0-20
K*+* 0.22 0.26 0.20 0-2
Mg*2 8.97 7.85 7.48 0-5
Na* 4.33 3.43 4.22 0-20
Cr 5.11 3.33 4.95 0-20
NOs <1 <1 <1 0-5
PO43 <1 <1 <1 0-2
S0472 10.80 12.93 17.28 0-20

Todos los valores exceptuando CE, pH y RAS estan expresados en meq L. Valores normales obtenidos de
Medifer (2018).

En la Tabla 10 se presentan los valores promedio obtenidos en las analiticas de agua
realizados en los tratamientos Control y los tratamientos de riego a los que se le afiadieron sales.
i) Control, ii) Agua control mas la adicidn de cloruro sédico, iii) Agua control mas la adicion de

los sulfatos sdédico y magnésico.

Tabla 10. Composicion quimica del agua utilizada para riego en los diferentes tratamientos.

Agua Control  Agua Control + Cloruros Agua Control + Sulfatos
CE (uS/cm) 1980 4950 4980
B 0.01 0.01 0.01
Ca*? 13.29 12.31 12.60
K* 0.26 0.41 0.41
Mg*2 7.85 10.07 25.67
Na* 3.43 26.20 17.26
N 20.58 28.54 71.5
Cl- 4.33 27.79 5.16

Los valores expuestos, son los valores promedio de los tres afios de estudio. Todos los valores
exceptuando CE estan expresados en meq L.

En la Tabla 6 (seccion 3.3.1 de Materiales y métodos) ya se han descrito los 6
tratamientos que se han aplicado durante este ensayo, especificando el momento de inicio de
riego, la conductividad eléctrica del agua y la cantidad de agua aplicada para cada uno de los
tratamientos. EIl momento de inicio del riego, para los tratamientos control (C), sulfato (Sul) y
cloruros (Clo), vino determinado por el estado hidrico de las cepas, estableciéndose el comienzo
del riego para un umbral de Wt de -0.8 MPa. Para los tratamientos SulEnv y CloEnv, el inicio del

riego se establecid justo después del envero de las bayas (Env).
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En el aifio 2016, los tratamientos C, Sul y Clo tuvieron una aplicacién de riego superior a
los 100 mm, no asi los tratamientos SulEnv y CloEnv. A pesar de que se pretendia poder aplicar
el mismo volumen de agua de riego en todos los tratamientos, independientemente de que el
inicio del riego fuera temprano o después de envero, esta diferencia fue provocada por las lluvias
acontecidas durante los meses de septiembre y octubre. Todo ello, evidentemente, influyé en
el calculo de las necesidades hidricas de las vides y por tanto en la programacién del riego a
aplicar, como se ha descrito en el apartado de Material y métodos (apartado 3.3.2). En el afio
2017, todos los tratamientos se regaron por encima de los 100 mm, siendo las diferencias de
riego aplicado entre tratamientos mucho menores que las registradas en 2016. Por ultimo, en
el 2018, todos los tratamientos, excepto el CloEnv, se regaron por encima de los 100 mm con

valores muy similares entre ellos.

4.1.1 Influencia del riego salino en la acumulacion de sales en el suelo

En un ensayo en el que se estan utilizando aguas salinas para el riego, es importante
conocer qué ocurre con las sales que se estan aportando al suelo. Para ello, se estudié la
conductividad eléctrica del extracto saturado del suelo (CEs) durante el periodo de estudio
(2017-2018). En la Figura 34 se presentan los datos obtenidos durante un afio completo (desde

el 06/10/2017 hasta el 09/10/2018).

El tratamiento S, dado que no recibié aportes de sales al no regarse, apenas presento
variacion en la evolucidn de la CEs a lo largo del afio. Por otra parte, los tratamientos que se
regaron durante el ciclo completo C, Sul y Clo presentaron en noviembre un valor promedio de
630 (uS/cm), siendo el tratamiento C, el que obtuvo un valor de CEs inferior a los tratamientos
Sul'y Clo. Tras el invierno, etapa en la cual no se aplicé riego, pero se produjeron precipitaciones
por un total de 457 mm, los valores de CEs de los tratamientos descendieron hasta 270 (uS/cm)
en promedio. Como era de esperar, los valores de CE volvieron a aumentar en la medida
realizada en agosto después del comienzo del riego con aguas salinas, destacando el tratamiento
Sul que presentd CEs muy superiores a los tratamientos Clo y C. A partir de ese momento, las

CEs se mantuvieron constantes hasta la ultima medida realizada en noviembre de 2018.

Por otro lado, en noviembre de 2017 la CEs de los tratamientos regados en post-envero
(SulEnv y CloEnv) alcanzaron un valor promedio de 661 (uS/cm), valor similar al alcanzado por
los tratamientos C, Sul y Clo para esta fecha. De forma similar al resto de tratamientos, los
valores de las CEs de los tratamientos que se comenzaron a regar después del envero se
redujeron hasta 318 (uS/cm) en mayo de 2018, manteniéndose constantes hasta agosto con

valores de 290 (uS/cm), momento en el cual comenzé el riego de los tratamientos SulEnv y
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CloEnv. Al iniciarse de nuevo el aporte de aguas salinas mediante el riego, los valores de CEs
volvieron a incrementarse significativamente en noviembre hasta un valor promedio de 645

uS/cm.

Este descenso de los valores de CEs ocurrido durante el invierno en todos los
tratamientos regados, fue debido, por un lado, a las precipitaciones ocurridas durante los meses
de invierno, lo cual es caracteristico del clima mediterraneo, y por otro, al alto contenido en
arena del suelo, lo que facilita el lavado de las sales hacia zonas mas profundas del suelo. Otros
autores como Caliandro (1999); Dasberg et al. (1991) y Kumar et al. (2008) obtuvieron resultados

similares, observando un adecuado lavado de sales debido a las precipitaciones invernales.

Aunque los valores de CEs medidos a lo largo de todo el ensayo nunca superaron en
ninguno de los tratamientos 1,200 uS/cm, cabe recordar que la vid estad clasificada como
moderadamente sensible a salinidad, con un valor umbral de CEs de 1,500 uS/cm, y un descenso
del rendimiento del 9.6% por cada incremento unidad de CEs por encima de dicho umbral
(Nauriyal y Gupta, 1967; Taha et al., 1972; Groot-Obbink y Alexander, 1973). Por lo tanto,
teniendo en cuenta los resultados obtenidos, la CEs alcanzada en el suelo de los tratamientos
regados con aguas salinas se encontraria por debajo de los valores minimos de salinidad para

llegar a afectar al rendimiento productivo de la vid.
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Figura 34. Evolucién de la conductividad eléctrica del extracto saturado de suelo (CEs) durante un afio
completo (n=16). Las barras representan el error estandar de las medias. Las barras azules representan la
precipitacion diaria durante el mismo periodo de tiempo.
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4.2 Resultados fisioldgicos y agrondmicos

En viticultura, una buena gestién del riego es fundamental para obtener vinos de
calidad, ya que la composicién de las bayas y del vino dependen en gran medida del estado
hidrico al que ha estado sometido la planta a lo largo de todo el ciclo fenoldgico (Keller, 2015).
Para un manejo éptimo y eficiente del vifiedo, el viticultor ha de conocer las necesidades hidricas
del vifiedo y gestionar con acierto los recursos hidricos disponibles, para obtener la mayor
produccidn de uva con la maxima calidad posible. Existen numerosos indicadores para
determinar el estado hidrico del viiedo como: el potencial hidrico de hoja (Schultz, 2003), la
temperatura de la hoja (Tanner, 1963), el flujo de savia (Lascano et al., 1992) y la reflectancia
de la cubierta vegetal (Pefiuelas y Filella, 1998), entre otros. En esta Tesis Doctoral, se selecciond
el potencial hidrico de tallo (Wt). Este potencial se suele medir en dos momentos: al alba antes
de que haya salido el sol, habiendo un equilibrio entre el estado hidrico del suelo y de la planta
(Ritchie y Hinckley, 1975) y a medio dia solar, indicando la capacidad de la vid para conducir el
agua desde el suelo a la atmdédsfera. En nuestro estudio se selecciond este ultimo, dado que un
meta-analisis realizado recientemente concluyo que, el Wt es un indicador robusto de la

disponibilidad de agua en el suelo para la planta (Santesteban et al., 2019).

4.2.1 Estado hidrico del vifiedo e intercambio gaseoso

Se realizé un seguimiento al estado hidrico del vifiedo, midiendo el potencial hidrico de
tallo, cada 15 dias a medio dia solar (Wt) durante los tres afios de estudio (Figura 35). Como
consecuencia de las condiciones climaticas y probablemente del contenido de agua en el suelo
(no determinado), se observo en todos los tratamientos un descenso paulatino de los valores de
Wt a medida que avanzaba el afio (cambiando la tendencia en el momento en el que comenzaba
el riego). Los valores mas negativos de Wt durante los 3 afios de estudio se registraron en el
tratamiento S, con valores de -1.53 MPa en el afio 2016, -1.15 MPa en 2017 y -1.49 MPa en el
afio 2018, lo que indica un estrés hidrico severo para los afios 2016 y 2018 y un estrés hidrico

moderado para el afio 2017 (Van Leeuwen et al., 2009).

En el afio 2016 (Figura 35a), no se observaron diferencias de Wt entre tratamientos al
comienzo de las medidas, pero se observé un aumento pronunciado del Wt cuando comenzé el
riego de los tratamientos C, Sul y Clo, llegando a alcanzar valores de -0.80, -0.84 y -0.78 MPa,
respectivamente. Por otro lado, el Wt de los tratamientos S, SulEnv y CloEnv continldo
disminuyendo hasta que comenzé el riego post-envero. Después del inicio del riego post-envero,
incrementd (menos negativo) el Wt de los tratamientos SulEnv y CloEnv hasta valores incluso

mayores que los de los tratamientos regados durante todo el ciclo (C, Sul y Clo). Finalmente, en
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la ultima medida realizada antes de vendimia, se observaron diferencias considerables entre los
tratamientos en funcién del momento de inicio de riego, siendo las plantas de los tratamientos
SulEnv y CloEnv las que presentaban un mejor estado hidrico, dado que su régimen de riego en
ese periodo final del ciclo de cultivo era mayor que el de los tratamientos C, Sul y Clo. En
términos generales, se puede afirmar que las plantas de los tratamientos regados con sulfatos
(Sul y SulEnv) presentaron un mejor estado hidrico que las regadas con cloruros (Clo y CloEnv)

durante todo el afio de estudio.

Durante el afio 2017 (Figura 35b), los tratamientos no alcanzaron valores de Wt tan bajos
como en los afios 2016 y 2018, obteniéndose el valor mas bajo de Wt en el tratamiento secano
(-1.15 MPa). Ademas, se observaron diferencias entre los tratamientos regados durante todo el
ciclo (C, Sul y Clo) y los regados a partir de envero (SulEnv y CloEnv). Desde envero (segunda
semana de agosto) a vendimia, se observaron diferencias pronunciadas del Wt entre el

tratamiento secano y el resto de tratamientos.

Por ultimo, en el afio 2018 (Figura 35c), el tratamiento secano vuelve a destacar por sus
valores mads bajos de Wt, existiendo diferencias considerables durante el mes de agosto entre
los tratamientos regados a partir de envero y los regados durante todo el ciclo vegetativo. Estas
diferencias entre los Wt dejan de existir cuando se comienzan a regar los tratamientos de riego
post-envero, mejorando significativamente el estado hidrico de las plantas de los tratamientos

SulEnv y CloEnv.

Como se puede observar durante todo el periodo experimental, el Wt resulté mas
sensible al déficit hidrico (tratamiento secano) que a la salinidad del agua de riego. Por otra
parte, la variacion del Wt a lo largo del ciclo vegetativo estuvo determinada en mayor medida
por el momento de inicio de riego y no tanto por el tipo de sal aplicada. Romero et al. (2016,
2018), en dos estudios de riego deficitario controlado en la variedad Monastrell, observaron
valores de Wt similares a los obtenidos en esta Tesis Doctoral, en la que, en términos generales,
la evolucion del potencial hidrico de tallo estd fuertemente relacionada con la aplicacion de
riego, siendo los tratamientos con un mayor aporte de agua, los que obtuvieron mayores valores

de potencial hidrico de tallo medido a medio dia solar.
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Figura 35. Evolucién del potencial hidrico de tallo medido a medio dia solar (n=12)
en los distintos tratamientos aplicados durante los 3 afios de estudios. Las barras

representan el error estdndar de las medias. Flechas azules indican el inicio de
riego antes de envero y flechas rojas el comienzo de riego después de envero.
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En la Tabla 11 se presentan los valores obtenidos para la Sy durante los tres afios de
estudio. Como era de esperar, el tratamiento S alcanzé los mayores valores de Sy en
comparacion con el resto de tratamientos en los tres afios estudiados. En las campafias 2016 y
2018, los tratamientos regados después de envero (SulEn y CloEnv) obtuvieron mayores valores
que los tratamientos regados durante todo el ciclo vegetativo (C, Sul y Clo). Comparando los
tratamientos que tuvieron el mismo momento de inicio de riego, en los tratamientos salinos (Sul
y Clo) se alcanzaron mayores valores que en el tratamiento C. De lo que se deduce que la
salinidad del agua de riego incrementé ligeramente el estrés hidrico al que fueron sometidas las
plantas.

Tabla 11. Integral de estrés hidrico (MPa*dia) calculada para cada tratamiento y afio.

S C Sul Clo SulEnv CloEnv
2016 120 74 77 85 91 94
2017 76 51 56 53 53 57
2018 76 40 50 49 58 58

S: Secano; C: Control; Sul: Sulfatos; Clo: cloruros; SulEnv: Sulfatos regados después de envero; CLoEnv:
Cloruros regados después de envero. Resultados obtenidos mediante la ecuacién de Myers (1988).

Con el fin de evaluar el estado hidrico del vifiedo a lo largo de todo el ciclo vegetativo,
se determind el ratio isotopico de carbono (6™C) en el mosto procedente de las uvas
vendimiadas en el primer afio de ensayo (2016). Diferentes estudios (Wang et al., 2010;
Mohammady et al., 2012; Pascual et al., 2013) han demostrado que los tejidos de plantas C3,
que han sido sometidas a condiciones deficitarias de agua, muestran valores més altos de §C
que los de las plantas que no han sufrido estrés hidrico. Otras publicaciones donde se han
realizado ensayos en vifiedos con distintas variedades de uva, han confirmado que la medida del
8C es un buen indicador del estado hidrico al que ha sido sometido el vifiedo durante el ciclo
vegetativo (Guix-Hébrard et al., 2007; Koundouras et al., 2008; Van Leeuwen et al., 2009;
Costantini et al., 2010; Santesteban et al., 2011).

Como se puede observar en la Figura 36, las plantas del tratamiento secano fueron las
que sufrieron un mayor estrés hidrico a lo largo de todo el ciclo vegetativo alcanzando valores
de -23.13 %o. Para algunos autores como Van Leeuwen et al. (2009), estos valores indican que
las plantas sufrieron un estrés hidrico moderado. Sin embargo, otros autores como Santesteban
et al. (2015) consideran que valores superiores a -24.0 %o pueden considerarse un estrés hidrico
severo. Los tratamientos que se comenzaron a regar cuando el Wt de las cepas alcanzd valores
de -0.8 MPa (C, Sul y Clo), fueron los que presentaron valores mas bajos de §C, con un
promedio de -25.3 %o, por lo que tuvieron un estrés hidrico muy suave. Los tratamientos que se
comenzaron a regar después del envero, presentaron valores significativamente mas altos en

comparacion con los tratamientos C, Sul y Clo, pero significativamente mds bajos que el
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tratamiento S. Los diferentes tipos de sal aportados en el agua de riego (cloruro sddico y sulfatos
magnésico y sddico) no afectaron significativamente a los valores del ratio isotdpico del carbono
en comparacion con el tratamiento C. Por lo tanto, los resultados obtenidos del ratio isotdpico
del carbono, estdn en consonancia con los valores de potencial hidrico obtenidos. Por ultimo,
aunque en nuestro estudio no hemos encontrado efecto de la salinidad en el §'3C, Costantini et
al. (2010) observaron una correlacién positiva entre la concentracién salina del suelo y el ratio

isotdpico del carbono, medido en vinos de la variedad Sangiovese.
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Figura 36. Valores del ratio isotdpico de carbono (8 *3C) obtenido del mosto (n=12) de los diferentes
tratamientos durante la vendimia de 2016. Las barras de error representan el error estandar de las

medias. Las letras indican diferencias significativas entre los tratamientos (p <0.05) segun el test de
rango multiple de Duncan.

En diferentes ocasiones, durante los afios 2017 y 2018 se midid la fotosintesis neta (Ax),
la transpiracion (E) (datos no mostrados en esta Tesis Doctoral) y la conductancia estomatica
(gs). Por diferentes motivos (valores anormales, errores de funcionamiento del equipo, etc.) en
esta Tesis Doctoral solo se presentan los datos medidos el 19 de agosto de 2017 y el 23 de agosto
de 2018 (Figura 37), asumiendo que puedan ser representativos del comportamiento de las
plantas en el vifiedo durante la época estival. Aunque una caracterizacion mas frecuente del
intercambio gaseoso de las cepas, nos hubiera proporcionado informacién mas robusta.

En ambos dias de medida, el tratamiento secano presentd los valores mas bajos de Ay y

-1

gs con unos valores promedio de 7.22 pmol m?2 s y 0.13 mol m? s}, respectivamente. El

tratamiento C presento los valores mas altos de Ay en ambos afios y de gsen el afio 2018, no asi
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en 2017 donde el tratamiento Sul obtuvo valores de g;ligeramente superiores al tratamiento C,

sin que estas diferencias llegaran a ser estadisticamente significativas.

Teniendo en cuenta los valores de conductancia estomatica, en 2017, el dia que se
realizaron las medidas de intercambio gaseoso, los valores para todos los tratamientos fueron
superiores a 0.15 mol m? s, Por otro lado, en 2018 el dia de medida de las plantas, los
tratamientos S, CloEnv y SulEnv, registraron valores de conductancia estomatica menores a 0.15
mol m s presentando una inhibicién de la fotosintesis media-alta (Medrano et al., 2002). Por
tanto, si tenemos en cuenta los valores obtenidos en 2017 para este pardmetro, podemos
afirmar que las plantas no presentaron un alto nivel de inhibicidn de la fotosintesis debido a la
apertura estomatica. Ademas, los valores de A, obtenidos indican que el estrés hidrico no fue
demasiado severo, dado que la fotosintesis no se vio muy reducida por la ausencia de riego.
Dicha reduccién de la fotosintesis observada en los tratamientos con mayor estrés hidrico,
coincide con los resultados obtenidos por Romero et al. (2013) en un ensayo en el que se
comparaba dos estrategias de riego deficitario con un tratamiento control sin estrés hidrico, en
este caso los tratamientos con riego deficitario disminuyeron la tasa de fotosintesis. En este
mismo sentido, De la Hera-Orts et al. (2004) también observaron una reduccion significativa de
la fotosintesis en plantas de Monastrell no regadas en comparacion con plantas regadas

deficitariamente.

