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RESUMEN

El déficit hidrico y la deficiencia nutricional de hierro (clorosis férrica) son factores de estrés
ambiental que afectan frecuentemente al cultivo de la vid en la zona mediterranea. Los

estudios sobre el impacto de ambos factores, cuando actian simultdneamente, son escasos.

En esta Tesis se han evaluado los efectos combinados de la incidencia de clorosis férrica y del
estado hidrico de la vid sobre la calidad y el perfil aromatico de la uva y del vino Tempranillo y
se ha estudiado la viabilidad de la medida del contenido foliar de clorofila en el envero (Chl)
como indicador precoz del potencial de calidad de las uvas en esas condiciones. Ademas, en
esta Tesis se ha investigado, por primera vez, cdmo niveles moderados de carencia de hierro

en la vid pueden afectar a la presencia de compuestos orgdnicos volatiles en los vinos.

Para ello, se realizé un seguimiento durante varias campafias de 20 subzonas de vifiedo de
secano (10 m x 10 m cada una), desde no afectadas hasta moderadamente afectadas por
clorosis férrica, en la Denominacidon de Origen Protegida Ribera del Duero. Los niveles de
estrés hidrico y nutricional del vifiedo, estimados a partir del potencial hidrico foliar antes del
amanecer y el contenido de clorofila foliar medidos en el envero, se relacionaron con los
valores de vigor, rendimiento y composicion de la uva, asi como con las caracteristicas

guimicas y organolépticas del vino.

La incidencia leve a moderada de clorosis férrica no tuvo efectos significativos sobre el vigor de
la vid, el rendimiento o el tamafio de las uvas, pero aumentd las concentraciones de algunos
terpenos especificos, norisoprenoides C13, 4cidos y fenoles volatiles en la uva. Por su parte, el
déficit hidrico tendié a incrementar la intensidad del color y el contenido de antocianinas

extraibles de las uvas.

Se ha observado que el estrés por deficiencia de hierro disminuye el pH del vino y contribuye a
la mejora de atributos sensoriales de tonalidad e intensidad de la capa, intensidad del sabor y
persistencia en boca. Se observaron aumentos en el color rojo, en la astringencia y en la
persistencia del vino asociados con la incidencia de clorosis férrica, aunque restringidos en

condiciones de déficit hidrico elevado.

Los resultados muestran que el estrés moderado por deficiencia de hierro aumenté en los
vinos las concentraciones de compuestos volatiles asociados a notas florales, como el 2-
fenilacetaldehido, el 2-feniletanol y el acetato de 2-feniletilo, al tiempo que redujo la presencia

de los alcoholes C6, responsables del aroma herbaceo. El mayor contenido total de



compuestos fendlicos se observd en las subzonas de vifiedo con mejor estado hidrico. En las
subzonas mas estresadas, tanto por déficit hidrico como por carencia de hierro, se observan

menores contenidos de alcoholes C6 que en las subzonas menos estresadas.

Los resultados indican que el estrés por deficiencia de hierro de leve a moderado puede tener
efectos positivos sobre los compuestos quimicos y los atributos sensoriales del vino
Tempranillo. Las mediciones del contenido de clorofila foliar en el envero podrian ser muy
utiles para mapear el potencial de calidad en vifiedos de secano afectados por deficiencia de

hierro.



ABSTRACT

Water deficit and iron nutritional deficiency (iron chlorosis) are environmental stress factors
that frequently affect grapevine cultivation in the Mediterranean area. Studies on the impact

of both factors, when acting simultaneously, are scarce.

In this Thesis, the combined effects of the incidence of iron chlorosis and the water status of
the vine on the quality and aromatic profile of the Tempranillo grape and wine have been
evaluated, and the feasibility of measuring the foliar chlorophyll content in veraison (Chl) has
been studied as an early indicator of the quality potential of the grapes under these
conditions. In addition, this Thesis has investigated, for the first time, how moderate levels of

iron deficiency in grapevines can affect the presence of volatile organic compounds in wines.

During several campaigns a group of 20 subareas of non-irrigated vineyards (10 m x 10 m
each), from not affected to moderately affected by iron chlorosis, was monitored in the Ribera
del Duero Designation of Origin. The water status and nutritional stress levels of the vineyard,
estimated from the leaf water potential before sunrise and the foliar chlorophyll content
measured at veraison, were related to the values of vigor, yield and grape composition

parameters, as well as with the chemical and organoleptic characteristics of the wine.

Mild to moderate incidence of iron chlorosis had no significant effects on vine vigor, yield, or
berry size, but increased concentrations of some specific terpenes, C13 norisoprenoids, volatile
acids, and phenols in grapes. On the other hand, the water deficit tended to increase the color

intensity and the extractable anthocyanin content of the grapes.

It has been observed that iron deficiency stress lowers the pH of the wine and contributes to
the improvement of sensory attributes as tonality, layer intensity, flavour intensity and
persistence in the mouth. Increases in red color, astringency and wine persistence associated
with the incidence of iron chlorosis were observed, although restricted in conditions of high

water deficit.