El cierre estomatico constituye una de las primeras respuestas de la planta frente al
estrés hidrico (Hartung y Slovik, 1991; Bacon et al., 1998; Wilkinson y Davies, 2002; Roelfsema y
Hedrich, 2005); sin embargo, no esta tan claro como afecta la salinidad a la apertura estomdtica.
En plantas de P. purpurea sometidas a tratamientos de riego salino se observd como la
fotosintesis neta y la conductancia estomdatica disminuian de manera proporcional (Acosta-
Motos et al., 2017). Por otro lado, en plantas E. myrtifolia y C. citrinus regadas con aguas salinas,
se observo un aumento significativo de la EUA,, en respuesta a la salinidad, es decir, mantuvieron
niveles altos de fotosintesis neta a pesar de una reduccion en la apertura estomatica (Alvarez et
al., 2014; Acosta-Motos et al., 2017). En este mismo sentido, Fernandez-Garcia et al. (2014)
observaron como el aumento de la concentracién salina de la solucién de riego en plantas de
Lawsonia inermis, aumentaba significativamente la EUA:. En lo referido a la vid, Lawlor y Cornic
(2002) afirmaron que, la conductividad estomatica disminuye con la disminuciéon del contenido
relativo del agua en hoja, seguidamente de la reduccion de la fotosintesis. Por otro lado, la
reduccion de la conductividad estomatica en hojas de vid se ha asociado con un alto nivel de
salinidad (Ben-Asher et al., 2006). En este mismo sentido, Downtown et al. (1990) observaron

como se reducia significativamente la conductancia estomatica en hojas de la variedad Sultana,
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segln aumentaba el nimero de dias que las plantas estaban bajo un estrés salino. Reforzando
estos resultados, Hatami et al. (2010), en un estudio de salinidad sobre dos variedades de uva
(Rish-Baba y Sahebi), observaron como ambas variedades respondian a un estrés salino con una
disminucién de la conductividad estomatica. Siendo la variedad Rish-Baba, la que presentd un
mayor cierre estomatico frente a la salinidad. Algunos estudios han demostrado que, la
conductancia estomatica en la vid es mas sensible a la salinidad que la transpiracion. La
fotosintesis seria, por lo tanto, un buen indicador para evaluar la gravedad del estrés salino y
sus efectos negativos sobre la tasa de fotosintesis (Ben-Asher et al., 2006).

En ambos afios, se observd una reduccion de los valores de fotosintesis en los
tratamientos que sufrieron mayor estrés hidrico. Ademads, si comparamos los tratamientos que
se comenzaron a regar al mismo tiempo (C, Sul y Clo), se observa cémo los tratamientos salinos,
obtuvieron valores de fotosintesis ligeramente menores que el tratamiento C. En concordancia
con la disminucion de la fotosintesis en los tratamientos regados con aguas salinas (Clo y Sul).
Otros autores como Downton (1997), observaron como la tasa fotosintética disminuye segln
aumenta la concentracion de ClI" en hoja, incluso bastante antes de observar cualquier tipo de
sintoma visual en la planta. Por otro lado, Fisarakis et al. (2001) observaron que la tasa de
fotosintesis en la variedad Sultana se redujo significativamente bajo un estrés salino, afirmando
que el efecto producido por la sal en la tasa fotosintética, fue consecuencia de la reduccion de

la conductividad estomatica.

La relacidn entre el nivel de fotosintesis neta y la apertura estomatica se conoce como
eficiencia del uso del agua intrinseca (Chaves et al.,, 2004). En 2017, se observé que los
tratamientos S y CloEnv tuvieron mayor EUA; en comparacién con el resto tratamientos. En
2018, los valores de la EUA; de todos los tratamientos fueron mas altos que en 2017. En el afo
2018 el tratamiento que presentd una EUA;significativamente mayor, en comparacién con otros
tratamientos, fue el CloEnv. En 2017 se observé una tendencia hacia un aumento de la EUA; de
los tratamientos regados con cloruros, en comparacién con los tratamientos regados con
sulfatos para ambos momentos de inicio del riego, esto podria hacer pensar que, bajo un mismo
estrés salino, con diferentes tipos sales (sulfatos o cloruros), la planta no respondera igual.
Debemos sefalar que debido al escaso nimero de determinaciones realizadas del intercambio
gaseoso impiden que se puedan obtener conclusiones robustas al respecto. Diferentes estudios
han demostrado que tratamientos de riego deficitario mejoran la EUA; en comparacién con
tratamientos sin restricciones de agua (De Sousa et al., 2005; Chaves et al., 2007; Koundouras

et al., 2008). De hecho, en nuestro ensayo, el tratamiento tuvo una mejor EUA; en comparacion
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al tratamiento C. Podemos indicar, que un riego deficitario temprano en combinacién con un

estrés salino (Cl') mejora significativamente la EUA;

Los valores de intercambio gaseoso obtenidos en los dos dias de medicidn, son acordes
a los esperados teniendo en cuenta los potenciales hidricos registrados, ya que un estrés hidrico
en la planta provoca en las hojas una pérdida de turgencia celular que, junto al incremento de
la sintesis de acido abscisico (ABA) en las raices (Loveys, 1984; Li et al., 2011; Speirs et al., 2013),
y su desplazamiento hasta las hojas son responsables del cierre estomatico (Medrano y Gulias,
2008). De esta forma, el ABA actla de mensajero desde las raices a las hojas en respuesta a un
estrés hidrico cuando disminuye el agua disponible en el suelo (keller, 2015). Con este cierre
estomatico se reduce la entrada de CO; y disminuye la tasa de fotosintesis, lo que provoca, a
corto y medio plazo, una limitacion del crecimiento y de produccién, como se describe mas

adelante en los resultados de crecimiento vegetativo y produccidn.
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Figura 37. Valores promedio (n=12) de los dias 19 de agosto de 2017 y el 23 de agosto de 2018 para
fotosintesis (Ay), conductancia estomatica (gs) y eficiencia del uso del agua intrinseca (EUA)). Las barras
de error representan el error estandar de las medias. Medidas realizadas el19 de agosto de 2017 y el 23
de agosto de 2018. Las letras indican diferencias significativas entre los tratamientos (p <0.05) segun el
test de rangos multiples de Duncan.

4.2.2 Rendimiento, componentes de la produccién y del racimo

En la Tabla 12 se muestran los resultados de rendimiento (t/ha) y componentes del
racimo obtenidos para cada uno de los tratamientos durante los 3 afios de ensayo (2016-2018).
Cabe indicar que, en 2017, las precipitaciones previas a la vendimia junto con altas
temperaturas, una mala ejecucién de la poda invernal y una intensa plaga de Lobesia Botrana,
provocaron un alto porcentaje de pudriciéon y una merma productiva general debido al hongo
Botrytis cinérea. Como se ha mencionado anteriormente, durante el segundo afio de ensayo,

hubo un cambio de poda de doble cordén Royat a doble guyot. El primer afio tras el cambio de
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criterio de poda, la poda de doble guyot no se hizo correctamente al ser realizada por personal
no cualificado (lo que derivé en importantes pérdidas productivas y de calidad de uva), en el
tercer y ultimo afio de estudio (segundo afio de poda de doble guyot), la poda fue realizada por
podadores profesionales ejecutandose correctamente, lo que explicaria el aumento significativo

del rendimiento en todos los tratamientos.

Durante todos los afios de estudio, el tratamiento S obtuvo los rendimientos mds bajos
comparado con el resto de tratamientos y siendo esta diferencia significativa los afios 2017 y
2018. Contrariamente, el tratamiento C obtuvo el mayor rendimiento productivo, siendo
significativamente mayor que los tratamientos S, SulEnv y CloEnv. Ademas, en los afios 2016 y
2018, el tratamiento C tuvo una produccién significativamente mayor que los tratamientos
salinos (Sul y Clo) que iniciaron el riego al mismo tiempo que el tratamiento C. Sefialar que, en
2017, aunque el efecto no fue estadisticamente significativo, el tratamiento C también obtuvo
mayor produccion que los tratamientos (Sul y Clo). No se encontraron diferencias significativas
entre los tratamientos que se habian regado con la misma cantidad de agua (Clo-Sul y CloEnv-
SulEnv), pero tenian diferentes tipos de sal, afectando por igual los dos tipos de sales utilizadas
(sulfatos o cloruros) al rendimiento productivo. Aunque todavia queda mucho por investigar en
los aspectos fisioldgicos y agrondmicos responsables del rendimiento y el tamafio de baya,
distintos autores han publicado como el déficit hidrico influye de forma mas directa y en mayor
proporcién que otros factores, sobre el rendimiento y el tamanio final de baya (Harris et al., 1968;
Lavee y Nir, 1986; Coombe, 1992; Hardie et al., 1996), comprobando ademds, como la respuesta
fisiolégica depende del momento en el que acontece el estrés hidrico y la intensidad del mismo
(Mirds-Avalos e Intrigliolo, 2017). En este sentido, Intrigliolo et al. (2012) demostraron que la
aplicacién de un déficit hidrico al inicio del ciclo vegetativo tiene un mayor efecto, que un déficit
post-envero en la reduccién del rendimiento productivo. Esto es debido a que la planta responde
ante situaciones de estrés, aumentando la sintesis del ABA, lo que estd relacionado con la
reduccién de la multiplicacién celular y la capacidad de extensibilidad futura de las células en la
pulpa de las bayas (Martinez de Toda, 2014). Por otro lado, se ha demostrado que el crecimiento
de los drganos reproductores es menos sensible al estrés hidrico que el crecimiento vegetativo
(Williams et al., 1994), sin olvidar, que un estrés hidrico severo puede llegar a afectar a la
produccion final. En un estudio de estrés hidrico con riego localizado en la variedad Tempranillo
en el que se compararon dos parcelas, una en secano y otra en regadio, Garcia-Escudero et al.
(1997) encontraron un aumento significativo de la produccién entre la parcela regada y la que
no estaba regada llegando a ser este aumento del 65%. En esta misma linea, Intrigliolo y Castel

(2010), observaron diferencias productivas de hasta el 22%, también en la variedad Tempranillo.
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Como hemos dicho anteriormente, en nuestro estudio se observé como el tratamiento S
disminuyd significativamente el rendimiento productivo en comparacién con el tratamiento C,
llegando a ser esta disminucién de hasta el 66% en 2018. Otros autores han obtenido resultados
similares a los nuestros, cuando han aplicado algun tipo de riego deficitario (riego deficitario
controlado o secado parcial de raices) generando un estrés hidrico en plantas de la variedad
Monastrell en climas mediterraneos (Romero et al., 2005, 2010, 2013, 2015, 2016,). Similares
resultados han sido descritos utilizando otras variedades como: Syrah (Ojeda et al., 2001),
Moscatel (Chaves et al., 2007), Tempranillo (Girona et al., 2009; Santesteban et al., 2011),
Cabernet Sauvignon (Junquera et al., 2012), Moscatel de Alejandria (Buesa et al., 2017), Pinot
Noir (Zufferey et al., 2017).

Aunque en el aio 2018, el tratamiento C obtuvo un rendimiento mayor en comparacion
con los tratamientos regados con aguas salinas, no hay un efecto claro de la salinidad sobre el
rendimiento y los componentes de la produccion. Dag et al. (2015) realizaron un estudio de riego
con aguas salinas con una CE de 4.2 dS/m durante 5 afios en vid sin obtener diferencias
significativas en términos de rendimiento; si bien es cierto que se observo una ligera tendencia
de reduccion del rendimiento con el aumento de la salinidad. En otro ensayo realizado por
Netzer et al. (2014) se aplicaron riegos con aguas regeneradas con alta concentracion de sodio
durante 6 afos, observandose diferencias significativas entre tratamientos en la concentracion
de Na*enel suelo, en las hojas y en el xilema. Sin embargo, no hubo diferencias significativas en

el rendimiento productivo.

Respecto a los componentes del racimo, en los tres afios de nuestro estudio, el numero
de racimos por cepa, el peso medio del racimo y el peso medio de baya fueron menores en las
vides del tratamiento S (Tabla 12). En 2016, el nimero de racimos por cepa fue mayor en el
tratamiento C. En 2017 el mayor niumero de racimos se registro en los tratamientos C, Sul y Clo
y, por ultimo, en 2018 el tratamiento con mayor nimero de racimos fue el C. Los resultados
observados en 2016, donde el tratamiento C obtuvo mayor nimero de racimos que los
tratamientos que se comenzaron a regar al mismo tiempo con aguas salinas (Clo y Sul), no se
volvieron a repetir en anos posteriores, por lo que no se aprecia un efecto consistente del riego
salino en el numero de racimos por planta. Sin embargo, durante los tres afios de estudio, las
vides que experimentaron un mayor estrés hidrico (tratamientos S, SulEnv y CloEnv) entre los
estados fenoldgicos de floracion y envero, disminuyeron el nimero de racimos en comparacion
con las plantas del tratamiento C. Este efecto del estrés hidrico temprano sobre futuras cosechas
ya habia sido observado por otros autores (Vaadia y Kasimatis, 1961; Antonacci, 1987; Matthews

y Anderson, 1989; Keller et al., 2008). Por el contrario, otros autores como Hernandez (2007) y
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Reynolds y Naylor (1994), no observaron diferencias significativas en el nimero de racimos con
la aplicacion de riegos deficitarios en las variedades Cabernet Sauvignon y Pinot Noir. En este
sentido, Acevedo-Opazo et al. (2010) tampoco encontraron diferencias significativas en el
numero de racimos en un estudio de riego deficitario con tres tratamientos en los que se aplico
diferentes dosis de riego (2000, 1000 y 400 mm) en Cabernet Sauvignon. Segln Diaz et al. (2016),
el numero de racimos por planta y el nimero de bayas por racimo parecen no estar afectados
por el estrés hidrico, al menos por el estrés producido en el mismo periodo vegetativo en el que
se obtendra la cosecha. Aunque en 2016 los tratamientos salinos (Clo y Sul), obtuvieron menor
numero de racimos que el tratamiento C (debido probablemente al menor nimero de
sarmientos), esta respuesta no fue achacable a la salinidad del agua de riego. En los afios

posteriores, no se observé que la salinidad tuviera un efecto en la fertilidad de las cepas.

Respecto al tamafio de racimo, no se observé un efecto claro de los tratamientos, ya
qgue en 2016 el tratamiento con mayor tamano de racimo fue el CloEnv. En 2017, aunque el
tratamiento control obtuvo el mayor peso de racimo, dichas diferencias no fueron
estadisticamente significativas en comparacion con los tratamientos Clo, Sul y SulEnv. Por
ultimo, en 2018 fueron los tratamientos que se comenzaron a regar antes de envero (C, Su, y
Clo) los que presentaron el mayor tamafio de racimo. Ninguno de los afios de estudio se
observaron diferencias significativas en el tamafio de racimo segun el tipo de sal aplicada. Estos
resultados difieren de los observados por De la Hera Orts (2004, 2005), en un estudio de riego
deficitario en la variedad Monastrell. Estos autores observaron una correlacién positiva entre el
estrés hidrico y el tamafio de racimo. Esta misma correlacion positiva fue obtenida por Romero
et al. (2013) en un ensayo de 3 afios en la variedad Monastrell, observando siempre un mayor
tamafo de racimo en los tratamientos con mayor aporte de agua. Es posible que en nuestro
ensayo no se observen tan claramente los efectos del estrés hidrico sobre el tamafo de racimo

debido probablemente a un efecto combinado con la salinidad.

El peso de raspén mostro diferencias significativas entre tratamientos durante todos los
afos de estudio. El tratamiento S obtuvo significativamente un menor peso de raspén en las 3
campanas, en comparacion con el tratamiento C. Aunque el tratamiento S obtuvo el menor peso
de raspdn durante los tres afios de estudio en comparacion con el resto de tratamientos, estas
diferencias no fueron significativas. No se observé un efecto claro del estrés hidrico y salino por
si solos, en el tamafio de raspdn. Sin embargo, la combinacidn de estrés hidrico y salino produjo
rapones mds pequefios en comparacion con el tratamiento control, durante los tres afos de

ensayo.

113



Por ultimo, no se observaron diferencias significativas del nimero de bayas por racimo
en los diferentes tratamientos aplicados a lo largo de todo el ensayo (Tabla 12). Poco se ha
estudiado sobre las causas de la variacién del nimero de flores por racimo, pero parece légico
que gran parte de esta variacién, pueda producirse durante el periodo de diferenciacion de las
inflorescencias en la yema (Keller, 2015). Acevedo-Opazo et al. (2010) tampoco encontraron
ningun efecto del estrés hidrico en el nimero de bayas por racimo en la variedad Cabernet
Sauvignon. Sin embargo, en ensayos de riego deficitario en la variedad Monastrell, Romero et
al. (2013) observaron diferencias en el nimero de bayas dos de los tres afios de estudio, siendo
el tratamiento con menos estrés hidrico, el que tuvo un mayor nimero de bayas por racimo. En
esta misma variedad, De |la Hera Orts et al. (2004) solo obtuvo diferencias significativas un afio

de estudio, teniendo mayor nimero de bayas el tratamiento mejor regado.

Aunque no hubo diferencias en el nimero de bayas por racimo, si se observaron
diferencias significativas en el peso medio de baya, siendo los tratamientos C, Sul y Clo los que
obtuvieron un mayor tamafo de baya en 2016, mientras que en 2017 los tratamientos con el
mayor tamafio de baya fueron C, Clo, SulEnv y CloEnv. Por ultimo, en 2018, fueron los
tratamientos Cy Sul los que registraron el mayor peso de baya. Por el contrario, el tratamiento
S solo obtuvo el menor tamafio de baya en el afio 2018. Si nos fijamos solamente en los afos
2016y 2018 podemos observar como los tratamientos S, SulEnv y CloEnv, que tuvieron un mayor
estrés hidrico acumulado, tuvieron un menor peso de baya en comparacién con el tratamiento
C. En un ensayo de riego deficitario con las variedades Merlot y Cabernet Sauvignon, Bowen et
al. (2011) observaron una reduccion en el peso medio de bayas que habian sufrido mayor estrés
hidrico. Resultados similares fueron obtenidos por Keller et al. (2008) en vides de Cabernet
Suavignon bajo un régimen hidrico deficitario. En estudios realizados sobre la variedad
Monastrell, Romero et al. (2013) y De la Hera Orts et al. (2004, 2005) observaron como los
tratamientos mejor regados producian las bayas mads grandes. A la vista de nuestros resultados
durante los afios 2016 y 2018 las plantas que sufrieron un mayor estrés hidrico produjeron las
bayas mas pequenfas, sin embargo, este efecto del estrés hidrico sobre el tamafio de baya no se

observé en 2017.

114



Tabla 12. Rendimiento y componentes del racimo de los 6 tratamientos aplicados durante los 3 afios de
estudio.

Peso Peso Peso
. o Rendimiento Ne . , Ne medio
Tratamiento Afo . medio de raspén
(t/ha) racimos . bayas de baya
racimo (g) (g)
(8)
S 7.6a 17 a 213 a 4.64 a 168 1.13 a
C 12.0c 23 ¢c 217ab 5.99b 140 1.57c
Sul 2016 8.7 ab 19 ab 218 ab 5.46 ab 143 1.37 bc
Clo 9.8b 20b 239 bc 6.01b 175 1.37 bc
SulEnv 8.5ab 18 ab 232 bc 4.96 ab 165 1.34ab
CloEnv 9.6b 18 ab 242 c 4.47 a 150 1.31ab
ANOVA * %k k %k k k * * ns * %k
S 53a 14 a 173 a 8.25a 114 1.37a
C 8.8¢c 19¢c 200 c 11.30 bc 142 1.82 abc
Sul 2017 8.4 c 20c 195 bc 11.99 c 142 1.62 ab
Clo 8.4c 20c 194 bc 9.27 ab 124 2.24 c
SulEnv 79b 18 bc 190 abc 8.49 a 114 1.81 abc
CloEnv 7.1b 16b 181 ab 9.89abc 118 2.04 bc
ANOVA %k 3k kK k * * ns *
S 14.1a 22 a 282 a 7.34a 223 1.10 a
C 213c 27 b 356 ¢ 10.64 b 233 1.69c
Sul 2018 189b 25 ab 351 bc 9.81 ab 237 1.68c
Clo 19.3 b 24 a 368 ¢ 9.84 ab 275 1.44b
SulEnv 176b 24 a 325b 9.71ab 265 1.40b
CloEnv 18.2b 24 a 326b 8.68 a 231 1.38b
ANOVA %k 3k k %k %k x %k k k% ns % %k %k

ANOVA: analisis de la varianza. S: Secano; C: Control; Sul: Sulfatos; Clo: cloruros; SulEnv: Sulfatos regados
después de envero; CLoEnv: Cloruros regados después de envero. *, ** y ***: indican diferencias
significativas entre tratamientos para p <0.05, 0.01 y 0.001, respectivamente, ns: indica efectos no
significativos (p>0.05). Las medias seguidas de letras diferentes indican diferencias significativas entre los
tratamientos (p <0.05) segun el test de rango multiple de Duncan.