The results show that moderate stress due to iron deficiency increased the concentrations of
volatile compounds associated with floral notes, such as 2-phenylacetaldehyde, 2-
phenylethanol and 2-phenylethyl acetate, in wines, while reducing the presence of C6 alcohols,
responsible for the herbaceous aroma. The highest total content of phenolic compounds was

observed in the vineyard subzones with the best water status. In the most stressed subzones,



both due to water deficit and iron deficiency, lower contents of C6 alcohols are observed than

in the less stressed subzones.

The results indicate that mild to moderate iron deficiency stress can have positive effects on
chemical composition and sensory attributes of Tempranillo wine. Measurements of leaf
chlorophyll content at veraison could be very useful to map quality potential in rainfed

vineyards affected by iron deficiency.



1. INTRODUCCION

La vid (Vitis vinifera L.) es una de las plantas mas profusamente cultivadas en todo el mundo,

destacando tanto por su extensién como por su valor econdmico (Vivier y Pretorius, 2002).

Italia (49,1 Mill. hL), Francia (46,6 Mill. hL) y Espafia (40,7 Mill. hL) son los principales
productores de vino a nivel internacional y juntos representaban el 53 % de la produccion
mundial de vino en 2020. El drea destinada a vifiedos en Espaia (961 mha), es la mayor a nivel
mundial, y junto con Francia (797 mha), China (785 mha), Italia (719 mha) y Turquia (431 mha)

completaban los 5 primeros puestos en 2020 (OlV, 2021).

La vid se cultiva en un amplio rango de climas (Van Leeuwen y Seguin, 2006). El cambio
climatico estd provocando una mayor demanda en la evapotranspiracidon del vifiedo y una
menor disonibilidad de agua, por lo que muchas zonas del mundo requieren su adaptacion
para mantener la rentabilidad del vifiedo (Naulleau et al., 2021). El déficit hidrico se ha
convertido en el principal factor limitante de la produccién, especialmente en el area

mediterranea (Lemke et al., 2007; Williams et al., 2003).

El estrés hidrico produce el cierre de los estomas de la planta, reduciendo la disponibilidad de
didéxido de carbono en el mesdfilo de la hoja (Flexas et al., 2002). Una disponibilidad de agua
limitada puede afectar en gran medida a la productividad de las plantas (Chai et al., 2016;
Pérez-Pastor et al., 2016; Ruiz-Sanchez et al., 2010). Sin embargo, un déficit hidrico moderado
en el vifiedo puede ser beneficioso para algunos aspectos de la calidad de la uva (Cataldo et

al., 2020; Temnani et al., 2021)

La carencia nutricional de hierro (clorosis férrica) es otro estrés abidtico muy frecuente en
viticultura. La deficiencia de hierro limita la capacidad fotosintética de las plantas, puesto que
conlleva un descenso de la sintesis de pigmentos fotosintéticos y disminuye la eficiencia del

fotosistema Il en las plantas (Bavaresco et al., 2006; Hailemichael et al., 2016).

Numerosos estudios demuestran que los vifiedos ubicados en suelos calcareos de la zona
mediterranea, afectados por estrés hidrico o por deficiencia de hierro, ven disminuida su
capacidad productiva, causando importantes pérdidas econdémicas (Li et al., 2017; Martin et
al., 2007; Naulleau et al., 2021). Sin embargo, existen muy pocos trabajos que estudien el
impacto conjunto de ambos tipos de estrés, cuando actian simultdneamente, sobre el vigor y

el rendimiento del vifiedo y la composicién de la uva y del vino.



Aungue un estrés intenso por carencia de hierro o por déficit de agua provoca pérdidas en el
potencial cualitativo de la uva, niveles moderados de estrés pueden tener efectos positivos en
ese potencial. Al restringirse el crecimiento vegetativo de la planta se obtienen rendimientos
mds moderados y uvas mas pequefias que concentran constituyentes como azlcares o
antocianinas (Balint y Reynolds, 2017; Bavaresco et al., 2005). Es interesante estudiar como
estas posibles mejoras en la composicién de las uvas se extienden a la composicién y las
caracteristicas sensoriales del vino. En el caso de la deficiencia de hierro, no existen en la

bibliografia cientifica estudios sobre este particular.

Existe un conocimiento muy limitado de cdmo el estrés hidrico afecta al perfil sensorial de los
vinos, con resultados a veces contradictorios (Balint y Reynolds, 2017; Ledderhof et al., 2014).
La mayoria de los estudios sobre el tema corresponden a experiencias de riego (Miras-Avalos
et al., 2019; Tian y Gu, 2019). Ademas, los trabajos destinados a interpretar los efectos de la
variabilidad espacial en el estado hidrico de vifiedos de secano han recibido menos atencién
(Hakimi y Reynolds, 2010). El establecimiento de relaciones entre los atributos especificos del
vino con el grado de madurez de la uva y el comportamiento agrondmico del vifiedo puede

proporcionar informacidn interesante para la gestion del cultivo en viticultura de precision.

En el caso de la clorosis férrica, los trabajos publicados en la bibliografia abordan normalmente
experiencias de correctores de la carencia en condiciones controladas, muchas veces con
plantas cultivadas en recipientes (Kolesch et al., 1987; Mengel et al., 1984), siendo escasas las
investigaciones que abordan la variabilidad de la incidencia de la clorosis en campo (Meggio et

al., 2010).
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1.1. LA CALIDAD DE LA UVA Y DEL VINO
1.1.1. Componentes de la calidad del vino

Es un hecho comunmente aceptado que la calidad de un vino depende en su mayor parte de la
calidad de las uvas que se emplean para su elaboracion (Allegro et al., 2021; Merkyté et al.,
2020). Los endlogos deben alcanzar unos objetivos de madurez en la uva acordes con el vino
que desean obtener, para lo cual es fundamental definir la fecha éptima de vendimia. Esta
fecha depende fundamentalmente de la evolucion de los pardmetros de composicion de la uva
a lo largo de la maduracion, pero también de la previsién de agentes meteoroldgicos adversos

que pueden deteriorar la cosecha (Jones y Davis, 2000; Sgubin et al., 2018).

La calidad analitica se puede definir con parametros bdsicos como el grado alcohélico, el pH, la
acidez total y volatil, el color y el indice de polifenoles totales, y pardmetros mas especificos
como la composicion en compuestos organicos volatiles y fendlicos. Esta calidad depende
basicamente del medio fisico en el que esta implantado el vinedo, de la maduracién de la uva,
de la relacién entre la produccion del vifiedo y el vigor del mismo, de la variedad vinifera y de
la relacién piel-mosto, sin olvidar otros factores asociados al proceso enotécnico y

microbioldgico seguido (Aladrén, 2013).

1.1.1.1. La composicion fendlica y el color del vino

Mediante la obsevacién del color de un vino se puede obtener informacion a cerca de su edad,
de su concentracidn tdnica, de su estado de conservacion e incluso se pueden predecir algunos

defectos que se notardn al beberlo.

En el espectro de absorcidn, los vinos jovenes presentan un maximo de absorbancia a 520 nm,
correspondiente al color rojo y unas componentes amarilla (420 nm) y azul (620 nm)
relativamente importantes (figura 1). El vino de 5 afios presenta una componente roja menory
el amarillo es mas importante que en el vino joven, por ello el vino tiene un color teja. El vino
con 25 afos tiene una componente amarilla claramente mads alta y por tanto su color serd

marrén (Zamora, 2003).
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............ Vino de 5 anos

Absorbancia
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320 420 520 620 A (nm)

Figura 1. Espectro de absorcion del vino (Zamora, 2003). Reproducido con permiso de AMV

EDICIONES.

El color ha sido ampliamente reconocido como un buen predictor de la calidad del vino tinto.
El grupo de investigacidon de Jackson (Jackson et al., 1978) y posteriormente el de Parpinello
(Parpinello et al., 2009) han demostrado que una mayor calidad general, determinada después
de una evaluacién sensorial completa, se asocia con una mayor intensidad de color, para los
vinos Beaujolais y Novello, respectivamente; en un estudio realizado con vinos tintos jovenes

del sur de Australia se encontraron resultados similares (Somers y Evans, 1974).

Las moléculas responsables del color del vino son los compuestos fendlicos. Estos compuestos
se clasifican en dos subgrupos: flavonoides y no flavonoides (Cheynier et al., 2000). Los
antocianos y los flavanoles son los compuestos fendélicos que mas influencia tienen sobre su
color y evolucidn, y sobre otras caracteristicas organolépticas definitorias de la calidad del

vino.

La biosintesis y la acumulacion de los compuestos fendlicos en las uvas se ven afectadas por la
variedad de uva, la madurez de estas en el momento de la vendimia, las condiciones climaticas
y geograficas y el estrés hidrico del vifiedo (Dokoozlian y Kliewer, 1996; Kennedy et al., 2002;
Kontoudakis et al., 2011). La influencia del “factor variedad” sobre la composicién cualitativa y
cuantitativa de la uva es evidente. Asi, Nufiez et al. (2004) y Otteneder et al. (2004)

encontraron perfiles antocianicos caracteristicos en distintas variedades de uva, mientras que
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otros autores mostraron amplias diferencias en el perfil de flavonoles (Castillo-Mufioz et al.,

2007; Mattivi et al., 2006).
- Los compuestos fendlicos no flavonoides:

Dentro de los compuestos fendlicos no flavonoides encontramos los acidos fenoles y los

estilbenos.

Los acidos fenoles son compuestos carentes de color presentes en décimas de mg/L, se
encuentran en todas las partes de la uva y del racimo (piel, pulpa, semillas y raspdn), y se
dividen en dos grupos: acidos benzoicos y &cidos cindmicos (Sikuten et al., 2020). Estos
compuestos existen de forma predominante como 4cidos hidroxibenzoico e hidroxicindmico,

encontrandose tanto de forma libre como conjugada (Garrido y Borges, 2013).