Para finalizar este apartado, debemos recordar que son varios los factores que influyen
en la eficiencia del lavado de sales en el suelo, entre los que destacan: la textura del suelo, los
niveles de salinidad del agua de riego, el nivel freatico del agua subterrdnea, los métodos de
riego aplicados y el tiempo de aplicacion del riego (Corwin et al., 2007; Ayars et al., 2011). En
este estudio concreto, podemos afirmar que la textura franco-arenosa, caracteristica de la
parcela de estudio, ha tenido una gran influencia en el lavado de las sales del suelo. Los leves
efectos producidos por la salinidad sobre el rendimiento y los componentes de la produccion,
vienen determinados en gran medida, por la textura franco-arenosa del suelo y la gran eficiencia
de este tipo de suelos en el lavado de sales (Van Hoorn, 1981). Habria que profundizar en
estudios futuros para conocer qué ocurre con la acumulacidn de sales en el suelo y la planta a

mas largo plazo.
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4.2.3 Crecimiento vegetativo, peso de poda e indice de Ravaz
EnlaTabla 13 se muestran los resultados para los parametros de crecimiento vegetativo,
el peso de poda y el indice de Ravaz obtenidos en cada uno de los tratamientos durante los 3

afios de ensayo (2016-2018).

El nimero de sarmientos por cepa solo fue estadisticamente distinto entre tratamientos
el primer afio de ensayo (2016), siendo el tratamiento CloEnv el que registré un mayor niumero
de sarmientos. Obviamente esto fue determinado por la poda invernal del afio anterior,
realizada por el agricultor antes del comienzo del ensayo sin tener en cuenta el nimero de
yemas dejadas. En los afios posteriores, al no existir diferencias significativas en el nimero de
sarmientos, garantizamos que las diferencias producidas en el rendimiento y en los
componentes del racimo fueron debidas a los tratamientos aplicados y no al diferente nimero

de pdmpanos en la cepa.

En cuanto a longitud del sarmiento principal, y contrariamente a lo esperado, en 2016
el tratamiento S alcanzé la mayor longitud de sarmiento en comparacidén con todos los
tratamientos regados. Esto podria explicarse por la ejecucién de un despunte mecdnico
realizado por el viticultor, el cual cortd los sarmientos de mayor longitud (que posiblemente
eran mas numerosos) en los tratamientos regados, evitando que continuaran creciendo sin
llegar a podar los pampanos del tratamiento S, que debido al fuerte estrés hidrico que sufrian
las plantas no habian crecido lo suficiente para llegar a la altura minima de la podadora. Por lo
tanto, se puede especular que, una vez realizada esta pre-poda, los pampanos del tratamiento
secano continuaron creciendo hasta alcanzar 97.5 cm, al contrario que los sarmientos de los
tratamientos regados. En los aiflos 2017 y 2018, el tratamiento S redujo significativamente la
longitud de sarmiento en comparacién con el tratamiento C. Aunque los tratamientos Sul y Clo
obtuvieron una menor longitud de sarmiento en comparacion con el tratamiento C durante los
tres afios de estudio, no se observo un efecto claro de la salinidad en la longitud del sarmiento
principal. De forma similar a nuestros resultados, en ensayos de la variedad Monastrell con riego
deficitario Romero et al. (2013) y De la Hera Orts et al. (2004) observaron cémo los tratamientos
qgue habian sufrido mayor estrés reducian significativamente la longitud media del sarmiento.
De forma contraria, otros autores como Acevedo-Opazo et al. (2010), en un estudio de riego
deficitario realizado en Cabernet Sauvignon (2002-2005), no encontraron diferencias
significativas entre los pardmetros de crecimiento vegetativo, achacandolo a una insuficiente

restriccion hidrica que no llegaba a afectar a la expresién vegetativa de las cepas.

Aunque en el afio 2016 no hubo diferencias significativas entre tratamientos en la

superficie foliar por cepa, durante los tres afios de estudio, el tratamiento C obtuvo la mayor

116



superficie foliar por cepa. Durante los afios 2017 y 2018, el tratamiento C obtuvo una mayor
superficie foliar en comparacion con el resto de tratamientos. En 2017, los tratamientos S y
CloEnv obtuvieron la menor superficie de drea foliar (< 5 m?). Por otro lado, en 2018, no se
observaron diferencias significativas entre tratamientos, aunque fue el tratamiento CloEnv, el
que obtuvo la menor superficie foliar. Durante todos los afios de estudio, los tratamientos
salinos Clo y Sul tuvieron menor area foliar que el tratamiento C, pero estas diferencias solo
fueron significativas en 2017 y 2018. En esta linea, en un ensayo de riego deficitario sobre la
variedad Monastrell, Romero et al. 2013 obtuvieron valores similares a los nuestros, siendo los
tratamientos mejor regados los que obtuvieron mayor superficie foliar. De la Hera Orts et al.
(2004) observaron que las vides procedentes de dos tratamientos de riego deficitario obtuvieron
mayor area foliar que las vides no regadas. Sin embargo, estos autores no observaron diferencias
significativas en el area foliar, entre los dos tratamientos con riego deficitario (1003 y 1622
m3/ha). En este mismo sentido, en un ensayo donde se comparaba un tratamiento sin riego, con
6 tratamientos de riego combinando diferentes momentos de aplicacion y cantidad de agua
aplicada, Intrigliolo y Castel (2010), encontraron una mayor area foliar entre el tratamiento con

aporte de riego y el tratamiento sin riego.

Respecto al peso de madera de poda, se observaron diferencias significativas entre
tratamientos durante los dos afios analizados (2017 y 2018), siendo el tratamiento S el que
obtuvo los menores valores en ambos afios. En el afio 2017, los tratamientos C y Clo,
presentaron los valores mas altos para el peso de la madera de poda (1.13 kg/ cepa). En 2018,
el tratamiento C (1.25 kg/cepa) obtuvo el mayor peso de madera de poda en comparacién con
el resto de tratamientos. Los tratamientos que sufrieron un mayor estrés hidrico presentaron
de forma generalizada menores pesos de madera de poda, coincidiendo con resultados
obtenidos por otros autores en diferentes variedades: Tempranillo (Santesteban et al., 2011),
Moscatel de grano menudo (Buesa et al., 2017) y Pinot noir (Zufferey et al., 2017). En ensayos
realizados sobre la variedad Monastrell y riego deficitario, Romero et al. (2013) y De la Hera Orts
et al. (2004) obtuvieron resultados similares a los nuestros, observando que las vides que habian
sufrido un mayor estrés hidrico, producian un menor peso de madera de poda. Sin embargo,
Acevedo-Opazo et al. (2010) no encontraron diferencias significativas en el peso de madera de
poda en la variedad Cabernet Sauvignon, en un ensayo de tres afnos donde se comparaba un
tratamiento secano con dos tratamientos de riego deficitario. En 2017, no hubo diferencias
significativas entre tratamientos para el indice de Ravaz. Sin embargo, en 2018 el tratamiento

Clo obtuvo el valor mas alto. Se observé una gran diferencia en los valores del indice de Ravaz
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entre el afo 2017 con una media de 3.49 y el afio 2018 con una media de 8.20, esta diferencia

fue debida en gran medida a la diferencia de rendimiento productivo entre ambos afios.

Por ultimo, hemos de destacar que el tratamiento S (tratamiento que tuvo mayor estrés

hidrico durante el ciclo vegetativo en comparacion con el resto de tratamientos) contrariamente

a lo esperado, no obtuvo de forma consistente a lo largo de los tres afios de estudio, los menores

valores en los parametros de area foliar, ni longitud de sarmiento ni longitud media de

secundarios. Esto podria deberse a los despuntes mecanicos realizados por el agricultor y al

sistema de conduccién con una espaldera baja, en la que el crecimiento de las plantas viene

limitado no solo por el estado hidrico de las plantas sino también por otros factores externos.

Tabla 13. Parametros de crecimiento vegetativo, peso de poda e indice de Ravaz para todos los
tratamientos durante los tres afios de estudio (2016-2018).

Longitud  Longitud  Area Peso

. . Ne media media foliar poda indice de

Tratamientos Ao . . .
sarmientos sarmientos  nietos cepa (kg/ Ravaz
(cm) (cm) (m?) cepa)

S 14 a 97.5¢c 109a 5.70 - -
C 15 ab 91.3 abc 16.7b 5.63 - -
Sul 2016 13 a 90.5 abc 13.8 ab 5.30 - -
Clo 13a 94.2 bc 146b 6.24 - -
SulEnv 15ab 87.8 ab 15.3b 5.32 - -
CloEnv 16b 85.0a 16.1b 5.73 - -
ANOVA * o * ns
S 13 99.5a 139a 4.85a 0.75a 3.24
C 14 120.8 ¢ 20.1b 6.61c 1.13c 3.53
Sul 2017 13 114.3 bc 144a 5.08ab 1.02bc 3.68
Clo 13 115.5 bc 19.2b 6.01ab 1.13c 3.31
SulEnv 14 118.4c 17.4ab 6.25b 1.08c 3.31
CloEnv 13 102.9 ab 16.1ab 4.81a 0.82a 3.89
ANOVA ns ok * ok kK ns
S 18 87.3a 7.2a 4.70a 0.88 a 7.25a
C 19 102.1b 103 b 5.82b 1.25c 7.70 ab
Sul 5018 19 81.5a 6.9a 458a 1.08 bc 7.91ab
Clo 18 81.7a 8.2ab 449a 0.96bc 9.07b
SulEnv 20 85.3a 5.7a 469a 0.92bc 8.63 ab
CloEnv 19 83.2a 5.5a 4.43a 0.95bc 8.64 ab

ANOVA: andlisis de la varianza. S: Secano; C: Control; Sul: Sulfatos; Clo: cloruros; SulEnv: Sulfatos regados

después de envero; CLoEnv: Cloruros regados después de envero. *,

** y ***: indican diferencias

significativas entre tratamientos para p <0.05, 0.01 y 0.001, respectivamente, ns: indica efectos no
significativos (p>0.05). Las medias seguidas de letras diferentes indican diferencias significativas entre los
tratamientos (p <0.05) segun el test de rango multiple de Duncan.

El equilibrio vegetativo de la vid es un concepto clave en viticultura y estd estrechamente

relacionado con el manejo de la poda. Para calcular este equilibrio se relaciona el rendimiento

productivo y el rendimiento vegetativo dando lugar a lo que se conoce como “la carga de
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cultivo”. La expresion mas extendida para obtener la carga de cultivo es el indice de Ravaz
(Ravaz, 1903). Para obtener el indice de Ravaz (kg de fruta / kg de madera de poda), se relaciona
la produccién de vid en vendimia con el peso de la poda latente obtenido durante el invierno
siguiente. Este indice indica el equilibrio en el que se encuentran las plantas del vifiedo. Valores
“bptimos” de entre 5 y 10 kg de fruta/kg de peso de poda reflejan un buen balance entre
rendimiento y vegetacion, sugiriendo que las cepas pueden ser capaces de producir fruta de alta
calidad; valores mayores de 10 indican una sobreproduccién, mientras que valores menores de
5 kg de fruta/kg de peso de poda reflejan un exceso en el crecimiento vegetativo para un
determinado nivel productivo (Bravdo et al., 1985; Smart et al., 1990). En 2017, no se observaron
diferencias significativas y todos los valores fueron inferiores a 5 kg de fruta/kg de peso de poda
en todos los tratamientos, por lo que nos encontramos ante una viia descompensada en
términos de equilibrio vegetativo, produciendo mucha menos fruta de la que la superficie foliar
podria soportar. Estos bajos valores obtenidos, indican que podriamos aumentar el rendimiento
productivo de nuestro vifiedo gracias al respaldo de un buen crecimiento vegetativo. Por el
contrario, en el aifio 2018 este indice de Ravaz aumento significativamente respecto al de 2017,
situandonos en valores cercanos a 10, por lo que, aunque estemos dentro del rango de valores
“6ptimos” para un buen equilibrio entre rendimiento y crecimiento vegetativo, se deberia vigilar
el rendimiento para el afio siguiente. Durante este afo el tratamiento que mas estrés hidrico
sufrié (S), presentd los valores mas bajos de kg fruta/kg de madera de poda. En concordancia
con nuestros resultados, Romero et al. (2013) obtuvieron resultados similares en estudios

realizados sobre la variedad Monastrell en un clima similar al de la zona de estudio.

Otros autores como Kliewer y Dokoozlian (2005), proponen la utilizacién de otro indice
para el cdlculo del equilibrio vegetativo en el vifiedo. Este indice relaciona el area foliar con los
kg de fruta obtenidos. Valores dptimos oscilan entre 0.7 y 1.7 m? de area foliar/kg de fruta.
Aunque en esta Tesis Doctoral no se muestren los resultados, la media de la relacion area
foliar/kg de fruta fue de 1.35, 1.64 y 0.58 en los afios 2016, 2017 y 2018, respectivamente. Por
lo que, durante los dos primeros afios, la relacién area foliar/kg de fruta obtuvo valores altos
dentro del umbral de valores éptimos propuestos, lo que no fue perjudicial para la calidad de
las bayas o el vino ya que existia suficiente dosel vegetal para madurar toda la carga de fruta.
Sin embargo, en el afio 2018, una relacion baja del area foliar/kg de fruta (0.58) a consecuencia
de un alto rendimiento productivo, pudo limitar una adecuada maduracion de la uva afectando

a la composicién y calidad del vino, como veremos posteriormente.
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4.2.4 Estado nutricional y acumulacion de sodio en tronco.

La fertirrigacion es una técnica agricola que permite aplicar de forma simultanea aguay
fertilizantes a través del sistema de riego. Esta técnica permite modificar el estado nutricional
de la planta, en busca del equilibrio correcto entre superficie foliar activa y rendimiento
productivo. Sin embargo, una aplicacién inadecuada de fertilizantes puede desequilibrar la
disponibilidad de nutrientes para la planta, afectando negativamente al estado nutricional de
las plantas y a la calidad final del vino (Dominguez et al., 2015). Por todo lo mencionado
anteriormente, es importante conocer cual es el estado nutricional del vifiedo, para desarrollar
una buena estrategia de fertirriego, asi como detectar carencias o desequilibrios nutricionales

en el vifedo.

Es necesario recordar que, para un vifiedo determinado, la caracterizacion del estado
nutricional dependerd en gran medida del tejido foliar analizado (limbo o peciolo), del estado
fenoldgico de las plantas (floracidn, envero, vendimia) y de la posicidn en la que se encuentren
las hojas muestreadas, encontrando grandes diferencias entre la concentracién de nutrientes
en respuesta a cada una de las combinaciones comentadas anteriormente (Garcia-Escudero et
al.,, 2001, 2002a, 2002b; Romero et al., 2010, 2013). Por ello es importante mantener una
constancia en el tiempo y en el tipo de muestreo, y comparar esos resultados con otros valores
de referencia obtenidos en condiciones similares. En nuestro caso, al haber realizado los
muestreos de manera diferente cada afio (2016: Muestreo de limbos en vendimia; 2017:
Muestreo de limbos en envero; 2018: Muestreo de peciolos en envero) solo se presentan los
valores del analisis foliar de peciolos realizado en envero durante el afio 2018. Al no encontrar
valores de referencia para andlisis nutricional de tejidos foliares en Monastrell, se han utilizado
los valores de referencia descritos por Garcia-Escudero et al. (2013) para la variedad Tempranillo
injertada sobre 110-R en la Denominacién de Origen Calificada Rioja, obtenidos después de

analizar durante once afios material foliar procedente de 166 vifiedos diferentes.

En la Tabla 14 se muestran los valores del estado nutricional de la vid (macronutrientes
y micronutrientes) obtenidos del andlisis foliar de peciolos en envero durante el afio 2018. Los
resultados obtenidos se expresan en porcentaje de nutriente sobre materia seca y en miligramos
de nutrientes por kilogramo de materia seca. No se encontraron diferencias significativas entre
tratamientos para la concentracidon de los macronutrientes obtenidos. Las concentraciones de
N, P y Ca obtenidas del andlisis nutricional de los peciolos fueron similares a los establecidos por
Garcia-Escudero et al. (2013), situdndose los valores en los rangos éptimos. Aunque los valores
de K fueron mds bajos y los valores de Mg mas altos en comparacion con los valores éptimos de

referencia para la variedad Tempranillo. Tampoco se encontraron diferencias significativas entre
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tratamientos para los micronutrientes, estando el Fe y el Cu, por debajo de los valores de

referencia dptimos y el Zn por encima de estos valores (Garcia-Escudero et al., 2013).

Tabla 14. Macro y micronutrientes presentes en el tejido foliar de la vid (peciolo) para cada tratamiento,
en el aifo 2018.

% peso seco mg/kg m.s.

N P K Ca Mg Fe Mn Zn Cu B
S 0.52 0.08 0.64 243 1.27 13.31 13548 31.73 197 35.61
C 049 0.11 0.83 237 1.16 16.10 12994 37.31 234 30.92
Sul 053 0.11 0.65 204 1.32 12.94 138.04 35.83 2.22 33.01
Clo 050 0.11 085 226 1.21 1290 124.62 41.79 2.20 30.15
SulEnv  0.52 0.08 0.54 2.09 1.19 14.18 129.46 35.47 2.17 33.85
CloEnv 050 0.09 0.36 196 1.13 11.74 126.58 33.14 1.76 27.91
ANOVA ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns

ANOVA: analisis de la varianza. S: Secano; C: Control; Sul: Sulfatos; Clo: cloruros; SulEnv: Sulfatos regados
después de envero; CLoEnv: Cloruros regados después de envero. ns: indica efectos no significativos
(p>0.05).

En la Figura 38 se muestran los resultados obtenidos para la concentracion de cloruros
y sulfatos en el peciolo en el momento de envero (expresados en mg/kg de materia seca). La
concentracion maxima de cloruros obtenida en los andlisis foliares en envero fue de 12,715
mg/kg m.s.y 9,190 mg/kg en los tratamientos Clo y CloEnv, respectivamente, llegando a triplicar
el valor del resto de tratamientos. De estos dos valores, la concentracién del tratamiento CloEnv
(9,190 mg/kg) esta por debajo de los valores limite (10,000-15,000 mg/kg), establecidos como
valores tdxicos para la concentracion de cloruros en vid (Nagarajah, 1992; Reuter y Robinson,
1997; Prior et al., 1992). Por otro lado, el tratamiento Clo obtuvo concentraciones de cloruro de

12,715 mg/kg, que, segun los rangos de toxicidad establecidos previamente, si serian toxicas.