Los acidos hidroxibenzoicos son necesarios para la sintesis de otros compuestos implicados en
el crecimiento y el desarrollo de las uvas. El acido gélico es considerado el acido benzoico mas
abundante y un importante compuesto fendlico ya que es un precursor de todos los taninos
hidrolizables y forma parte de los taninos condensados (Tomaz et al., 2019). Los &cidos
hidroxicindmicos representan la mayor parte de los dacidos fendlicos de las uvas y son

precursores de compuestos fendlicos volatiles (Conde et al., 2007).

Los estilbenos son compuestos polifendlicos que actian como fitoalexinas, protegiendo a las
uvas del estrés bidtico y abidtico (Sikuten et al., 2020). Langcake y Pryce (1976) determinaron
que los estilbenos, localizados en la piel de las uvas, participan en la defensa de las bayas
frente a los ataques fungicos. Estos compuestos han recibido una especial atencién en los
ultimos afios debido a sus posibles efectos beneficiosos en la salud humana, especialmente el
resveratrol (Gambini et al., 2021; Singh et al., 2019). La mayor parte de los estilbenos de la uva
estan contenidos en la piel, pero también pueden encontrarse en las semillas e incluso en el

tallo y en las hojas de la vid (Hasan y Bae, 2017).
- Los compuestos fendlicos flavonoides:

Las clases mas representativas de flavonoides en la uva estan constituidas por antocianinas y
flavonoides. Ademas del color, las percepciones en boca como la astringencia y el amargor
estan directamente asociadas con las antocianinas y las proantocianidinas (PA) (Gawel, 1998;
Vidal et al., 2003) y ambos compuestos intervienen de forma determinante en la actividad

antioxidante de las uvas y de los vinos (Meng et al., 2012). Las antocianinas se acumulan en la
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piel de las uvas tintas a partir del envero; estan presentes como derivados glucésidos de
delfinidina, cianidina, petunidina, peonidina y malvidina (Fournand et al., 2006). La catequina,
la epicatequina, la galato-epicatequina y la epigalocatequina son flavonoides presentes desde
el cuajado en las pieles y semillas de las uvas como mondmeros libres y formas poliméricas,
que se denominan PA o taninos (Downey et al., 2003). Las PA ubicadas en la piel de las uvas
tienen un mayor grado medio de polimerizacién (mDP) y una menor proporcién de formas
galloiladas en comparacién con las de las semillas, mientras que la epigalocatequina no se
encuentra en los flavonoides de las semillas. Por tanto, la epigalocatequina y el galato de
epicatequina que se encuentran en el vino pueden indicar el tejido, la piel o la semilla de la

baya de la que se extraen las PA (Cheynier et al., 2006).

La importancia de cada clase de flavonoides en las uvas para la calidad del vino se conoce
desde hace mucho tiempo. El aporte de las antocianinas al color del vino puede ser directo,
por sus propiedades espectrales, o indirecto tras la reaccion de copigmentacion con otros
compuestos fendlicos, como los flavonoles que se encuentran presentes en menor cantidad
respecto a otros flavonoides (Boulton, 2001). Durante la crianza del vino, la formacién de
polimeros pigmentados, resultante de la reaccidon entre las antocianinas y las PA, modula el

color del vino que cambia a un tono marrdn rojizo (Hayasaka y Kennedy, 2003).

Las antocianinas, los mondmeros de flavan-3-ol y las PA contribuyen a la percepcién de
importantes atributos de sensacion en boca (por ejemplo astringencia y amargor) y a la calidad
general del vino (Gonzalo-Diago et al., 2014; Kennedy et al., 2006). En este contexto, Mercurio
et al. (2010) indicaron que los vinos australianos procedentes de uvas de Cabernet Sauvignony
Shiraz con una mayor concentracién de compuestos fendlicos totales se correlacionaban con
un mayor valor de mercado. También se observé que el aumento en el precio por botella
estaba relacionado con un aumento en la intensidad del color, en la concentracion de taninos
y en el grado mDP de los taninos (Kassara y Kennedy, 2011). Por otra parte, un estudio
realizado con vinos tintos premium de diferentes Denominaciones de Origen espafiolas
describe una relacidn positiva entre la calidad global y las concentraciones del dimero de

malvidina-catequina y de las PA ligadas a polisacaridos (Saenz-Navajas et al., 2010).

Los parametros CIELab se muestran como una de las medidas mas objetivas del color, que se
define a partir de unas coordenadas denominadas L* (claridad), a* (componente color rojo-
verde) y b* (componente color amarillo-azul). Los pardmetros C* (croma) y H* (tono) se

calculan a partir de a*y b* (OIV, 2006).
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Las coordenadas ClELab se ubican dentro de un espacio tridimensional, estando cada una de
ellas en cada uno de los ejes que definen el espacio (Cheftel y Cheftel, 1992). La coordenada L*
se encuentra en el eje vertical, tomando valores entre 0 y 100 (indicando el valor O alta
claridad y 100 baja claridad). La coordenada a*, corresponde al eje de abscisas, tomando
valores entre +60 y -60 (siendo +60 la gama de matices rojos y -60 la gama de matices verdes).
Y por ultimo la coordenada b*, corresponde al eje de ordenadas con valores entre +60 y -60

(siendo +60 la gama de matices amarillos y -60 la gama de matices azules) (figura 2).