Esta alta concentracién de cloruros en el tratamiento Clo era de esperar, ya que es el
tratamiento que mds aporte de agua salina con cloruros ha recibido durante la época de
crecimiento, ya que el momento de inicio de riego comienza cuando las plantas alcanzan un
potencial hidrico de tallo superior a 8 bares (-0.8 MPa). El tratamiento CloEnv, también registré
una alta concentracion de cloruros pese a que solo habia recibido 22 mm de riego cuando se
realizd el muestreo. Esto puede ser debido a que la concentracion de cloruros en las hojas que
nacen cada primavera proceden, por un lado, de la solucién del suelo durante la temporada de
crecimiento y, por otro lado, de los cloruros almacenados en los tejidos permanentes de la vid
(Netzer et al., 2014). En un estudio sobre el efecto del riego con aguas tratadas aplicadas en un
vifiedo de uva de mesa de la variedad Sugraone injertada sobre 1103 Paulsen, Netzer et al.
(2014) obtuvieron concentraciones de cloruro maximas en el tejido foliar recogido en vendimia
de 9,131 mg/kg. Estos valores son similares a los obtenidos en nuestro ensayo para los

tratamientos regados con aguas salinas ricas en cloruro sddico.
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Respecto a la concentracidon de sulfatos en los peciolos, aun observandose ciertas
diferencias entre los tratamientos, no se observd ningun efecto claro de los tratamientos
respecto a la acumulacién de sulfatos. Los valores de sulfatos fueron similares en los
tratamientos S, C y SulEnv y superiores en comparacién con el resto de tratamientos Sul, Clo y
CloEnv. Los tratamientos regados con sulfatos mostraron una acumulacién de sulfatos mayor a

la de los cloruros independientemente del momento de inicio de riego.
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Figura 38. Acumulacién de cloruros y sulfatos en los peciolos de las hojas (n=12). Las barras de error
representan el error estandar de las medias.

EnlaTabla 15 se presenta la composicidn mineral obtenida del muestreo realizado sobre
la madera de tronco en el Ultimo afio de estudio, con el fin de estudiar la acumulacién de
cationes en el tronco después de la aplicacion de diferentes riegos deficitarios con aguas salinas.
En ninguno de los elementos analizados, excepto el sodio, se registraron diferencias
significativas entre los tratamientos aplicados. Los tratamientos S y C presentaron una
acumulacion de Na* en tronco significativamente menor que el resto de los tratamientos. Por
un lado, hubo diferencias significativas entre los 2 tratamientos con agua salina que se
comenzaron a regar al mismo tiempo (Sul y Clo) y el tratamiento C, existiendo una mayor
acumulacidn de sodio en el tronco en el tratamiento Clo (167.1 mg/Kg), seguido del tratamiento
Sul (115.6 mg/Kg) y por ultimo en el tratamiento C (49.1 mg/Kg). Por otro lado, no se observaron
diferencias significativas entre los tratamientos que se comenzaron a regar después de envero
con diferentes tipos de sal. Por lo tanto, después de tres afios de riego con agua salinas, se
observd una clara acumulacidon de sodio en los tratamientos regados con aguas salinas,
independientemente del momento de comienzo del riego y del tipo de sal aplicada. Los
resultados obtenidos en esta Tesis Doctoral concuerdan con los resultados obtenidos por Netzer
etal. (2014) y Dag et al. (2015). Estos autores observaron una acumulacién de sodio en la madera

y el xilema del tronco, en los tratamientos regados con aguas salinas.
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Tabla 15. Composiciéon mineral del tronco tras 3 afios de estudio.

Concentracién (mg/100g) Concentracién (mg/kg)

P K Ca Mg Fe Mn Zn Cu B Na
S 002 022 019 006 33.65 6.49 677 177 261 67.8ab
C 0.02 0.21 0.19 0.06 33.61 7.88 11.50 1.99 2.05 49.1a
Sul 0.02 0.24 1.08 0.07 29.15 13.03 9.40 2.35 1.99 115.6 bc
Clo 0.02 0.22 0.18 0.06 27.15 7.35 9.83 283 1.02 167.1c

SulEnv  0.02 0.21 0.17 0.06 27.06 6.80 6.38 198 1.14 152.2bc

CloEnv  0.02 0.22 0.15 0.05 19.66 6.20 7.87 199 094 127.4Dbc

ANOVA ns ns ns ns ns ns ns ns ns *
ANOVA: analisis de la varianza. S: Secano; C: Control; Sul: Sulfatos; Clo: cloruros; SulEnv: Sulfatos regados
después de envero; CLoEnv: Cloruros regados después de envero. *: indica diferencias significativas entre
tratamientos para p <0.05, ns: indica efectos no significativos (p>0.05). Las medias seguidas de letras
diferentes indican diferencias significativas entre los tratamientos (p <0.05) segun el test de rango
multiple de Duncan.

4.3 Resultados enolégicos

4.3.1 Composicidn fisicoquimica del mosto

En la Tabla 16 se recogen los resultados obtenidos al analizar la composicién
fisicoquimica del mosto de la uva Monastrell en el momento de la vendimia. No se encontraron
diferencias significativas entre los tratamientos para los pardmetros de pH y acido tartarico en
los tres afios de estudio, pero si las hubo en el pardmetro del acido mdlico. Respecto a la
concentracién de SST y acidez total solo hubo diferencias significativas entre tratamientos en el

ano 2016.

Es sabido que la acumulacién de azlcares en la baya depende de la capacidad de
fotosintesis de la planta. Las bayas acumulan azlcares procedentes de las hojas mas préximas
Yy, €n un porcentaje menor, de los tejidos con acumulacion de reservas (Ruffner, 1982; Jackson,
1986; Lavee y Nir, 1986; Coombe, 1992; Martinez et al., 2010). En los resultados obtenidos en el
afio 2016, los tratamientos que se comenzaron a regar después de envero (SulEnv y CloEnv) y el
tratamiento S presentaron una menor concentracién de SST. Esto podria deberse a que un estrés
hidrico considerable puede reducir la tasa de asimilacion neta, y por tanto la acumulacién de
azucares durante el periodo de maduracion (Matthews y Anderson, 1988; McCarthy, 1997;
Sipiora y Gutiérrez, 1998; Santesteban et al., 2011). En 2017, las bayas presentaron una mayor
concentracion de SST en comparacidn con las otras dos campafias, pero no hubo diferencias
significativas entre tratamientos, probablemente debido a una homogeneizacién del mosto en
los depésitos, por el mal estado sanitario de la uva debido a la presencia de la plaga de Lobesia
botrana que afecté al vifledo. Esta plaga afectd considerablemente poco antes de vendimia,
produciendo un alto porcentaje de pudricidon y desecacion de bayas. Todo ello derivé en un

efecto de concentracidon de azlcares en el mosto provocado por la desecacién y deshidratacion
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de la uva. En 2018 se obtuvieron los valores mas bajos de SST en el mosto en comparacion con
los dos afios anteriores, debido a que este afio la uva se vendimié con un bajo grado de madurez
tecnoldgica, probablemente debido al gran rendimiento obtenido, no habiendo este afio

tampoco diferencias significativas entre tratamientos.

Como hemos dicho anteriormente, solo se observaron diferencias significativas entre
tratamientos para la acidez total en el afio 2016, siendo los tratamientos S, SulEnv y CloEnv los
que presentaron valores mas bajos de acidez. Estos resultados concuerdan con los obtenidos
por Santesteban et al. (2011), que observaron una reduccién de la acidez total del mosto cuando
se redujo la dosis de riego, aumentando el estrés hidrico de las plantas. En este sentido otros
estudios observaron una reduccién de la acidez total del mosto en tratamientos con riego
deficitario cuando se comparaba con plantas que tenian satisfechas sus necesidades hidricas
(Sheltie, 2006; Santos et al., 2007a). Tampoco se observé ningun efecto de la salinidad en la
acidez total ya que los valores de los tratamientos Clo y Sul fueron similares a los del tratamiento
C. Durante los afios 2017 y 2018 no solo no se han observado diferencias significativas entre
tratamientos, sino que tampoco se observé ninguna tendencia en el incremento o descenso de
la acidez total entre tratamientos del mosto. En este sentido Acevedo-Opazo et al. (2010)
tampoco observaron diferencias significativas en la acidez total del mosto en un estudio de 3
afos de riego deficitario en Cabernet Sauvignon. Al igual que ocurrié con los SST, también se
observé una gran variabilidad de los valores de acidez total entre los diferentes anos de estudio,
oscilando los valores entre un minimo de 4.37 g/L para el tratamiento S en 2016 y valores
maximos de 9.81 g/L para el tratamiento C en 2017. Un ejemplo de esta gran variabilidad se
puede observar en el afio 2018 donde no se produjeron diferencias significativas entre
tratamientos, siendo el valor de la acidez total del tratamiento S de 4.79 y de 6.59 g/L en el
tratamiento SulEnv. El mosto procedente de uvas maduras suele contener entre 5y 10 g/L de
acidos orgénicos (Keller, 2015), aunque valores comprendidos entre 6.5 g/L y 8.5 g/L se
consideran dptimos para la elaboracién de vinos equilibrados (Conde et al., 2007). Por lo tanto,
y aunque la mayoria de los resultados obtenidos durante los 3 afios quedarian englobados
dentro del rango de valores mostrados por Keller (2015), cabe destacar que estarian fuera del
rango optimo de valores de acidez total para elaborar vinos equilibrados segun Conde et al.

(2007).

En cuanto a la concentracion de acido malico, se observaron diferencias significativas
entre tratamientos durante los tres afios de ensayo, siendo el tratamiento S y los tratamientos
regados después de envero (SulEnv y CloEnv) los que presentaron las menores concentraciones

de este compuesto durante las tres campafias. Como en nuestro ensayo, en otros muchos otros
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estudios realizados en variedades tintas en diferentes regiones, se ha observado que vides con
un mejor estado hidrico producian uvas con mayor concentracién de acido malico (Souza et al
2005; Santos et al; 2007b; Zufferey et al., 2017, Santesteban et al., 2011) y mas concretamente
en estudios de la variedad Monastrell (Romero et al., 2010, 2013, 2015). Esto puede explicarse
por el efecto que tiene la aplicacién de una mayor cantidad de riego en el aumento de la
superficie foliar, y por tanto, una reduccién significativa de la temperatura del microclima del
racimo (Gamero et al., 2014). Al generarse un microclima mds fresco en el racimo, debido a una
mayor drea sombreada inducida por una mayor superficie de hoja, se produce una menor

combustidn del acido malico durante la maduracion (Escalona et al., 2012).

Tabla 16. Caracteristicas fisicoquimicas del mosto procedente de uva de la variedad Monastrell.

Tratamiento Aio SST (2Brix) pH Ac. Total Ac. Tartdrico Ac. Mdlico

S 2553 3.59 437 a 4.48 1.53a
C 27.6b 3.44 6.65 b 4.37 2.11c
Sul 5016 28.1b 3.53 6.60 b 4.32 2.05 bc
Clo 289b 3.44 6.73 b 4.27 2.35¢c
SulEnv 25.6a 3.48 5.08 ab 4,53 1.67 ab
CloEnv 25.6a 3.51 4.67 a 4.72 1.58a
ANOVA HkE ns * ns ok

S 30.2 3.25 9.06 5.08 2.79a
C 30.7 3.20 9.81 4.90 3.86¢
Sul 5017 28.1 3.20 9.66 4.77 3.57c
Clo 28.1 3.22 9.32 5.00 3.41 bc
SulEnv 28.1 3.23 8.44 5.39 2.83 ab
CloEnv 29.4 3.13 9.81 5.29 2.89 ab
ANOVA ns ns ns ns o

S 19.3 3.34 4.79 5.38 141a
C 19.3 3.36 5.60 4.80 2.23 bc
Sul 5018 20.5 4.05 6.57 4.35 2.29¢
Clo 19.9 3.75 6.47 4.75 1.99 bc
SulEnv 20.5 3.57 6.59 4.64 1.81ab
CloEnv 19.6 3.78 6.56 5.02 1.48 a
ANOVA ns ns ns ns o

La acidez total, acido tartarico y acido malico estan expresados en g/L (acidez total g/L de &acido
tartarico). ANOVA: analisis de la varianza. S: Secano; C: Control; Sul: Sulfatos; Clo: cloruros; SulEnv:
Sulfatos regados después de envero; CLoEnv: Cloruros regados después de envero. *, ** y ***: indican
diferencias significativas entre tratamientos para p <0.05, 0.01 y 0.001, respectivamente, ns: indica
efectos no significativos (p>0.05). Las medias seguidas de letras diferentes indican diferencias
significativas entre los tratamientos (p <0.05) segun el test de rangos multiples de Duncan.
4.3.2 Composicion fendlica en la uva
4.3.2.1 Antocianos

Los antocianos son los principales compuestos responsables del color en los vinos tintos,

y juegan un papel fundamental tanto en la estabilizaciéon del color, como en su capacidad

antioxidante (Li, 2006). En la mayoria de las variedades de Vitis vinifera se han identificado
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antocianinas monoglucdsidas (delfinidina, cianidina, petunidina, peonidina y malvidina) y
antocianinas monoglucdsidas aciladas, siendo la proporcidon de unas y otras diferente entre

variedades (Cheynier, 2005; Mufioz et al., 2014; Keller, 2015).

En la Tabla 17 se muestran los resultados de la composicién antocianidica de la uva para
los diferentes tratamientos de riego y salinidad aplicados en nuestro ensayo. Durante los tres
afios de estudio la mayor concentracidn de antocianos se observé en el tratamiento S. En 2016
no se observaron diferencias significativas entre el resto de tratamientos En 2017, en los
tratamientos regados durante mas tiempo (C, Sul y Clo) se observé una tendencia positiva a una
mayor acumulacién de antocianos en comparacién con los tratamientos regados después de
envero. Contrariamente, en 2018 fueron los tratamientos que se comenzaron a regar después
de envero, los que obtuvieron una mayor concentracidon de antocianos totales. Durante los 3
afos de estudio, no se observd ninguna diferencia significativa entre los tratamientos salinos
(Sul'y Clo) y el tratamiento C en la concentracidn de antocianos totales. Tampoco se observaron
diferencias significativas en los tratamientos en los que el inicio de riego fue el mismo, pero con

diferente tipo de sal afadida (Sul-Clo y SulEnv-CloEnv).

Aunque todos los tratamientos (excepto S) fueron regados deficitariamente, no se
observé un incremento claro en la concentracidn de antocianos totales en los tratamientos
regados que sufrieron un mayor estrés hidrico (SulEnv y CloEnv). En cambio, otros autores han
observado que la aplicacidn de riegos deficitarios controlados e incluso la no aplicacién de riego,
produce un incremento de la sintesis de antocianos (Ferrandino y Lovisolo, 2014; Fortes et al.,
2015; Pilati et al., 2017). Por otro lado, Yan-lun Jua et al. (2019) observaron, en un ensayo de
riego deficitario sobre la variedad Cabernet Sauvignon, que el tratamiento con el menor
volumen de riego (60% ET.) obtuvo la mayor concentracién de antocianos tanto en uva como en
vino. Romero et al. (2013) en un ensayo de riego deficitario en la variedad Monastrell
observaron que las uvas procedentes de plantas que habia tenido mayor estrés hidrico a lo largo
del periodo vegetativo, incrementaron significativamente el contenido en antocianos llegando
a acumular hasta un 25% mas de antocianos que las bayas que habian tenido menor estrés
hidrico. Por ultimo, nuestros resultados van en concordancia con los resultados obtenidos por
De la Hera Orts et al. (2005), que en un ensayo realizado en la variedad Monastrell, en Jumilla
(misma zona geografica donde se ha realizado esa Tesis Doctoral), donde se comparaba varios
tratamientos de riego deficitario (brotacién-cuajado, cuajado-envero y envero-vendimia) con un
tratamiento control no regado. En ambos afios, estos autores observaron que el tratamiento no

regado alcanzo las mayores concentraciones de antocianos en uva, siendo el tratamiento regado
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deficitariamente desde cuajado a envero el que presento la menor concentracién de antocianos

en uva.

La concentracién de antocianos no acilados durante los tres afios de estudio siempre
fue mayor que la concentracién de antocianos acilados en todos los tratamientos, siendo el
tratamiento S el que presentd una mayor concentracién de antocianos acilados y no acilados
durante los 3 afios. Esta mayor concentracidn de antocianos no acilados es caracteristico de la
variedad Monastrell (Van-Leeuwen y Seguin, 1994; Garcia-Beneytez et al., 2003). Asi, Van-
Leeuwen y Seguin (1994), en un estudio del perfil antocianico de esta variedad, observaron que
el porcentaje de antocianos no acilados es muy superior al de acilados, llegando a ser hasta un
89% mas alto. Esto es de gran importancia, ya que el hecho de que la variedad Monastrell tenga
una menor concentracion de compuestos acilados repercute directamente en la calidad del vino
final. Esto se debe a que los antocianos acilados contribuyen a una mayor estabilidad del color
en el tiempo, puesto que pueden participar en reacciones de copigmentacién intramolecular
(Gil-Mufioz et al., 2010), estabilizando y aumentando el color del vino (Hernandez-lJiménez et
al.,, 2007). También, durante los 3 afios de estudio, todos los tratamientos mostraron una
concentracién de antocianos trihidroxilados muy superior a la de los antocianos dihidroxilados,
estos resultados son similares los obtenidos por Gil-Mufioz et al. (2010) en un estudio del perfil
antocianico de la variedad Monastrell en la misma zona de cultivo (Jumilla). Otros autores como
Castellarin y Gaspero (2007) encontraron la misma tendencia para otras variedades de uva como

Tempranillo y Pinot Noir.
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Tabla 17. Composicién antocianidica de la uva (mg/kg uva) por HPLC durante las campafias 2016-2018.

Tratamiento Ao Acilados Acetatos Cumaratos No Acilados Tri-OH Di-OH Sumatorio

S 260.8 c 54.3 b 198.3 ¢ 1229.8b 938.5 b 291.2 b 1490.7 b
C 108.2 a 25.2 a 79.10 a 526.7 a 405.7 a 1209a 634.9 a
Sul 5016 133.4 ab 32.3a 96.9 a 625.6 a 479.7 a 146.3 a 759.0 a
Clo 117.7 a 27.5a 86.9a 548.4 a 379.0a 169.4 a 666.1a
SulEnv 200.7 bc 39.5a 154.5 bc 766.4 a 587.9a 178.4 ab 967.1a
CloEnv 164.8 ab 32.7a 127.2 ab 638.4a 501.3a 137.1a 803.3a
ANOVA * % % * % % * % % * % % * % % * % * % %

S 114.5 21.1 89.6 5749 c 405.3 ¢ 169.5¢c 689.4 c
C 94.15 18.9 70.84 408.3ab 295.3 ab 112.8 ab 502.5 ab
Sul 5017 101.60 21.0 76.61 482.80 b 359.6 bc 123.1b 584.4b
Clo 98.70 19.08 75.65 417.47 ab 310.1 ab 107.3 ab 516.1 ab
SulEnv 97.23 19.1 74.14 384.42 a 291.3 ab 93.0ab 481.6 a
CloEnv 98.87 17.7 77.38 364.64 a 282.2 a 82.3a 463.5a
ANOVA ns ns ns HokE *ok *k Hokk

S 191.9b 23.2 153.4b 566.8 c 477.9 ¢ 88.9 758.7 c
C 104.0a 14.9 80.6 a 230.3 ab 187.1ab 43.1 334.3 ab
Sul 2018 1214 a 17.7 94.6 a 294.7 ab 2289 ab 65.7 416.1 ab
Clo 98.3a 15.3 75.9a 204.1a 155.8 a 48.2 302.4 a
SulEnv 1309a 19.9 100.5a 343.8b 265.1b 78.7 474.7 b
CloEnv 131.3a 18.0 102.4 a 330.5ab 259.2 b 71.3 461.8 b
ANOVA %k %k k ns k% kK sk %k %k %k ns 3k kk

Tri-OH: antocianos trihidroxilados; Di-OH: antocianos dihidroxilados. ANOVA: anaélisis de la varianza. S: Secano; C: Control; Sul: Sulfatos; Clo: cloruros; SulEnv: Sulfatos
regados después de envero; CLoEnv: Cloruros regados después de envero. *, ** y ***: indican diferencias significativas entre tratamientos para p <0.05, 0.01y 0.001,
respectivamente, ns: indica efectos no significativos (p>0.05). Las medias seguidas de letras diferentes indican diferencias significativas entre los tratamientos (p
<0.05) segun el test de rangos multiples de Duncan.
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4.3.2.2 Taninos
Las taninos o taninos condensados junto con los antocianos, son las moléculas

responsables de la mayoria de las caracteristicas sensoriales y organolépticas de los vinos tintos.
En concreto, los taninos son las responsables de la estabilizacion del color y de las caracteristicas
sensoriales de los vinos debido a su astringencia y amargor (Chira et al., 2009).