Figura 2. Diagrama secuencial y/o continuado de las coordenadas colorimétricas a* y b*, y de

su magnitud derivada como es el tono (H*) (OIV, 2006).

1.1.1.2. El perfil aromatico

El aroma del vino es un marcador esencial de su calidad, es muy complejo y su percepcion es el
resultado de una gran cantidad de compuestos organicos volatiles (libres y ligados) presentes
en concentraciones muy bajas. Se ha demostrado que el vino tiene mas de 800 compuestos
volatiles con un amplio rango de concentracién, desde ng/L hasta cientos de mg/L
(Machynakova et al., 2019). No todos los compuestos contribuyen de la misma forma al aroma
del vino. De hecho, se ha definido el cdlculo del “valor activo de olor” (OAV, de sus siglas en
inglés “odour activity value”) como el cociente entre la concentracion del compuesto a evaluar
y el umbral de percepcion de dicho compuesto, permitiendo estimar la contribucion al
espectro aromatico del vino cuando ese resultado es > 1. Segin Guth (1997) este concepto es

necesario para cuantificar las diferencias aromaticas entre vinos con diferente procedencia
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varietal o geografica. Sin embargo, actualmente se encuentra en debate la fiabilidad del OAV

como indicador de la importancia real del odorante en el vino (Ferreira et al., 2022).

Los compuestos volatiles libres contribuyen directamente al aroma del vino, mientras que los

compuestos ligados se encuentran en el mosto en forma de compuestos inodoros, que pueden

convertirse en formas volatiles, mediante hidrélisis dcida y enzimatica, durante los procesos de

vinificacion, almacenamiento y envejecimiento del vino (Lépez et al., 2004).

Algunos de los compuestos de mds impacto en el espectro aromatico del vino se describen en

la tabla 1.

Tabla 1. Compuestos considerados como compuestos de impacto en los distintos tipos de vinos

(Ferreira, 2007).

Compuesto arématico

Descripcién

Linalol

Aroma varietal de moscatel. Floral, citrico

Oxido de rosa cis

Aroma floral. Varietal de Gewdlrztraminer

(E)-whiskylactona

Olor a madera

Sotoldn (3-hidroxi-4,5-dimetil-
2(5H)-furanona)

Vinos oxidativos. Oporto, Madeira, Jerez

4-metil-4-mercaptopentanona

Aroma a boj. Varietal de Sauvignon Blanc

3-mercapto-hexanol

Mango verde y boj

Acetato de 3-mercaptohexilo

Fruta tropical. Varietal de Verdejo

Furfuriltiol (FFT, o 2-
furanmetanetiol)

Aroma a café. Caracteristico de los champagne envejecidos

Bencilmercaptano

Aroma a tostado. Champagne envejecido, Chardonnay sobre
lias

Sulfuro de dimetilo (DMS)

Olor azufrado. Vinos envejecidos

Metional (metil-tiopropanal)

Chocolate

Diacetilo

Mantequilla (Chardonnay)

Acetato de isoamilo

Aroma caracteristico en Pinotage y Tempranillo

Rotundona

Pimienta (Shiraz)
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Segun el momento en que se generen, los compuestos aromaticos se clasifican en tres

categorias:

e Formados en la uva: primarios o varietales.
e Formados por la accién de las levaduras o las bacterias: secundarios o fermentativos.

e Relacionados con la crianza en barrica y botella: terciarios.

1.1.1.2.1. Aromas primarios

Los aromas primarios del vino, también definidos como aromas varietales, son compuestos
aromaticos que representan en el vino el aroma tipico de las variedades de uva. Las formas
libres de estos compuestos contribuyen de forma directa al aroma (Zalacain et al., 2007). Sin
embargo, las formas no volatiles se encuentran en mas proporcién, siendo en su mayoria
compuestos glicosilados. La hidrdlisis de estos compuestos glicoconjugados puede producir
agliconas aromaticamente activas, como terpenos, norisoprenoides C13, derivados bencénicos
y alcoholes alifaticos (Gunata et al., 1985; Ribéreau-Gayon et al., 2021). Estos compuestos son
de gran relevancia debido a que desempefian un papel fundamental en la diferenciacién de
vinos procedentes de las distintas variedades de uva usadas en enologia (Dimitriadis y

Williams, 1984; Gunata et al., 1985).

La viticultura y las practicas culturales son factores que influyen en la composicién aromatica
de la uva (Gonzélez-Barreiro et al., 2015; Vilanova et al., 2007, 2017). Los aromas primarios
pertenecientes a una misma variedad de uva pueden presentar diferentes caracteristicas en
funcion de factores naturales derivados del clima, tipo de suelo, fertilizacién,
presencia/ausencia de plagas o incluso la ubicacién geografica, que pueden provocar
diferentes condiciones de cultivo en cada zona y también cada afio. Ademas, el periodo de
maduracién y el cuidado del viticultor a la hora de seleccionar las uvas pueden influir en el

aroma primario final del vino (Pereira et al., 2020).