En la Tabla 18 se muestra la concentracion de taninos en las pieles de Monastrell
obtenidas durante las tres campanias estudiadas (2016-2018). Teniendo en cuenta el tamafio de
la baya (mg/kg uva), durante todos los afios el tratamiento S obtuvo la mayor concentraciéon de
taninos totales expresados como mg/kg de uva. Solamente en los afios 2016 y 2017 los
tratamientos regados post-envero (SulEnv y CloEnv) mostraron una concentracién ligeramente
superior de taninos en comparacién con los tratamientos regados durante todo el ciclo (C, Sul y
Clo). Tampoco hubo diferencias significativas en la concentracidn total de taninos entre el resto
de tratamientos en 2018.

En 2016 Los tratamientos regados con cloruros (Cl y CloEnv) obtuvieron una
concentracién ligeramente superior, pero no significativa, de taninos en comparacién con los
tratamientos regados con sulfatos (Sul y SulEnv), estos resultados no se repitieron en los dos
anos siguientes.

Se ha demostrado que las rutas biosintéticas de sintesis de compuestos fendlicos tales
como los taninos no responden a la aplicacidn de riegos deficitarios antes o después del envero
(Castellarin et al., 2007b). Por lo tanto, la aplicaciéon de déficit hidrico a las vides ya sea pre- o
post-envero, suele producir una respuesta nula o muy débil en términos de concentracién de
taninos en la piel de la uva (Kennedy et al., 2002; Peterlunger et al., 2005; Koundouras et al.,
2009). Esta afirmacién concuerda con los resultados obtenidos en nuestro estudio, donde no se
aprecia una tendencia clara en el incremento de los taninos totales en los tratamientos que
sufrieron un mayor déficit hidrico. Solamente el tratamiento de secano incrementd
significativamente la concentracion de taninos totales, pudiendo deberse mas a una restriccion
en el crecimiento del mesocarpio y exocarpio, que a una alteracién en la biosintesis de taninos

(Roby et al., 2004).

Por otro lado, el grado medio de polimerizacidn hace referencia a lo polimerizado que
estdn los taninos, es decir a la capacidad de reaccién y combinacidn de las moléculas fendlicas
para combinarse entre ellas, dando lugar a la formacidon de estos compuestos. El grado de
polimerizacién depende del nimero de moléculas fendlicas que se condensen entre si, que
puede variar desde dos o tres moléculas hasta incluso diez moléculas (Martinez de Toda, 2014).
Los taninos de los hollejos se distinguen de los de las semillas por un grado medio de

polimerizacion mas elevado, la presencia de unidades de epigalocatequina y una menor
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proporcién de unidades galoiladas (Cheynier et al., 2006). En nuestro ensayo, el grado medio de
polimerizacién de los taninos en hollejo, fue similar en los tres afios de estudio, obteniéndose
valores acordes a la bibliografia (Cosme et al., 2009; Gouot et al., 2019; Rousserie et al., 2020).
Sin embargo, hubo diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos durante el
primer afo de estudio (2016), siendo los tratamientos SulEnv y CloEnv aquellos que presentaron
un menor grado de polimerizacién, aportando por tanto un mayor grado de amargor al vino
resultante. Kyraleou et al. (2016) en un estudio de riego deficitario sobre la variedad Syrah, no
encontraron diferencias significativas en el grado medio de polimerizacién de los taninos en los
hollejos, entre los diferentes tratamientos de riego aplicados. Las bayas acumulan cantidades
significativas de taninos condensados, que son polimeros fendlicos compuestos principalmente
por subunidades de flavan-3-ol, epicatequina como unidad de extension y catequina como
subunidad terminal. En términos generales se ha demostrado que la expresidén génica para la
biosintesis de flavan-3-oles, precursores de proantocianidinas esta activa hasta el momento de
envero y se regula a la baja por el efecto del acido abcisico (Bogs et al., 2005; Lacampagne et al.,
2010). En concordancia con estas observaciones, diferentes estudios han mostrado que el
contenido de taninos en los hollejos de las uvas se reduce durante la etapa final de maduracion

(Hanlin y Downey, 2009; Lacampagne et al., 2010).

La polimerazion de los taninos, la cual se piensa que puede ser un mecanismo
antioxidante (Keller, 2015), se incrementa significativamente en el envero y puede, o no,
aumentar durante la maduracidon de la uva. Kennedy et al. (2001) en un estudio sobre la
composicion de las proantocinidinas del hollejo en una variedad tinta, observé que los taninos
condensados de los hollejos presentaban un mayor grado de polimerizaciéon seglin aumentaba
el grado de madurez. Estas observaciones no coinciden con nuestros resultados, ya que en 2018
las bayas obtuvieron una menor concentracién de SST y un menor grado de madurez que en
2016, pero un mayor grado de polimerizacidn que en el afio 2016. Por otro lado, resultados
obtenidos por diferentes autores sobre el grado de polimerizacidn de los taninos en la piel
muestran gran variabilidad, observdndose incrementos o descensos durante la maduracién en

respuesta a factores ambientales (Kennedy et al., 2001, 2002; Downey et al., 2003).

Chira et al. (2012) y Quijada-Morin et al. (2014) encontraron que ademas de la
concentracién total de taninos, el grado medio de polimerizacién estaba estrechamente
relacionado con la astringencia, jugando un papel fundamental en la composicidn final del vino
y su percepcion por el consumidor. Ademas, Ribéreau-Gayon et al. (2006), también demostraron
que el grado medio de polimerizacién puede influir, ademas de en la astringencia, en el color y

el sabor afrutado de los vinos.
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Por ultimo, para él % de galoilacidn no se observaron diferencias significativas entre los
tratamientos durante los dos primeros anos de ensayo, sin embargo, en 2018 los tratamientos
regados (C, Sul, SulEnv y CloEnv) presentaron el mayor porcentaje de galoilacion, y por lo tanto
mayor sensacidon de amargor y astringencia. En cuanto a la concentracion de epigalocatequina
(subunidad que solo esta presente en las pieles de la uva), no hubo diferencias significativas
entre los tratamientos en los tres afios de estudio y tampoco se observd ninguna tendencia clara
en la concentracion de la misma, por lo que no parece que los dos factores estudiados, riego y
salinidad, tengan mucha influencia en la concentracidn total de esta subunidad. Por lo tanto, la
concentraciéon total de epigalocatequina en el hollejo de las bayas, podria estar mas
condicionada por otros factores como la variedad. Cabe destacar que en los hollejos de uva
Monastrell no se detectd, o se detectd en muy baja concentracion la (-)-epicatequina-3-O-
galato. Estos resultados coinciden con los presentados por otros autores (Hanlin y Downey,
2009), que tampoco detectaron (-)-epicatequina-3-O-galato en estudios realizados sobre

Cabernet Sauvignon y Syrah.
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Tabla 18. Taninos en hollejos de la variedad Monastrell durante las campafias 2016-2018.

ng/g

Tratamiento Afo GPm % Gal EGC-E CAT-E EPI-E CAT-T EC30G-E EPI-T EC30G-T hollejo pg/baya mg/kg
S 16.5b 1.49 221.2 12.73 505.8 31.1 18.9 16.7 a nd 7948 806 634d
C 16.6 b 1.11 240.4 10.53 485.7 29.7 22.1 19.3a nd 5047 808 394 3
Sul 14.8b  2.00 205.9 10.97 441.4 301 30.7 18.8 a nd 5988 738 455 ab
Clo 2016 14.7b 191 228.0 1255 494.7 30.7 28.8 243 a 0.14 6803 819 487 bc
SulEnv 10.7 a 1.99 255.1 12.77 550.1 32.8 27.3 53.0b 3.26 6753 935 552 bc
CloEnv 10.2 a 2.10 240.6 13.45 5254 34.2 27.1 54.0b nd 7429 894 626d
ANOVA *ok ns ns ns ns ns ns Rk ns ns ns *ok

S 15.9 0.98 1944 9.76 5189 36.9 11.3 10.8 0.28 7646 782 608 c
C 14.1 0.86 172.8 6.83 4819 38.0 9.18 11.8 0.18 4583 720 349 a
Sul 14.3 1.05 170.0 7.22 485.6 38.5 10.3 12.3 1.20 6036 725 452 ab
Clo 2017 15.1 1.05 176.4 7.68 464.7 33.9 10.5 11.4 0.51 5782 705 414 ab
SulEnv 16.3 1.16 2275 9.11 5232 37.2 14.2 13.3 0.16 5958 824 498 abc
CloEnv 15.4 1.08 207.3 7.89 496.4 39.0 12.3 10.6 0.08 6518 773 550 bc
ANOVA ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns *

S 14.5 1.64a 318.1 17.46 696.3 44.2 26.5 320b 0.13 11399 b 1135 981 b
C 15.0 2.38b 2144 13.13 5185 335 29.7 20.4a nd 5746 a 829 396 a
Sul 149 2.78b 223.0 12.64 4986 324 30.3 19.2 a 3.21 6675 a 819 441 a
Clo 2018 149 2.26ab 283.0 17.05 575.1 38.1 30.8 24.8 ab 1.57 6849 a 970 552 a
SulEnv 14.8 2.25ab 2249 14.08 500.7 33.0 25.6 19.1a 2.07 6835 a 874 553 a
CloEnv 13.2 166a 241.7 1335 523.2 384 20.6 26.3 ab nd 6345 a 871 495 a
ANOVA ns o ns ns ns ns ns ok ns ok ns Hokx

Abreviaciones: GPm: grado medio de polimerazion; %Gal: porcentaje de galoilacién; EGC-E: (-)- epigalocatequina de extensién CAT-T (+)- catequina terminal; EPI-T: (-) —
epicatequina terminal; EC30G-T (-)- epicatequina 3-O-galato terminal; CAT-E: (+) — catequina de extension; EPI-E: (-)- epicatequina de extension; EC30G-E: (-)- epicatequina
3-0- galato de extensidn. ANOVA: analisis de la varianza. S: Secano; C: Control; Sul: Sulfatos; Clo: cloruros; SulEnv: Sulfatos regados después de envero; CLoEnv: Cloruros
regados después de envero. ANOVA: andlisis de la varianza. S: Secano; C: Control; Sul: Sulfatos; Clo: cloruros; SulEnv: Sulfatos regados después de envero; CLoEnv: Cloruros
regados después de envero. *, ** y ***:indican diferencias significativas entre tratamientos para p <0.05, 0.01 y 0.001, respectivamente, ns: indica efectos no significativos
(p>0.05). Las medias seguidas de letras diferentes indican diferencias significativas entre los tratamientos (p <0.05) segun el test de rango multiple de Duncan.
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En la Tabla 19 se muestran la concentracion de taninos en las semillas procedentes de
uva Monastrell. Durante los tres afios de ensayo no se observaron diferencias significativas entre
los tratamientos para la concentracidn total de taninos (ug/g hollejo, ug/baya y mg/kg), grado
medio de polimerizacién y % de galoilacién en semillas. En concordancia con nuestros
resultados, otros autores como Roby et al. (2004) en la variedad Shiraz y Koundouras et al.
(2009) en la variedad Cabernet Sauvignon, no observaron que un déficit hidrico impuesto a las
plantas tuviera un efecto en la concentracién total de taninos en las semillas, a pesar del efecto
que dicho estrés hidrico provocaba en el tamafio de baya. Cabe recordar, que la concentracion
de taninos en las bayas vendra determinada por el peso de las semillas y el nimero de semillas
por baya (Pastor y Kennedy, 2006). Por otro lado, Casassa et al. (2015), en un estudio de riego
deficitario en la variedad Cabernet Sauvignon, observaron cémo los tratamientos sometidos a
un mayor estrés hidrico, obtuvieron un incremento del 6% en la concentracién de taninos en las
semillas. Aunque existe cierta controversia en bibliografia (Buchetti et al. 2011; Ojeda et al.,
2002; Romero et al. 2016b), para este ensayo concreto, podriamos considerar que la sintesis de
taninos de las semillas, al igual que los taninos de la piel de las uvas, se ven muy poco afectados

por el efecto de la salinidad y el déficit hidrico impuesto a las vides.

Los valores obtenidos para en el grado medio de polimerizacién y % de galoilacion estan
dentro de los rangos obtenidos por Prieur et al. (1994), quienes establecieron dichos valores

entre 13-29% para el % de galoilacion y de 2-15% para el grado medio de polimerizacion.

Al contrario que los resultados mostrados en los taninos del hollejo, en la concentracion
de taninos en semillas (Tabla 19) no encontramos epigalocatequina ya que los taninos de semilla
no la contienen (Adams, 2006). Si comparamos los valores de taninos obtenidos por las semillas
y por los hollejos (Tablas 18 y 19), la concentracién de taninos totales (ug/g hollejo, pg/bayay
mg/kg) y el % de galoilacidn es significativamente mayor en las semillas, este mayor porcentaje
de galoilacion en las semillas en comparacidn con las pieles también fue observado por Kyraleou
et al. (2016) en un estudio de riego deficitario. Estos resultados estan en concordancia con los
obtenidos por Chira et al. (2015) y Rinaldi et al. (2014) respecto al % de galoilacion de las semillas

y los hollejos.

El grado medio de polimerizacién en las semillas es significativamente menor que el de
las pieles. Al igual que ocurria con los hollejos, en las semillas la epicatequina de extension es el
constituyente principal de las subunidades terminales, y la epigalocatequina el compuesto de
menor concentracion, estos resultados fueron similares a los observados por Downey et al.

(2003) en la variedad Syrah.
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Tabla 19. Taninos en semillas de la variedad Monastrell durante las campaias 2016-2018.

Tratamiento Ao GPm % Gal CAT-E EPI-E CAT-T EC30G-E EPI-T EC30G-T hﬁlglle?o ug/baya mg/kg
S 7.63 14.9 162.7ab 1259 105.6 363.7 111.1 86.54 33784 2090 1607
C 6.42 15.9 203.5b 1615 135.0 478.0 169.0 103.9 35519 2741 1303
Sul 6.56 16.3 179.1ab 1326 116.6 398.2 122.9 121.6 38256 2264 1387
Clo 2016  6.57 15.8 211.8b 1508 133.5 450.3 147.4 123.5 33821 2575 1526
SulEnv 6.68 16.9 179.9ab 1332 1139 418.2 122.3 123.6 33287 2290 1343
CloEnv 7.92 16.6 148.2 a 1165 90.6 346.8 107.8 103.9 32013 1940 1379
ANOVA ns ns * ns ns ns ns ns ns ns ns
S 7.96 13.7 238.7 1901 1479 501.9 155.3 87.6 49515 3033 2341
C 7.39 13.6 296.8 2346 1785 618.9 235.0 102.4 49045 3778 1844
Sul 7.89 14.1 274.2 2237 164.3 609.0 204.5 121.1 61972 3610 2259
Clo 2017 7.37 14.1 247.4 2002 160.7 517.6 159.1 128.0 42560 3227 1916
SulEnv 7.54 14.8 239.6 1918 1424 530.3 1714.8 124.7 46528 3114 1866
CloEnv 6.94 14.4 279.4 2288 1824 609.0 218.7 152.9 61141 3731 2649
ANOVA ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns
S 6.97 15.2 209.9 1803 130.3 523.9 208.2 122.3 46223 2997 2633
C 7.42 15.4 185.3 1517 100.8 442.5 159.6 104.8 31559 2510 1190
Sul 7.42 16.0 195.7 1574 111.2 481.6 160.9 111.6 24766 2635 1443
Clo 2018 6.70 16.0 193.1 1823 1299 562.4 203.8 127.5 38664 3040 1730
SulEnv 7.10 15.9 199.5 1744 1324 562.8 201.0 124.9 55305 2995 1868
CloEnv 6.77 15.5 211.3 1821 129.1 539.6 203.7 142.3 34921 2922 1732
ANOVA ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns

Abreviaciones: GPm: grado medio de polimerazion; %Gal: porcentaje de galloilacién; CAT-T (+)- catequina terminal; EPI-T: (-) — epicatequina terminal; E30G-T: | (-)-
epicatequina 3-O-galato terminal; CAT-E: (+) — catequina de extension; EPI-E: (-)- epicatequina de extension; EC30G-E: (-)- epicatequina 3-O- galato de extension. ANOVA:
analisis de la varianza. S: Secano; C: Control; Sul: Sulfatos; Clo: cloruros; SulEnv: Sulfatos regados después de envero; CLoEnv: Cloruros regados después de envero. *, ** y
***. indican diferencias significativas entre tratamientos para p <0.05, 0.01 y 0.001, respectivamente, ns: indica efectos no significativos (p>0.05). Las medias seguidas de
letras diferentes indican diferencias significativas entre los tratamientos (p <0.05) segun el test de rangos multiples de Duncan.
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4.3.2.3 Estilbenos

Los estilbenos pertenecen a la clase de compuestos fendlicos no flavonoides. En general,
los estilbenos se consideran fitoalexinas y su formacidn se ha correlacionado con la resistencia
a enfermedades (Chaves et al., 2010). En los ultimos afios, han despertado un gran interés en la
comunidad cientifica gracias a sus efectos positivos sobre la salud humana. La sintesis de
estilbenos en la uva esta fuertemente determinada por la variedad (Golberg et al., 1996; Sato et
al., 1997; Eder et al.,, 2001; Bavaresco, 2003), pudiendo observarse diferencias en las
concentraciones de estos compuestos en diferentes variedades de una misma especie (Cantos
et al.,, 2002; Guerrero et al., 2010). De todos los estilbenos descritos en las vides hasta el

momento, el resveratrol es el estilbeno mas bioactivo (Bavaresco et al., 2008).