Se sabe que las uvas contienen terpenos libres y combinados con enlaces glicosidicos con
glucdsidos, siendo los monoterpenos y sesquiterpenos los que aportan aroma y sabor. Si bien
pocos aromas se han asociado directamente a variedades especificas, cada variedad de uva
posee una huella aromatica. Los glicdsidos o ésteres de monoterpeno no muestran cambios
significativos en su cantidad por la accidén de las levaduras en la fermentacién. Por tanto, se
pueden utilizar para clasificar diferentes variedades, como los vinos elaborados a partir de
uvas Muscat y Riesling, mediante el estudio de su composicién analitica basada en tan solo 12

compuestos monoterpénicos (Rapp y Mandery, 1986; Styger et al., 2011). Sin embargo, la baja
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concentracién de estos compuestos no permite su apreciacion sensorial a no ser que su
potencial se vea reforzado en etapas posteriores por reacciones enzimaticas que tengan mayor
impacto en el aroma final del vino (Belda et al., 2017). Ademas, otros precursores que no
poseen caracteristicas olorosas estan involucrados en el desarrollo de otras sustancias
aromaticas (por ejemplo, monoterpenos, dioles o terpenos, polioles, acidos grasos,

carotenoides, precursores glicosilados del aroma y fenoles volatiles) (Pereira et al., 2020).

Las principales familias de compuestos involucradas en los aromas primarios o varietales del

vino son los terpenos, los norisoprenoides C13 y los compuestos C6.

- Terpenos

Los terpenos son compuestos que derivan de las uvas y contribuyen en gran medida al aroma
varietal de algunos vinos aromaticos. Con umbrales de percepcion relativamente bajos,
muchos terpenos contribuyen al aroma floral del vino directamente o mediante efectos
sinérgicos (Swiegers y Pretorius, 2005). Aparecen de forma libre, percibidos directamente, y de
forma combinada. Los terpenos combinados o ligados, cuyo contenido aumenta durante la
maduracién (Bayonove, 1993), se liberan en el transcurso de la vinificacidon por las enzimas de
la uva y las levaduras o por las enzimas anadidas. Son facilmente perceptibles desde
cantidades muy bajas de concentracidon (mg/L) y son responsables del aroma de uva asociado a
la variedad Muscat, pero también presentes en otras variedades de uva. Entre ellos, los
alcoholes monoterpenos mas olorosos son el linalol, geraniol, nerol, citronelol, 3,6-dimetil-1,5-
octa-dien-1,7-diol, hotrienol y a-terpineol, que aportan aromas florales, afrutados vy citricos al

vino (Jeromel et al., 2019; Ruiz et al., 2019).

- Norisoprenoides C13

Los norisoprenoides son un grupo de compuestos aromaticos derivados de la degradacion de
los carotenoides, un grupo de pigmentos no aromaticos tetraterpenoides que existen
ampliamente en las plantas. Estos compuestos son responsables, entre otros, de los olores a
flores (violeta), fruta (compota de manzana, frutas exdticas), tabaco y petréleo. Los
norisoprenoides C13, con 13 dtomos de carbono, se encuentran entre muchos compuestos
aromaticos conocidos con umbrales sensoriales extremadamente bajos y son fuente
importante de aromas derivados de la uva en los vinos. Los norisoprenoides C13 mas comunes
son la B-damascenona, la B-ionona, el 1,1,6-trimetil-1,2-dihidronaftaleno (TDN), el (E)-1-(2,3,6-
trimetilfenil)buta-1,3-dieno (TPB) y el vitispirano (Yuan et al., 2015). Sus estructuras quimicas

se muestran en la figura 3.
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Figura 3. Estructuras quimicas de algunos norisoprenoides C13 importantes en las uvas (Yuan et

al., 2015).

La B-damascenona y la B-ionona fueron observadas por primera vez en el vino por Schreier y
Drawert (1974). Dado que la B-damascenona y la B-ionona se encuentran cominmente a
niveles por encima de sus umbrales sensoriales en los vinos, se sugiere que contribuyen de
manera importante en variedades de uva no florales como Merlot, Cabernet Sauvignon y Pinot
Noir (Fang y Quian, 2005; Glirbliz et al., 2006; Lopez et al., 1999; Pineau et al., 2007). La B-
damascenona tiene un olor dulce y parecido a la miel o la manzana asada (Kovats, 1987) con
un umbral sensorial de 50 ng/L en etanol acuoso al 10% (Guth, 1997). Sin embargo, la
contribucion de la B-damascenona al aroma del vino sigue siendo controvertida. La evidencia
hasta la fecha indica que probablemente actia como un potenciador de la intensidad del
aroma, particularmente de los aromas de tipo afrutado (Escudero et al., 2007; Ferreira et al.,
2002; Pineau et al., 2007; Sefton et al., 2011), y tiene la capacidad de enmascarar el aroma
"herbaceo" asociado con la 2-isobutil-3-metoxipirazina (Pineau et al., 2007). La B-ionona se
describe a menudo como aroma a violeta y frambuesa, con umbrales sensoriales de 90 ng/L en
el vino (Kotseridis et al., 1999). El TDN tiene aromas similares al queroseno con un umbral
sensorial de 2 pg/L tanto en un vino patrén como en los vinos blancos naturales (Sacks et al.,
2012). El TPB fue encontrado por primera vez en vinos por Janusz et al. (2003). Se asocia con
un aroma floral agradable en bajas concentraciones pero con aromas quimicos cuando se
encuentra en concentraciones altas (Cox et al., 2005). El vitispirano fue identificado por
primera vez en vinos por Simpson et al. (1977). Tiene dos carbonos quirales y, por lo tanto, dos
pares de diastereoisomeros (a menudo referidos como vitispirano A y vitispirano B). El aroma
de los diastereoisémeros es distinto, la forma cis se describe con aromas florales (crisantemo)
y afrutados mientras que la forma trans se relaciona a aromas de flores exdticas y terrosos.
Posteriormente Rapp y Mandery (1986), asociaron el vitispirano con aromas de alcanfor y
eucalipto. El umbral sensorial de 800 pg/L determinado para el vitispirano corresponde a la