En la Tabla 20 se muestran las concentraciones de estilbenos procedentes de uvas de la
variedad Monastrell durante las tres campafias estudiadas. Como se puede observar, no se
encontraron diferencias significativas en la concentracién total de estilbenos entre los
tratamientos en ningun afio de estudio. En 2016, los tratamientos obtuvieron en promedio la
mayor concentracién de estilbenos (3.56 mg/kg), en cambio, fue durante el afio 2018 cuando se
obtuvo la menor concentracion de estos compuestos (0.59 mg/kg). Los estilbenos de forma
piceida fueron los que mayor concentraciéon obtuvieron en comparacién con el resveratrol
durante los afos 2016 y 2017, aunque no ocurrié lo mismo en el afio 2018 donde no se
encontraron diferencias entre la concentracién de piceidos y resveratrol. Esa mayor
concentracién de piceidos es debida a que la variedad Monastrell acumula preferentemente
estilbenos de forma glucosilada como son los piceidos en altas concentraciones (Ruiz-Garcia et
al., 2013). Otros autores como Gil-Mufioz et al. (2017), en un ensayo con elicitores en la variedad
Monastrell, también obtuvieron mayores concentraciones de componentes piceidos. Como se
ha dicho anteriormente, la sintesis de estilbenos esta determinada en mayor medida por la
variedad de uva, ademas de este factor hay otros que tienen una gran influencia como el grado
de madurez de la uva, existiendo una correlacion negativa entre el grado de madurez de la uva
y la capacidad de induccion de sintesis de resveratrol (Jeandet et al., 1991). La concentracidn de
estilbenos aumenta desde el envero hasta la maduracion (Gatto, 2008), esto queda
perfectamente reflejado en los datos obtenidos, ya que en el afio 2018 la uva no llego a alcanzar
una maduracién 6ptima, lo cual se refleja en la baja concentracién de estilbenos totales
obtenidos. Por otro lado, Bavaresco (2003) observd que bajas precipitaciones se han asociado
con una mayor concentracién de estilbenos. Sin embargo, en nuestros resultados no se observé
que los tratamientos con un mayor déficit hidrico obtuvieran una mayor concentracién de

estilbenos.
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El motivo por el que no se han encontrado diferencias estadisticamente significativas
entre tratamientos experimentales se debe a la gran variabilidad obtenida en la concentracién
de estilbenos, incluso dentro de la misma variedad de uva. Esta variabilidad se explica por dos
motivos: las bajas concentraciones en la que se encuentran los estilbenos en los hollejos y el alto
numero de factores de los que depende su sintesis (Gatto et al., 2008; Flamini et al., 2013;
Bavaresco et al., 2016). Gatto et al. (2008) propusieron una clasificacidon de variedades de uva
segln su concentracién de estilbenos en uva, siendo variedades de alta sintesis de estilbenos
aquella que presentaran una concentracidn superior a 2.3 mg/kg en bayas de uva y variedades
de baja sintesis de estilbenos aquellas que su concentracién de estilbenos se encontrara entre
0.2 y 1.8 mg/Kg en las bayas. La variedad Monastrell utilizada en nuestros ensayos presentd
valores superiores a 2.3 mg/kg en las bayas en el afio 2016 y valores inferiores en los afios 2017

y 2018, siendo por tanto éste, un parametro influido también por la afiada.

Tabla 20. Estilbenos medidos en uva (mg/kg uva) en la variedad Monastrell durante las campafias 2016-
2018.

Tratamiento Ano T-Piceido C-Piceido T-Resveratrol C-Resveratrol Sumatorio

S 2.18 0.89 0.51 1.17 3.68
C 1.70 1.08 0.21 1.00 3.73
Sul 2016 1.90 0.88 0.41 0.27 3.48
Clo 1.92 1.10 0.39 0.29 3.68
SulEnv 1.57 0.98 0.22 0.24 2.93
CloEnv 1.99 1.09 0.31 0.50 3.90
ANOVA ns ns ns ns ns
S 0.90 0.85 0.11 0.11 1.83
C 0.71 0.90 0.26 0.15 2.00
Sul 20 0.76 1.06 0.29 0.26 2.30
Clo 17 0.77 1.03 0.20 0.17 2.12
SulEnv 0.87 1.11 0.55 0.14 2.54
CloEnv 0.81 0.91 0.11 0.36 2.17
ANOVA ns ns ns ns ns
S 0.03 0.19 0.07 0.13 0.44
C 0.02 0.26 0.14 0.13 0.56
Sul 2018 0.03 0.25 0.15 0.18 0.62
Clo 0.02 0.23 0.34 0.12 0.73
SulEnv 0.03 0.20 0.17 0.15 0.55
CloEnv 0.04 0.24 0.15 0.20 0.64
ANOVA ns ns ns ns ns

ANOVA: analisis de la varianza. S: Secano; C: Control; Sul: Sulfatos; Clo: cloruros; SulEnv: Sulfatos regados
después de envero; CLoEnv: Cloruros regados después de envero. ns: indica efectos no significativos
(p>0.05).
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4.3.3 Composicién fendlica en el vino

La concentracién de compuestos fendlicos presentes en el vino vendra determinada por
distintos factores como pueden ser, la concentracidn de los compuestos fenélicos presentes en
las pieles y en las semillas de la uva y su capacidad de extraccion durante el proceso de
vinificacion. La facilidad de los compuestos fendlicos para ser extraidos se denomina
“extractabilidad” y de ella depende en gran medida la composicién fendlica de los vinos. Por lo
tanto, la extraccion en el mosto-vino de los compuestos fenélicos dependera también del grado
de maduracién de la uva, de la concentracidon de compuestos en la misma y de la estructura de
sus paredes celulares. Ademas de estos tres factores, también hay que tener en cuenta que las
diferentes técnicas de vinificacion influirdn en la degradacién de los tejidos celulares (Saint-Cricq

et al., 1998)

4.3.3.1 Parametros cromdticos en el vino

De todos los atributos que se pueden percibir en un vino, el aspecto visual es la primera
sensacion que percibimos en una copa de vino. Su transparencia, su brillo y sobre todo su color
son algunos de los atributos mas determinantes de la calidad, pudiendo ser indicadores de otros
aspectos relacionados con su aromay sabor (Glories, 1984). Asi, por el color de un vino se puede
deducir la edad, el cuerpo, el estado de conservacion, e incluso se pueden reconocer algunos
defectos que después se notaran en el andlisis sensorial (Zamora, 2003). En vinos jovenes como
los nuestros, con menos de 6 meses en botella, el color debido a la copigmentacién puede
suponer hasta un 40% del color total (Boulton, 1995). Durante el transcurso de la elaboracién,
taninos y antocianos se combinan mediante reacciones de condensacion, ademas los taninos
experimentan reacciones de polimerizacién y los antocianos pueden sufrir numerosas
reacciones, como oxidaciones, hidrataciones y polimerizaciones (Aleixandre, 2012). Finalmente,
la evolucion del color del vino a lo largo del proceso de vinificacion dependerd en mayor o menor

medida de la proporcion en la que se produzcan todas estas reacciones (Moreno, 2013).

En la Tabla 21 se muestran los parametros cromaticos de los vinos de Monastrell al
finalizar la fermentacién alcohdlica. La mayor intensidad de color (IC) fue observada durante las
campafias 2016 y 2017. En el afio 2016 hubo diferencias significativas entre tratamientos, siendo
los tratamientos S, SulEnv y CloEnv los que obtuvieron una mayor IC. Por otro lado, no se
observaron diferencias significativas entre tratamientos con el mismo momento de inicio de
riego, pero diferente tipo de sal. En el afio 2017, los tratamientos obtuvieron el mayor IC (16.7)
en comparacién con los otros dos afios, debido en gran medida al efecto de concentracion
producido en el mosto como consecuencia de la desecaciéon de las uvas causada por la

podredumbre sufrida y el consecuente aumento de la relacidn superficie de hollejo/ pulpa.
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Durante este afio no se encontraron diferencias significativas entre tratamientos. Por Ultimo, en
2018 se observaron diferencias significativas entre tratamientos, siendo el tratamiento S el que
obtuvo una mayor IC (13.5), seguida por los dos tratamientos que se comenzaron a regar
después de envero (SulEnv y CloEnv). Esta mayor coloracion de los vinos, esta directamente
relacionada con la cantidad de antocianos totales (AT) e indice de polifenoles totales (IPT)
presente en los vinos, que fue mucho mayor en las campafias de 2016 y 2017. Ademas de la IC,
en 2018, el IPT y los AT obtuvieron una menor concentracidén en comparacion con las otras dos
campafias, debido probablemente a que la uva no llegd a alcanzar un grado éptimo de madurez

como consecuencia del incremento de la produccién.

En las campafias 2016y 2017, y en términos generales, los valores de intensidad de color
(IC) obtenidos en los vinos de nuestros tratamientos fueron similares a los valores obtenidos por
Bautista-Ortin et al. (2007) en vinos de la variedad Monastrell cultivadas en Jumilla. Sin embargo,
estos valores son superiores a los obtenidos por Romero et al. (2016) en un ensayo realizado
con uvas de la variedad Monastrell en Bullas (Murcia). Una zona cercana a Jumilla, pero con una
climatologia mas fresca, donde la variedad Monastrell tiene mayor dificultad para alcanzar un
grado 6ptimo de maduracién. En un trabajo sobre la influencia de la heterogeneidad de la
madurez fendlica de la uva en la composicion y calidad del vino. Kountoundakis et al. (2011)
observaron diferencias significativas entre los pardmetros cromdticos de vinos de diferentes
afiadas debido a diferencias en el grado de madurez de las uvas. Por otro lado, comparando los
valores de IC de la campafiia 2018 (en la cual la uva no alcanzé un grado éptimo de maduracién,
19.8 2 Brix) con los obtenidos por Romero et al. (2016) se puede observar que se obtuvieron
resultados similares. Por otro lado, si comparamos nuestros resultados con los obtenidos por
Romero et al. (2013) son similares en términos de estrés hidrico, es decir los vinos que procedian
de plantas que habian sufrido algun tipo de estrés hidrico a lo largo del ciclo vegetativo, obtenian
una mayor intensidad de color. Tambien, resultados similares del efecto del estrés hidrico en el
color del vino han sido observados por otros autores en diferentes variedades como: Pinot noir
(zufferey et al., 2017), Cabernet Sauvignon (Roby et al., 2004; Chalmers et al., 2010) y Agiorgitiko
(Koundouras et al., 2006). En cuanto al estrés salino, no hemos observado que tenga ningln
efecto sobre la IC de nuestros vinos. Sin embargo, Scacco et al. (2010) en un ensayo con
diferentes concentraciones de salinidad en suelo (ECs 0.7, 1.2 y 2.1 dS/m) observd que un

aumento de la salinidad del suelo mejord la intensidad de color de los vinos de Nero d’Avola.

Otros parametros estudiados fueron los pardmetros CIELAB, un espacio de color
uniforme obtenido mediante una transformacidon matematica XYZ en el cual se fija un blanco de

referencia. En el afio 2016 fueron los tratamientos S, CloEnv y SulEnv los que presentaron los
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valores mas bajos para los parametros L*, a* y b*, lo que se traduce en vinos mas oscuros, con
menor luminosidad y tonalidades mas violdceas. En un ensayo de riego deficitario realizado por
Romero et al. (2013), los vinos procedentes de tratamientos con mayor aportacidon de agua
obtuvieron una menor intensidad de color y un incremento de los valores de L*, C*, H*, a* y b*.
Estos resultados coinciden con los obtenidos por nosotros en la campafia 2016 para los vinos

procedentes de plantas regadas durante todo el ciclo.

En las campafias 2017 y 2018 no hubo diferencias significativas para los parametros L*
a*y b*. En el afio 2018, aunque no se observaron diferencias significativas entre tratamientos,
obtuvimos mayores valores de L*, a* y b* en comparacién con las otras dos campaiias, lo que
indica un desplazamiento de los tonos purpuras y violetas hacia tonos mas rojos y amarillos
(Martinez et al., 2001; Casassa y Sari, 2007). Otros parametros analizados fueron: el porcentaje
de antocianos copigmentados, los antocianos libres y los antocianos polimerizados. En 2016 se
observaron diferencias significativas entre tratamientos para los antocianos copigmentados y
polimerizados, siendo los tratamientos S, SulEnv y CloEnv los que obtuvieron un mayor
porcentaje de antocianos copigmentados y los tratamientos C, Sul y Clo, los que obtuvieron un
mayor porcentaje de antocianos polimerizados. Por el contrario, en 2017 no hubo diferencias
significativas entre tratamientos para ninguno de los porcentajes de antocianos. Por ultimo, en
2018 solo fue significativo el porcentaje de antocianos polimerizados. En las campafias 2016 y
2018, el color del vino, estuvo determinado en gran medida por los antocianos copigmentados,
los cuales tuvieron una proporcion media del 49% y 58% respectivamente. Esta proporcion fue
muy superior a las fracciones correspondientes de antocianos libres 38% y 32%. Por el contrario,
en la campafia 2017 la fraccidén correspondiente a los antocianos libres (51%) fue muy superior
a la de antocianos copigmentados (19%), por lo que el vino procedente de esta campafa fue
mas susceptible de sufrir oxidaciones del color (Zamora, 2003). Por tanto, el mayor porcentaje
de antocianos copigmentados observados en las campafias 2016 y 2018 produjo una mayor
estabilizacion del color, desplazando los antocianos al ién flavilio y obteniendo una mayor

intensidad del color rojo en los vinos (Zamora, 2013).

Por otro lado, a la vista de los resultados, no se observé una tendencia clara en el efecto
de los diferentes tratamientos de riego salino aplicados sobre los fenémenos de degradacion y
estabilizacion de los compuestos fendlicos. Sin embargo, Romero et al. (2016) en un estudio de
riego deficitario sobre la variedad Monastrell, observé que los vinos procedentes de vides
sometidas a tratamientos con una mayor aportacién de agua, obtuvieron un mayor porcentaje
de antocianos copigmentados y libres, en comparacidn con los tratamientos que se les habia

aplicado un mayor déficit hidrico.
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Tabla 21. Pardmetros cromaticos de los vinos de la variedad Monastrell medidos al finalizar la fermentacion alcohdlica durante las campafias 2016-2018.

Tratamiento Ao IC T L* a* b* c* H* AC% AL% PP% IPT AT
S 18.96¢ 0.42a 10.07 a 41.43 a 17.33a 44.95 a 22.69a 53¢ 36 10a 51.1 729 ¢
C 14.16 ab 0.47b 13.85b 46.12 b 23.74 b 51.92b 27.13b 47 ab 40 12b 48.8 598 ab
Sul 14.57 ab 0.49 bc 12.73b 44.73 b 21.90b 49.84 b 26.06 b 49 b 37 12b 50.4 597 a
Clo 2016 13.30a 0.52 ¢ 13.89b 46.19b 23.84b 51.98b 27.35b 433 43 13b 50.1 564 a
SulEnv 16.91 bc 0.43a 12.13 ab 44.17 ab 20.91 ab 48.83 ab 25.23 ab 53¢ 36 10a 47.7 652 abc
CloEnv 1797 c 0.41a 11.70 ab 43.66 ab 20.12 ab 48.08 ab 24.78 ab 51 bc 38 9a 47.1 687 bc
ANOVA %k k %k k ok * * * * * 3k k ns k %k ns *

S 18.92 0.57 6.02 3291 10.37 34.58 16.93 14 55 30 72.1 519
C 18.17 0.57 6.82 35.13 11.76 37.11 18.00 20 49 30 71.9 482
Sul 16.30 0.56 8.27 38.75 14.25 41.33 19.97 20 51 28 66.9 464
Clo 2017 15.23 0.57 9.40 40.33 16.17 43.54 21.49 21 50 28 62.6 443
SulEnv 15.09 0.54 9.76 40.99 16.81 44.31 22.27 22 51 26 61.4 461
CloEnv 16.35 0.56 8.27 38.88 14.25 41.42 20.07 18 52 29 68.9 442
ANOVA ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns

S 13.56 ¢ 0.37a 20.6 53.54 35.41 64.25 a 33.2 61 31 7a 34.1c 493 ¢
C 7.05a 0.42b 31.03 60.60 42.17 73.96 b 34.7 57 34 8 ab 255a 284 a
Sul 2018 7.02a 0.42b 31.89 61.17 42.11 74.41b 34.5 55 34 9c 26.7 ab 290 a
Clo 7.19a 0.40 ab 32.17 62.83 46.59 7823 b 36.5 57 33 9c 253a 290 a
SulEnv 10.10b 0.38a 26.82 59.56 44.76 74.52b 36.8 60 31 8 ab 29.7b 382b
CloEnv 9.72b 0.38 ab 28.28 60.05 42.51 73.62b 35.2 60 31 8 ab 30.2 bc 363 b
ANOVA Hxx * ns ns ns * ns ns ns * xRk **

IC: Intensidad de color, T: Tono, L: Luminosidad, a*, b*, C: Croma H: Hue, AC%: Antocianos copigmentados, AL%: Antocianos libres, PP% Antocianos polimerizados, IPT:
indice de polifenoles totales, AT: Antocianos totales (mg/L). ANOVA: analisis de la varianza. S: Secano; C: Control; Sul: Sulfatos; Clo: cloruros; SulEnv: Sulfatos regados después
de envero; CLoEnv: Cloruros regados después de envero. *, ** y ***: indican diferencias significativas entre tratamientos para p <0.05, 0.01 y 0.001, respectivamente, ns:
indica efectos no significativos (p>0.05). Las medias seguidas de letras diferentes indican diferencias significativas entre los tratamientos (p <0.05) segun el test de rangos
multiples de Duncan.

140



4.3.3.2 Antocianos

La concentracién de antocianos en vinos terminados, normalmente suele ser menor ala
observada en las pieles de las uvas (Garcia-Beneytez et al., 2002). El perfil antocianico de los
hollejos y los vinos también suele ser bastante diferente, estas diferencias entre las pieles de
uvas y los vinos se deben a distintos ratios de extraccién de los antocianos, a las reacciones de
degradacién y polimerizacién y a la distinta capacidad de adsorcién de las paredes celulares de
las levaduras (Revilla et al., 2001). Los antocianos monoméricos son extraidos en primer lugar
en medio acuoso, alcanzando su maxima concentracién durante los primeros dias de la
fermentacién para después ir disminuyendo progresivamente conforme va desarrollandose la

fermentacidn alcohdlica (Bautista-Ortin, 2005).

La Tabla 22 muestra los valores de la concentracién de antocianos obtenidos por HPLC
en los vinos analizados al final de la fermentacidn alcohdlica durante las campafias 2016-2018.
Coincidiendo con los datos de antocianos totales obtenidos por el método enzimatico (Tabla
21), las concentraciones de todos los antocianos analizados mediante HPLC, fueron
significativamente mayores en el aio 2016 en comparacion con el resto de afos. En el afio 2017
no se encontraron diferencias significativas entre tratamientos para ninguno de los antocianos
analizados, ya que los resultados de este afio, estuvieron condicionados por la homogeneizacion
del mosto en todos los tratamientos debido a las malas condiciones sanitarias en las que entré

la uva en bodega.

Solo se encontraron diferencias significativas de antocianos totales entre tratamientos
en los anos 2016 y 2018, siendo en ambos afios los tratamientos S, SulEnv y CloEnv los que
obtuvieron una mayor concentracion de estos compuestos en comparacion con el resto de
tratamientos. Durante los tres afios de estudio, no se observd ningln efecto en la concentracidn
total de antocianos de los tratamientos salinos (Sul y Clo) en comparacion con el tratamiento C.
Los valores de antocianos totales obtenidos en 2017, no se corresponden con los valores de
intensidad de color obtenidos para ese mismo afo, esto podria deberse al efecto de
concentracién de compuestos en el mosto que se ha explicado con anterioridad. Estos
resultados estan en concordancia con los resultados obtenidos por De la Hera Horts et al. (2005),
en un ensayo realizado en la variedad Monastrell, en Jumilla (misma zona geogréfica donde se
ha realizado esa Tesis Doctoral), donde se comparaba varios tratamientos de riego deficitario
(brotacién-cuajado, cuajado-envero y envero-vendimia) con un tratamiento control no regado.
En ambos afios, estos autores observaron que el tratamiento no regado alcanzo las mayores
concentraciones de antocianos, no habiendo diferencias significativas entre los tratamientos

regados, independientemente del momento de aplicacidn del riego deficitario. En este mismo
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sentido Romero et al. (2013) tambien observaron un incremento de los antocianos totales en

vinos de variedad Monastrell que procedian de plantas que habian sufrido estrés hidrico.

Solo se observaron diferencias significativas en la concentracion de antocianos acilados
en el afio 2018, siendo los tratamientos S, SulEnv y CloEnv los que obtuvieron una mayor
concentracién. Aunque, en 2016 también se observd una ligera tendencia a un incremento de
los antocianos acilados en los tratamientos con mayor estrés hidrico. En los afios 2016 y 2018,
la concentracion de antocianos no acilados fue significativamente mayor en los tratamientos
regados postenveroy el tratamiento S, no observandose que el tipo de sal utilizada tuviera algun
efecto en la concentracién de antocianos no acilados. Cabe destacar que, aunque no hubo
diferencias significativas entre tratamientos para los antocianos dihidroxilados, si que se
observaron diferencias significativas entre tratamientos para los antocianos trihidroxilados en
los afios 2016 y 2018, siendo los tratamientos con mayor estrés hidrico los que presentaron una
mayor concentracidon de los mismos. Durante los tres afos de estudio, la concentracién de
antocianos no acilados fue significativamente mayor que la de antocianos acilados, siendo esto,
como ya se ha dicho anteriormente, una caracteristica propia de la variedad Monastrell (Garcia-
Beneytez et al., 2003). No ocurre asi en otras variedades tintas como Cabernet Sauvignon o
Merlot, donde las concentraciones de antocianos acilados son superiores a las encontradas en

la variedad Monastrell (Romero-Cascales et al., 2005).

Otros compuestos analizados fueron las vitisinas, estos compuestos son pigmentos
derivados de antocianos de bajo peso molecular que se forman a partir de metabolitos
secundarios de las fermentaciones alcohdlica y malolactica (Alcalde-Eon, 2008). En nuestros
ensayos no se observaron diferencias significativas en la concentracién de estos compuestos en
los vinos durante las 3 campafias estudiadas. Aunque no hubo diferencias significativas, se
observé una ligera tendencia del tratamiento secano a un incremento de la concentracion de

vitisinas.
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Tabla 22. Antocianos (mg/L) por HPLC para vinos de Monastrell al final de la fermentacién alcohdlica durante las campafias (2016-2018).

Tratamiento Aio Acilados Acetatos Cumaratos No Acilados Tri-OH Di-OH Vitisinas Sumatorio
S 144.5 41.4 bc 67.6 560.7 b 479.0b 81.6 19.4 723.7 c
C 121.7 32.2a 55.8 445.8 a 358.6a 87.1 17.3 598.9 ab
Sul 5016 119.1 315a 50.6 445.0a 357.8 a 87.1 17.0 582.0a
Clo 122.2 32.8a 52.8 4240 a 340.2 a 83.8 17.3 566.6 a
SulEnv 132.8 36.7 ab 63.0 496.2ab 425.9 ab 70.3 14.9 635.3 abc
CloEnv 156.9 46.9 c 72.3 523.6b 437.6 ab 85.9 17.5 688.0 bc
ANOVA ns * ns o e ns ns *

S 97.7 213 41.6 215.4 167.0 48.3 9.3 322.4
C 96.0 17.3 404 196.7 149.1 47.6 9.2 302.1
Sul 2017 81.4 15.9 34.5 218.6 170.4 48.2 7.8 308.0
Clo 81.2 13.8 34.3 233.6 183.3 50.3 8.8 323.7
SulEnv 62.2 9.6 29.2 230.1 181.4 48.6 6.4 298.8
CloEnv 77.2 14.9 333 169.7 132.2 37.4 8.0 255.0
ANOVA ns ns ns ns ns ns ns ns

S 742 Db 12.7b 539b 333.8b 303.1b 30.7 3.31 411.4b
C 419a 8.6a 29.6a 195.7 a 176.4 a 19.3 1.78 2394 a
Sul 5018 415a 8.8a 29.2 a 199.9 a 180.8 a 19.1 1.71 243.2 a
Clo 4452 9.0a 31.7a 197.6 a 178.4 a 19.1 1.47 243.6 a
SulEnv 60.9 ab 11.8ab 42.8 ab 264.4 ab 234.4a 30.0 2.67 328.0ab
CloEnv 57.1ab 10.2 ab 41.5 ab 252.4 ab 225.7 a 26.7 1.85 311.5ab
ANOVA k% * %k k% k% ns ns kK sk

Tri-OH: antocianos trihidroxilados; Di-OH: antocianos dihidroxilados. ANOVA: analisis de la varianza. S: Secano; C: Control; Sul: Sulfatos; Clo: cloruros; SulEnv:
Sulfatos regados después de envero; CLoEnv: Cloruros regados después de envero. *, ** y ***: indican diferencias significativas entre tratamientos para p <0.05,
0.01 y 0.001, respectivamente, ns: indica efectos no significativos (p>0.05). Las medias seguidas de letras diferentes indican diferencias significativas entre los
tratamientos (p <0.05) segun el test de rangos multiples de Duncan.
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4.3.3.3 Taninos

En la vinificacidn de los vinos tintos, durante la etapa de maceracién, los compuestos
fendlicos de la uva son cedidos al mosto-vino (Kantz y Singleton, 1991; Boulton, 1995; Klenar et
al., 2004). Entre todos estos compuestos se encuentran los taninos de las pieles y de las semillas.
Los taninos de las pieles comienzan a solubilizarse junto con los antocianos en medio acuoso al
comienzo de la maceracién. Esta disolucidon evoluciona mds lentamente, pero se ve favorecida
con la aparicion del alcohol cuando arranca la fermentacion (Klenar et al., 2004). Por el contrario,
los taninos de las semillas son mas dificiles de extraer ya que es necesario disolver el
recubrimiento lipidico que las rodea (Glories y Saucier, 2000). Los taninos son poco solubles en
medio acuoso y bastante mas solubles en alcohol, por lo que a medida que avanza la
fermentacién hay una mayor extractaccion de los mismos (Glories y Saucier, 2000). Durante el
proceso de maceracion se observa un aumento en la concentracion de taninos, hasta un
maximo, manteniéndose constante después (Moreno, 2013). Ademas, los taninos procedentes
de los hollejos son considerados de mayor calidad, ya que aquellos procedentes de las pepitas
confieren al vino mayor verdor y astringencia, debido a su menor tamano y su mayor capacidad

de astringencia (Busse-Valverde, 2013).

En la Tabla 23 se muestran los valores de taninos presentes en el vino procedente de las
uvas de Monastrell. Al igual que observamos en la concentracidn total de taninos en las semillas
(Tabla 19), durante los tres afios de estudio, no se encontraron diferencias significativas en la
concentraciéon de taninos en los vinos procedentes de los diferentes tratamientos, por lo que no
se observo un efecto del estrés hidrico o salino en la contracion de taninos en los vinos. La
concentracién total de taninos fue mayor en promedio durante 2016 (766 mg/L), en
comparacion con 2017 (354 mg/L) y 2018 (331 mg/L). La mayor concentracidn de taninos en el
afio 2016 podria deberse a un grado dptimo de maduracion de la uva. Bindon et al. (2014b)
observaron un incremento de los taninos totales en el vino procedente de bayas maduras
obtenidas en vendimias tardias. Por otro lado, Casassa y Harbetson (2016) obtuvieron una

mayor extractabilidad en bayas maduras que en bayas sin una maduracién dptima.

Probablemente, el poco grado de madurez obtenido por las bayas en la campana 2018
influyd de manera directa sobre la extractabilidad de los taninos en el mosto (Joutei et al., 1994;
Geny et al., 2003; Canals et al., 2005; Gagne et al., 2006; Obreque-Slier et al., 2010). Sin embargo,
en 2017 la uva presentd un mayor grado de madurez, lo cual no explicaria la baja concentracion
de taninos obtenidos ese afio en el vino. Esto podria tener relacién con los resultados obtenidos
por Rajha et al. (2014) en un ensayo para la optimizacion de extraccidon de compuestos fendlicos

procedentes de hollejos de la uva, en el que observaron que los hollejos desecados tuvieron un
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efecto negativo en la concentracion y diversidad de la extraccién de dichos compuestos
fendlicos al vino. Esto también podria explicar la baja concentracidén de antocianos obtenidos en

los vinos de la campafiia 2017 (Tabla 22).

Otros parametros medidos en el vino fueron el grado medio de polimerizaciéony el % de
galoilacion. Los valores de estos dos parametros, fueron mayores en el afio 2016 en
comparacién con las dos campafias posteriores (2017 y 2018). Las dos unidades monoméricas
gue presentaron mayor concentracion durante todos los afios fueron la EPI-E y la EGC-E.
Estos resultados coinciden con los hallados por Busse-Valverde et al. (2010) en vinos de
Cabernet Sauvignon procedentes de la misma zona. Aunque la concentracién de EC30G-T
media en las semillas fue similar durante todos los afios (111, 119 y 122 mg/L) y apenas
representativa en el hollejo. Cabe destacar la alta concentracion media de la EC30G-T en el
afio 2016 (47.50 mg/L) en comparacion con los afios 2017 (5.11) y 2018 (14.79), también
como consecuencia de la falta de maduracion y dificultad en la extraccion de compuestos

fendlicos.
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Tabla 23. Composicién de taninos en vino de la variedad Monastrell durante todo el ensayo (2016-2018).

Tratamiento Ano GPm % Gal EGC-E CAT-E EPI-E CAT-T EC30G-E EC30G-T EPI-T Sumatorio
S 9.12 7.09 a 117.29 37.18 438.94 32.63d 34.59 38.67 a 16.64 715.96
C 10.80 7.97 ab 106.47 37.61 438.96 17.66 a 34.49 47.48 abc 15.17 697.87
Sul 10.20 8.29b 121.92 47.46 510.97 21.86 abc 42.24 56.12 bc 19.21 819.81
Clo 2016 10.08 8.38b 128.27 49.76 541.5 20.91 ab 45.36 59.68 c 21.62 867.14
SulEnv 9.57 7.30ab 125.90 43.85 445.69 25.37 bc 36.14 42.01 ab 20.28 739.28
CloEnv 9.65 6.98 a 126.20 51.94 454,94 28.33 cd 35.87 41.08 ab 19.54 757.94
ANOVA ns * ns ns ns ok ns * ns ns

S 5.87 5.60 25.31 18.14 109.42 24.25 9.19 4.09 14.55 304.97
C 4.76 4.16 50.69 31.95 207.89 46.62 16.76 6.58 28.55 389.06
Sul 4.90 3.40 48.68 26.45 225.59 48.13 15.55 3.53 28.55 396.51
Clo 2017 4.14 4.67 61.60 28.97 157.75 50.16 18.78 2.61 28.81 348.69
SulEnv 4.94 4.17 60.74 33.32 207.95 45.38 18.00 4.82 29.07 399.30
CloEnv 4.37 5.19 43.64 26.15 216.14 45.68 19.64 9.03 27.41 387.71
ANOVA ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns

S 4.00 5.76 84.21 10.60 185.80 45.24 11.73 21.14 b 36.48 395.22
C 4.32 4.25 78.75 7.98 163.24 40.23 10.57 10.62 a 28.78 340.19
Sul 4.53 4.89 78.91 9.52 142.63 34.82 10.76 12.34 3 24.49 313.50
Clo 2018 4.02 5.10 83.67 7.73 126.86 34.32 10.73 11.88 a 30.37 305.57
SulEnv 4.06 6.05 78.09 8.26 137.79 32.89 11.32 16.49 ab 30.74 315.61
CloEnv 4.06 6.00 84.21 8.17 142.98 33.66 11.91 16.32 ab 30.48 320.40
ANOVA ns ns ns ns ns ns ns * ns ns

Abreviaciones: GPm: grado medio de polimerazion; %Gal: porcentaje de Galloilacidn; EGC-E: (-)- Epigalocatequina terminal (+)- catequina; EPI-T: (-) — epicatequina terminal;
EC30G-T: (-)- epicatequina 3-O-galato terminal; CAT-E (+) — catequina: de extension; EPI-E: (-)- epicatequina de extension; EC30G-E: (-)- epicatequina 3-O- galato de extension.
Todos los resultados exceptuando el galoilacion estan expresados en mg/L. ANOVA: andlisis de la varianza. S: Secano; C: Control; Sul: Sulfatos; Clo: cloruros; SulEnv: Sulfatos
regados después de envero; CLoEnv: Cloruros regados después de envero. * y **: indican diferencias significativas entre tratamientos para p <0.05 y 0.01, respectivamente,
ns: indica efectos no significativos (p>0.05). Las medias seguidas de letras diferentes indican diferencias significativas entre los tratamientos (p <0.05) segun el test de rangos
multiples de Duncan.
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4.3.3.4 Estilbenos

Durante la maceracién, la extraccidon o cesion de los estilbenos desde la uva al mosto-
vino vendrd determinada en mayor medida por el proceso de vinificacién (Vrhovsek et al., 1997).
En general, cualquier proceso que favorezca el contacto del mosto y los hollejos favorecera la
extraccién de polifenoles (Gambuti et al., 2004). Ademas, el aumento de la concentracién de
etanol conforme avanza la fermentacion, favorece la cesion de estilbenos al mosto (Cantos et

al., 2007).

En la Tabla 24 se muestran los resultados de la concentracién de estilbenos al final de Ia
fermentacién alcohdlica. La concentracion total de estilbenos en el vino fue menor en el afio
2016, en comparacién con el resto de afnos. Esto contrasta con la concentracion de estilbenos
obtenida en los hollejos, ya que precisamente el afio 2016 fue el afilo que mayor concentracion
obtuvo. Esta menor concentracion de estilbenos en el vino podria deberse a una menor
extractabilidad de los estilbenos durante el proceso de fermentacion, debido a un hipotético
mayor grosor de la pared celular de la uva (Paladines-Quezada et al., 2019). Esta concentracion
de estilbenos en vino fue mucho menor de la esperada, pero es sabido que los estilbenos son
extraidos a una velocidad muy baja durante la maceracién (Sun et al.,, 2006). Ademas, este
fendmeno podria verse acentuado si la uva procedente del afio 2016 tuviera algunas
caracteristicas que limitaran, aun mas si cabe, la difusion de estilbenos desde las pieles de la uva
al vino. Se necesitarian mas estudios en este sentido, para poder explicar con robustez estos

resultados.

La mayor concentracion de estilbenos totales en los afos 2017 y 2018 en comparacién
con la campafia de 2016, fue debido a un incremento del T-resveratrol. Durante los afios 2016 y
2018 no hubo diferencias significativas entre los tratamientos evaluados en las cuatro formas
de estilbenos analizadas ni en el sumatorio total de estilbenos. En el afo 2017 sélo hubo
diferencias significativas en el compuesto C-Piceido, observdandose un incremento en el
tratamiento C, en comparacion con el resto de tratamientos. Los resultados obtenidos para la
concentracién de estilbenos en los vinos procedentes de los diferentes tratamientos aplicados,
concuerdan con valores obtenidos por otros autores como Gil-Mufioz et al. (2017) en vinos de
la variedad Monastrell. Existen algunos estudios que relacionan un estrés hidrico con la
disminucidn de la concentracién de estilbenos (Savoi et al., 2017). Por otro lado, Laurent et al.
(2011), en un estudio de deficit hidrico sobre dos variedades, observaron como el deficit hidrico
afectd negativamente a la concentracion de estilbenos en la variedad Chardonnay. Sin embargo,
en este mismo estudio, el estrés hidrico aumento significativamente la concentraciéon de

estilbenos en la variedad Cabernet Sauvignon. Como se ha indicado anteriormente no se han
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encontrado muchos estudios sobre el efecto de la salinidad en los compuestos fenélicos. Sin
embargo, Souid et al., (2019) observaron cémo plantas de dos variedades tintas (Syrah y
Razegui) que han sufrido un estrés por riego con aguas salinas (100 Mm NacCl), desarrollaron un
importante estrés oxidativo, lo que produjo altas concentraciones de estilbenos. Aunque estos
reultados no concuerdan con los obtenidos en nuestro estudio donde no se observd ningln

efecto del salino en la concentracién de estilbenos en sus vinos.

Tabla 24. Estilbenos (mg/L) medidos en vinos después de fermentacidn alcohdlica durante las campafias
2016-2018.

Tratamiento AfRo T-Piceido C-Piceido T-Resveratrol C-Resveratrol Sumatorio

S 2.28 0.06 5.58 0.43 8.32
C 3.33 0.05 7.23 0.36 10.97
Sul 2016 3.80 0.09 6.88 0.53 11.31
Clo 3.01 0.12 6.65 0.44 10.11
SulEnv 3.84 0.04 6.34 0.48 10.70
CloEnv 3.69 0.06 6.75 0.52 11.04
ANOVA ns ns ns ns ns

S 3.94 0.11a 14.94 1.50 20.50
C 5.02 0.20b 20.73 1.54 27.50
Sul 2017 4.15 0.10a 21.95 1.66 27.87
Clo 0 3.50 0.05a 17.27 1.18 22.01
SulEnv 3.94 0.06 a 17.96 1.31 23.29
CloEnv 3.90 0.06 a 17.16 1.24 22.39
ANOVA ns * ns ns ns

S 4.85 0.63 12.29 1.78 19.56
C 5.68 0.65 18.83 2.01 27.18
Sul 2018 5.30 0.55 20.91 2.17 28.94
Clo 5.10 0.47 18.49 1.88 25.95
SulEnv 5.34 0.61 18.73 2.11 26.79
CloEnv 5.24 0.52 19.15 2.06 26.98
ANOVA ns ns ns ns ns

ANOVA: analisis de la varianza. S: Secano; C: Control; Sul: Sulfatos; Clo: cloruros; SulEnv: Sulfatos regados
después de envero; CLoEnv: Cloruros regados después de envero. *: indica diferencias significativas entre
tratamientos para p <0.05, ns: indica efectos no significativos (p>0.05). Las medias seguidas de letras
diferentes indican diferencias significativas entre los tratamientos (p <0.05) segun el test de rangos
multiples de Duncan.
4.3.4 Analisis sensorial

El andlisis fisicoquimico de los vinos nos permite conocer sus caracteristicas analiticas,

su composicion, y su estabilidad, pero solo el analisis sensorial permite a través de los sentidos,

conocer el vino en su conjunto y asi poder determinar la calidad final del vino (Moreno, 2013).

Se realizd una prueba sensorial descriptiva en la cual se utilizé una terminologia
estandarizada. Esta prueba se dividid en tres fases: i) Visual: este examen informa del aspecto

visual del vino teniendo en cuenta factores tales como la brillantez, la limpidez, el color, etc. ii)
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Olfativa: esta fase es la mds importante, ya que permite por primera vez detectar las cualidades
o defectos presentes en el vino. Suele ser la fase mds compleja, debido a la cantidad de
sustancias y compuestos volatiles presentes en el vino. iii) Por ultimo, la fase gustativa, en esta
fase el vino pasa a la boca, por un lado, se completa la fase olfativa, ya que los aromas también
se perciben durante la deglucién por via retronasal y, por otro lado, entran en juego las papilas
gustativas y los receptores tactiles que nos ayudan a reforzar las bondades o defectos

descubiertas en la fase olfativa.

En la Figura 39 se muestran los valores obtenidos del analisis sensorial realizado por
consumidores finales para conocer el efecto del riego deficitario con aguas salinas en los vinos

de la variedad Monastrell en los aifios 2016 y 2018.

En los vinos obtenidos en la campafia de 2016, los catadores no encontraron diferencias
significativas entre los tratamientos para el atributo gustativo. Por el contrario, para los
atributos olfativo, visual y para la armonia los catadores si que fueron capaces de detectar
diferencias entre tratamientos. Los catadores valoraron mas positivamente y de forma
significativa el aspecto visual y la calidad olfativa del tratamiento S, seguido de los tratamientos
SulEnv y CloEnv; siendo el tratamiento peor valorado el C para el atributo olfativo y para el
atributo visual. El tratamiento S fue el mejor valorado de forma significativa para el atributo de
valoracién global. Por el contrario, el tratamiento C fue el que menor puntuacién obtuvo en la
valoracién global. No se encontraron diferencias significativas entre tratamientos con el mismo
momento de inicio de riego y con diferentes tipos de sal, por lo que podriamos afirmar que el
consumidor no es capaz de diferenciar vinos que se riegan de una misma forma aplicando sales

diferentes, al menos para el periodo estudiado y las muestras analizadas.