suma de sus diastereoisdmeros (Eggers et al., 2006).

- Compuestos C6
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Los alcoholes C6 suelen tener, aromaticamente, un caracter vegetal y herbaceo, lo que
provoca un efecto negativo en el aroma del vino (Ferreira et al., 2000). Se ha observado que
cuanto mas oxigeno disuelto hay en el mosto, se generan mds aldehidos C6 a través de la
degeneracion de los acidos lipidicos catalizados por las enzimas lipoxigenasa e hidroperéxido
liasa (LOX/HPL) (Jackson, 2008). Una porcion de aldehidos C6 se transformara en alcoholes C6

durante la fermentacion (Forde et al., 2011).

Los aromas herbaceos que evocan el pimiento verde o el puerro se pueden percibir en ciertas
variedades de uva mal maduradas de Cabernet Sauvignon y Sauvignon Blanc. Estos olores se
deben a la presencia de diversas metoxi-pirazinas a una concentracidon entre 5-40 ng/L. Su

cantidad disminuye a lo largo de la maduracién (Roujou y Dubourdieu, 1999).

1.1.1.2.2. Aromas secundarios

Los aromas secundarios que aparecen en el vino se pueden dividir en prefermentativos,
derivados del tratamiento mecanico de la uva, y fermentativos, los potenciados durante los
procesos de fermentacidén alcohdlica o malolactica (Pereira et al., 2020; Perestrelo et al.,
2020). La especie de levadura mas utilizada para la fermentaciéon alcohdlica es Saccharomyces
cerevisiae, aunque existen alrededor de 20 géneros de levadura con la misma capacidad
fermentativa como Saccharomycodes, Candida, Issatchenkia, Pichia, Hanseniaspora
(Kloeckera) o Brettanomyces (Dekkera) (Jeromel et al., 2019). Estas especies no-Saccharomyces
impulsan la liberacién de aromas mediante la secrecién de enzimas y la sintesis de nuevos
metabolitos secundarios. Ademas, contribuyen a la estabilidad del color del vino. Por lo tanto,
se utilizan estratégicamente para crear cultivos iniciadores multiples, mixtos o secuenciales en
combinacion con S. cerevisiae (Belda et al., 2017; Blanco-Padilla et al., 2014; Van Wyk et al.,
2019). En vinos tintos, normalmente después de la fermentacion alcohdlica tiene lugar la
fermentacién maloldctica conducida por bacterias lacticas. Durante esta etapa, el acido malico
se descarboxila por la accién de Oenococcus oeni o Lactobacillus plantarum, dos especies de

bacterias lacticas (Belda et al., 2017).

A lo largo de la fermentacion, los principales aromas creados pertenecen a las categorias de
acidos grasos volatiles, alcoholes superiores, acetatos y ésteres etilicos que hacen evolucionar
el perfil aromatico del vino (Jeromel et al., 2019). Estas moléculas suelen estar presentes en
umbrales sensoriales elevados (los productos de oxidacién del linalol poseen un umbral de
percepcion de 6000 pg/L) y su combinacion crea la matriz del aroma del vino (Farifia et al.,

2015; Jeromel et al., 2019). Por tanto, aunque la composicion final del aroma del vino depende
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en gran medida de las especies y cepas fermentativas, el microbioma de la uva estd ganando
atencién, ya que diferentes trabajos apuntan a su relevancia en las propiedades sensoriales

finales de los vinos (Belda et al., 2014, 2017; Van Wyk et al., 2019).

Entre los principales volatiles que definen el vino, los acidos grasos volatiles, los alcoholes
superiores, los ésteres y los fenoles volatiles juegan un papel clave en la creacién de los

aromas secundarios.
- Acidos grasos volatiles

En la categoria de los 4cidos grasos alifaticos, ademas del 4cido volatil mas abundante que es
el acido acético, los principales acidos grasos de cadena media son los acidos hexanoico,
octanoico o decanoico. Ademas, en el grupo de los 4cidos grasos insaturados cabe mencionar
el 4cido 9-decenoico que posee propiedades conservantes y es relevante desde el punto de

vista del aroma cuando se transforma en éster etilico (Schreier y Jennings, 1979).