En cuanto a la campafia de 2018 los catadores no fueron capaces de encontrar
diferencias significativas para el atributo gustativo. Al igual que en 2016 el tratamiento S, fue el
mejor valorado significativamente para los atributos visual y de armonia, asi como para la
calidad aromatica de los vinos. El tratamiento Clo fue el peor valorado olfativamente por los
catadores, y el tratamiento C el peor valorado visualmente. Tampoco se observd ningin efecto

de la salinidad en el analisis sensorial de los vinos.

En ambos anos, Los catadores valoraron mas positivamente el atributo olfativo en los
vinos procedentes de las plantas que habian tenido un mayor estrés hidrico, estando entre estas
valoraciones positivas, una mayor percepcion a fruta roja. Estos resultados coinciden con los
observados por Chapman et al. (2005), estos autores llegaron a la conclusién de que los déficits

de agua en la vid conducen a vinos con aromas y sabores mas afrutados y menos vegetales en
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comparacion con vides que no han sufrido ningln estrés hidrico. En este mismo sentido,
Matthews y Anderson (1988) concluyeron que, vinos de Cabernet Sauvignon procedentes de
vides que habian sufrido estrés hidrico, tuvieron mds aromas afrutados y menos herbaceos en
comparacion con vinos procedentes de vides sin estrés hidrico alguno. Por otro lado, Gamero et
al. (2014) en un ensayo de riego deficitario en la variedad Tempranillo observé como las vides
sometidas a riego deficitario dieron lugar a vinos con aroma florales muy intensos, pero una
menor persistencia en el sabor. Respecto a la salinidad y aunque en nuestros resultados no se
observd ningln efecto de este parametro en el analisis sensorial de los vinos, otros estudios que
han profundizado mas en el analisis sensorial, observaron que hubo diferencias
estadisticamente significativas y sustanciales en sabores salados entre los vinos elaborados con
Shiraz correlacionandose positivamente con la concentracién de CI, Na® y K* de los vinos
(Walker et al., 2003). Ademas, valoraciones altas en el sabor salado de los vinos se relaciond con
valoraciones relativamente bajas para la acidez, el sabor a fruta, la astringencia y persistencia
de sabor a fruta en boca (Walker et al. 2003). Los vinos con sabor salado se suelen describir
como jabonosos, que se define como una sensacidon en la boca viscosa y suave (De Loryn et al.
2014). En otro estudio realizado sobre la variedad Shiraz, los atributos salados y jabonosos se
correlacionaron fuertemente y de forma opuesta al atributo de expresién de fruta (De Loryn et

al. 2014).

Cabe recordar que el analisis sensorial fue realizado por consumidores finales y no por
un panel de catadores expertos, afiadiendo a esto la dificultad que conlleva encontrar
diferencias en 6 vinos de una misma variedad que provienen de una misma parcela y que se le
han realizado las mismas practicas culturales, exceptuando el momento de inicio de riego y la

aplicacién o no, de sales.
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Figura 39. Analisis sensorial realizado por consumidores a los vinos de Monastrell durante las afiadas 2016,
n=47 y 2018 n=40. * Muestra diferencias significativas entre tratamientos para un mismo atributo. No se
incluyen letras en el grafico para la separacion de diferencias significativas
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4.4 Relaciones entre diferentes indicadores agrondmicos y enolégicos.

Por ultimo, y con el fin de obtener una visién global de como se relacionan los diferentes
parametros medidos a lo largo de esta Tesis Doctoral, se han realizado una serie de correlaciones
bivariadas entre diferentes indicadores, con los promedios de los valores obtenidos durante los

tres afios de estudio (Tabla 25).

Respecto a la integral de estrés, se observa una correlacién positiva y significativa entre
esta variable y las variables de produccion, 6'C, antocianos uva, taninos de semilla y antocianos
totales. Cabe destacar que la variable que tiene una mayor correlacion positiva con la integral
de estrés es la produccidon. En cuanto al riego aplicado, la mayoria de pardametros se
correlacionen positivamente con esta variable, exceptuando, la integral de estrés, los
antocianos, taninos de las semillas y el indice de polifenoles totales. En cuanto a las variables
correlacionadas con la produccién, la mayoria se relacionaron de forma positiva, destacando
que el nimero de racimos estd altamente correlacionado con la produccion. También destacar

la correlacién altamente negativa entre la produccion y la integral de estrés.

Tabla 25. Coeficientes de correlacién de Pearson entre tres indicadores (Integral de estrés, riego
aplicado y produccidn) y diferentes variables estudiadas en esta Tesis Doctoral (2016-2018)

VARIABLE Integral de estrés Riego Produccion
r Sig. r Sig. r Sig.
5C 0.89 * -0.80 ns -0.83 *
Produccién 0.96 ** 0.83 * -
Riego -0.93 o -—- -—- 0.83 *
integral de estrés - -0.93 > -0.96 >
N° racimos -0.94 ** 0.78 ns 0.95 **
Pm racimo -0.91 * 0.92 ** 0.86 *
Pm raspén -0.92 > 0.77 ns 0.89 *
Pm bayas -0.94 > 0.92 > 0.94 >
Acido malico -0.83 * 0.64 ns 0.82 *
Antocianos uva 0.95 ** -0.95 ** -0.92 **
Longitud nietos -0.78 ns 0.62 ns 0.90 *
Tanino semilla 0.92 ** -0.89 * -0.95 **
L* -0.93 ** 0.94 ** 0.84 *
a* -0.83 * 0.94 b 0.72 ns
b* -0.79 ns 0.89 * 0.68 ns
c* -0.82 * 0.92 b 0.71 ns
H* -0.71 ns 0.85 * 0.59 ns
IPT 0.73 ns -0.86 * -0.59 ns
AT 0.93 o -0.91 * -0.87 *

r: coeficiente de Pearson. §™C: isotopo de carbono 13, IPT: indice de polifenoles totales, AT:
antocianos totales en vino, Pm: Peso medio. ***: indica diferencias significativas entre
tratamientos para p <0.001, ** indica diferencias significativas entre tratamientos para p <0.01, *
indica diferencias significativas entre tratamientos para p <0.05, ns: no significativo.
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En la Figura 40 se muestran las correlaciones mas relevantes entre la integral de estrés
hidrico y variables agrondmicas y fisioldgicas obtenidas a lo largo de esta Tesis Doctoral. Todas
las variables incluidas se relacionaron negativa y significativamente con la Sy. En todas las
variables se observé como, los diferentes tratamientos se agrupan principalmente segun el
estado hidrico de las cepas, siendo el tratamiento S el que presentd los valores mas bajos en
todas las variables y el tratamiento C, el que presentd los valores mds altos. Para las variables
de peso de poda y g, no se aprecid un efecto claro de los distintos tipos de sal empleada. Sin
embargo, en la relacion existente Ay y produccion podemos observar como los tratamientos
regados con cloruros (Clo y CloEnv) obtuvieron valores mas altos que los tratamientos regados

con Sulfatos (Sul y SulEnv).

Como era de esperar, se observd una significativa correlacién negativa entre Sy vy las
variables de g; Ay, ya que, ante un aumento del estrés hidrico sufrido por las vides, estas activan
sus mecanismos de defensas, cerrando estomas y reduciendo la fotosintesis para evitar pérdidas
de agua por transpiraciéon. En concordancia con nuestros resultados, otros autores obtuvieron
correlaciones similares para diferentes variedades como Tempranillo y Manto Negro (Medrano
et al., 2003), Sangiovese (Poni et al., 1994) y Garnacha y Syrah (Schultz, 1998). Respecto al
rendimiento productivo, cabe resaltar la fuerte correlacion negativa entre la Sy y el rendimiento
(r=0.96**). Resultados similares a los nuestros fueron observados por Saldn et al. (2005), donde
en un ensayo de riego deficitario, observaron un a fuerte correlacion negativa entre la Sy y el
rendimiento de la variedad Bobal. En esta misma linea, otros autores observaron dichas
correlaciones negativas para un ensayo de estrés hidrico post-envero en la variedad Shiraz
(Ginestar et al., 1998). Autores como Baeza et al. (2007) han estudiado las relaciones entre el
estrés hidrico (antes del amanecer, a media mafiana y al mediodia) con otros pardmetros como
la fotosintesis neta, el crecimiento de pampanos, el peso de baya y la composicién del mosto.
Estos autores concluyeron, que la fotosintesis neta estaba relacionada linealmente con las

medidas de estrés hidrico, como hemos observado en esta Tesis Doctoral.
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Figura 40. Relaciones entre diferentes variables agronédmicas (produccion
y peso de madera de poda) y fisioldgicas (fotosintesis y conductancia
estomatica) y la integral de estrés hidrico (Sv). Valores promedio
obtenidos de los tres afios de estudio (n=6). *, ** *** significa que el
ajuste lineal de la funcidn es estadisticamente significativa para p< 0.05,
0.01, 0.001 respectivamente
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Por otro lado, también se estudiaron las correlaciones entre la integral de estrés hidrico
y diferentes componentes de la composicién de la uva y del vino obtenidas a lo largo de esta
Tesis Doctoral (Figura 41). Todas las correlaciones que se muestran fueron significativas,
correlacionandose la acidez total y la concentracion de estilbenos en el vino de forma negativa
y los antocianos y la IC de forma positiva. Al igual que observamos anteriormente con las
variables agrondmicas y fisiolégicas, las variables enoldgicas, se pueden agrupar segun el estrés
hidrico que han acumulado los diferentes tratamientos a lo largo de todo el ciclo vegetativo.
Siendo el tratamiento S el que obtuvo los valores mas altos para la IC y la concentracién de
antocianos en el vino, y los valores mas bajos para la acidez total y la concentracién de estilbenos
en el vino. También cabe destacar que los efectos producidos por el tipo de sal empleada
(sulfatos o cloruros) en algunas variables agrondmicas y fisiolégicas, no se observaron en las
variables enoldgicas, no produciéndose ningun efecto por el tipo de sal aplicada en los

resultados obtenidos en los vinos.

En nuestros resultados observamos una correlacién negativa entre la integral de estrés
y la acidez total. Sin embargo, otros autores como Medrano et al. (2003), en un estudio realizado
en las variedades Manto negro y Tempranillo no encontraron diferencias significativas entre
cepas regadas y no regadas. Por otro lado, y acorde con nuestros resultados, Salén et al. (2005)
en un estudio de riego deficitario en la variedad Bobal observaron una correlacion positiva entre
el riego aplicado y la acidez total. Estos mismos autores observaron una correlacion significativa
y positiva entre la integral de estrés y la concentracidon de antocianos e intensidad de color,
obteniendo resultados similares a los nuestros. Cabe destacar que, las correlaciones obtenidas
para estas dos variables en la variedad Monastrell estan mas altamente correlacionadas que las

obtenidas por Saldn et al. (2005) en la variedad Bobal.
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Figura 41. Relaciones entre diferentes componentes de la composicion del
vino (Ac. total, intensidad de color, estilbenos y antocianos) y la integral de
estrés hidrico (Sv). Valores promedio obtenidos de los tres afios de estudio
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156



157



5. CONCLUSIONES/CONCLUSIONS
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Esta Tesis Doctoral ha abordado el reto de identificar los efectos del estrés hidrico y el

riego con aguas salinas sobre la respuesta agrondémica de la vid y la composicién de la uva y del

vino. En estas conclusiones se comparan: 1) El régimen de secano con el riego salino, 2) El efecto

especifico del ion salino predominante en el agua de riego y 3) El periodo de aplicacion del riego

con agua salina.

Secano versus riego deficitario salino.

El tratamiento secano redujo la produccion frente al riego con agua de buena calidad en
un 36%, mientras que la reduccién del rendimiento de los tratamientos regados con
agua salina fue de sélo un 12%.

El riego con aguas salinas (Sul y Clo) produjo un aumento en la acumulacidn de sales en
el suelo, incrementandose esta concentracion en agosto hasta un 50% en comparacion
con el control. Sin embargo, debido a la textura franco arenosa del suelo, se produjo
una lixiviaciéon de sales, disminuyendo significativamente dicha acumulacidn durante el
periodo invernal. Por lo tanto, no deberia haber problemas de salinizacién del suelo en
el medio-largo plazo.

La aplicacién de riego con aguas salinas permitid obtener incrementos productivos
frente al secano de hasta un 31% pudiendo recomendarse su aplicaciéon en caso de
escasez de otros recursos hidricos de mejor calidad. Sin embargo, es imperativo estudiar
los efectos del riego con aguas salinas a largo plazo, dado que se ha observado una
acumulacidn de iones fitotéxicos en los tejidos permanentes de las cepas.

El tratamiento secano mejord notablemente las caracteristicas cromdticas de los vinos
y la concentracion de antocianos y taninos del hollejo, en comparaciéon con el
tratamiento control y el riego con aguas salinas. Aunque la no aplicacion de riego haya
reducido significativamente el rendimiento, mejord la composicion fendlica del vino. La
aplicacién de aguas salinas no tuvo impacto en los parametros cromaticos del vino. El

tratamiento secano fue el mejor valorado sensorialmente por los consumidores.

Efecto especifico del ion salino predominante en el agua de riego

Todos los tratamientos regados con aguas salinas incrementaron significativamente la
concentracién de sodio en el tronco en comparacion con el tratamiento control. La
concentracion de cloruros en el tejido foliar aumenté significativamente en las plantas
de los tratamientos regados con NaCl. Aunque la mayor concentacién de sulfatos en los
tejidos vegetales se observd en el tratamiento SulEnv, no se observaron diferencias

significativas entre este tratamiento y los tratamientos secano y control.
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En términos generales, los tratamientos con el mismo momento de riego y distinto tipo
de sal (Sul-Clo y SulEnv-CloEnv) no han tenido efectos significativos en la mayoria de los
parametros analizados (tanto agrondmicos como enoldgicos). Si bien es cierto, que el
vino procedente del tratamiento con cloruros fue el peor valorado olfativamente por los

consumidores.

Periodo fenolégico de la aplicacion del riego con aguas salinas

En todos los tratamientos con riego, la variacion del estado hidrico del vifiedo durante
el ciclo vegetativo, estuvo mas determinada por el momento de inicio de riego y no
tanto por el tipo de sal aplicada.

Los tratamientos que se comenzaron a regar antes del envero (C, Sul y Clo), obtuvieron
mayor superficie foliar, longitud media del sarmiento y peso de la madera de poda que
el tratamiento secano y los tratamientos regados después de envero. Por lo que un
momento de inicio de riego temprano, incrementa el vigor vegetativo de las plantas.
Para una dosis de riego muy similar, los tratamientos que recibieron el riego con agua
salina después del envero, tuvieron una produccion un 12% menor que cuando el riego
se aplicé durante todo el ciclo fenoldgico.

Por otro lado, los tratamientos que se comenzaron a regar en post-envero mejoraron
las caracteristicas cromdticas e incrementaron la concentracién de antocianos en
comparacion con los tratamientos que se comenzaron a regar antes. Por lo tanto, un
estrés hidrico controlado en pre-envero puede mejorar algunos parametros
relacionados con la calidad del vino en comparacién a un riego deficitario aplicado

durante toda la campafia.

En definitiva, se puede concluir que la no aplicacion de riego y el riego deficitario aplicado

después del envero reducen la produccién, pero mejoran significativamente la composicion de

la uva en comparaciéon con el tratamiento control. Ante la falta de disponibilidad de aguas de

buena calidad para el riego de la vid, la utilizacién de aguas salinas de alta conductividad eléctrica

(5 dS/m), es recomendada para viticultores cuyo objetivo sea maximizar la produccién y la

concentracién de azlcares, sin priorizar la composicion final de los vinos. Todo ello siempre y

cuando el suelo del vifiedo tenga una textura que favorezca el lavado de sales, evitando la

acumulacién de las mismas a corto medio plazo.
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This Doctoral Thesis has focused on identifying the effect of water stress and irrigation
with saline waters on the agronomic response and grape and wine composition. In these
conclusions, it is compared: 1) The rainfed with saline irrigation, 2) The specific effect of the
predominant saline ion in irrigation water and 3) The period of application of irrigation with

saline water.
Rainfed versus saline deficit irrigation

e The rainfed treatment reduced yield compared to irrigation with good quality water by
36%, while grape yield reduction in treatment with saline water due to the addition of
NaCl was only of 11%.

e Irrigation with saline waters (Sul and Clo) resulted in an increase in the accumulation of
salts in the soil, this concentration increasing in August up to 50% compared to the
control. However, due to the sandy loam texture of the soil, salts leaching occured
significantly decreasing soil salts concentration during the winter period. Therefore, in
the mid-term, there should be no soil salinization problems

e The application of irrigation with saline waters allows obtaining yield increments against
rainfed of up to 31%, and its application can be recommended in case of a shortage of
other water resources of better quality. However, it is imperative to study the effects of
irrigation with saline waters in the long term, since an accumulation of phytotoxic ions
has been observed in the permanent vine tissues.

e The rainfed treatment significantly improved the color characteristics and the grape
concentration of anthocyanins and proanthocyanidins, compared to the control
treatment and irrigation with saline waters. Although the rainfed treatment significantly
reduced the vyield, it improved wine phenolic composition. The application of saline
waters had no impact on the wine color parameters. Wines from the rainfed treatment

were the best sensory valued by consumers.
Specific effect of the predominant salt ion in irrigation

e All the treatments irrigated with saline waters significantly increased the sodium
concentration in the trunk compared to the control treatment. The concentration of
chlorides in the trunk was significantly increased in the plants of the treatments irrigated
with NaCl. Although the highest concentration of sulfates in plant tissues was observed
in the SulEnv treatment, no significant differences were observed between this

treatment and the rainfed and control treatments.
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e In general terms, it was not observed that the treatments with the same irrigation time
and different type of salt (Sul-Clo and SulEnv-CloEnv) had significant effects on most of
the parameters analysed. However, the treatment with chlorides was the lowest rated

olfactory by consumers.
Phenological period of the application of irrigation with saline waters

e Inallirrigation treatments, vine water status variations during the vegetative cycle, was
more determined by the start of irrigation and not by the type of salt applied. The
treatments that started irrigated before veraison (C, Sul and Clo), obtained greater leaf
area, mean shoot length and pruning weight than the rainfed and the treatments
irrigated after veraison. Therefore, an early watering starting time increases the vigour
of the plants.

e Forasimilar amount of irrigation water, the treatments with saline water irrigation after
the veraison had a 12% lower production than treatments with irrigation applied
throughout the phenological cycle.

e The treatments that began to be irrigated post-veraison improved wine color
characteristics and increased the concentration of anthocyanins compared to the

treatments that began to be irrigated before. Therefore, controlled water stress can

improve some parameters related to wine quality.

It can be concluded that the non-application of irrigation and the deficit irrigation
applied after veraison reduce yield, but significantly improved the composition of the grape
compared to the control treatment. Due to the lack of availability of good quality water for
vineyard irrigation in cetain arid and semiarid environments, the use of saline waters with high
electrical conductivity (5 dS/m) it is recomended, as long as the vineyard soil has a texture that
favours leaching, avoiding the accumulation of salts in the short to medium term. This
recommendation is specific for wine growers whose objective is to maximize the production and

concentration of sugars, without prioritize in the final composition of the wines.
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