Las levaduras son las principales productoras de estos acidos grasos que son el sustrato inicial
para la formacién final de los ésteres etilicos. Entre las levaduras, S. cerevisiae es capaz de
sintetizar principalmente los acidos hexanoico y octanoico en grandes cantidades, pero
también los d4cidos pentanoico, decanoico y 3-metilbutanoico. Se ha descrito que otras
especies no- Saccharomyces como el género Hanseniaspora producen acido acético (en rangos
muy variables, de 0,6 a 3,4 g/L) y como los géneros Hanseniasporavineae y Candidazemplinina,
y las especies H. uvarum y H. guilliermondii muestran tasas de sintesis mas altas para el acido

isobutirico (Jeromel et al., 2019; Padilla et al., 2016).
- Alcoholes superiores

Los alcoholes mds abundantes en el vino, ademas del etanol y el glicerol, son los dioles y los
alcoholes superiores. El etanol proporciona viscosidad, equilibra el sabor y fija los olores,
mientras que los alcoholes superiores y el glicerol contribuyen en gran medida a la
complejidad del aroma del vino y a la sensacién en boca general del vino. Los alcoholes
superiores son el resultado del catabolismo de los aminoacidos mediante un proceso conocido
como reaccién de Ehrlich, y afectan directa o indirectamente a la sintesis de compuestos
aromaticos. Los alcoholes superiores también estan implicados como precursores de ésteres,
gue son compuestos importantes en el aroma del vino (Padilla et al., 2016; Styger et al., 2011).
Los principales alcoholes superiores son el 1-propanol, el isobutanol y el alcohol isoamilico.

Otros voldtiles importantes son el 2-feniletanol, el tirosol o triptofol y otros alcoholes
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superiores presentes en cantidades inferiores, como el 2-metilbutanol-1, el 3-metil-1-butanol.
Concentraciones moderadas de algunos de los compuestos volatiles considerados de alta
intensidad de olor, como el 3-metil-1-butanol, el 2-feniletanol o el alcohol isoamilico, pueden
tener un impacto positivo en el vino aportando notas aromaticas de flores, miel y frutas. La
concentraciéon de los alcoholes juega un papel clave en la complejidad de la composicion del
aroma. Valores de estos alcoholes por debajo de 300 mg/L proporcionan notas frutales y
florales, mientras que valores por encima de 400 mg/L pueden ser negativos al agregar aromas
picantes y desagradables (Belda. et al., 2017; Jeromel et al., 2019; Padilla et al., 2016; Pereira
etal., 2020).

Entre los diferentes parametros de fermentacidon que afectan a la concentracion final de los
alcoholes superiores en el vino, la cepa de levadura es uno de los parametros clave, seguido de
la temperatura, el pH y el oxigeno, ademas de la madurez y variedad de la uva (Mufioz et al.,
2006). La sintesis de alcoholes superiores ha sido ampliamente estudiada y relacionada con
diferentes especies y/o protocolos de inoculacion para obtener vinos con una composicién de

alcohol equilibrada (Padilla et al., 2016; Stribny et al., 2015; Tokpohozin et al., 2019).

- Esteres

Los ésteres son otro grupo relevante, responsables también de la complejidad aromatica de los

vinos con mas de 160 compuestos representantivos identificados.

Los ésteres son los segundos constituyentes voldtiles mds importantes del vino y durante
mucho tiempo se han considerado como contribuyentes especialmente importantes al aroma
del vino porque son la fuente principal de aromas afrutados (Sumby et al., 2010). La mayoria
de los ésteres que se encuentran en las bebidas alcohdlicas son metabolitos secundarios

producidos por las levaduras durante la fermentacién alcohdlica (Swiegers y Pretorius, 2005).

Desde un punto de vista quimico, se pueden clasificar en ésteres etilicos de acidos grasos o
ésteres de acetato. En la primera categoria, el hexanoato de etilo, el octanoato de etilo y el
decanoato de etilo son los mas abundantes. En estas moléculas, el etanol representa una

contribucion importante a su estructura.

Los ésteres etilicos de acidos grasos se producen durante la fermentacidn alcohdélica por la
accion de la levadura mediante la etandlisis del acil-CoA que se forma durante la sintesis o

degradacion de los acidos grasos (Sumby et al., 2010; Swiegers y Pretorius, 2005). La mayoria
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de los ésteres etilicos tienen umbrales de percepcion bastante bajos y, por lo tanto, tienen un

fuerte efecto sobre el aroma del vino (Gémez-Miguez et al., 2007).

En el vino, los principales ésteres etilicos de los acidos grasos incluyen butanoato, caproato,
caprilato, caprato y laurato de etilo. Como otros ésteres, también pueden proporcionar
aromas afrutados que se vuelven mds suaves con el creciente nUmero de carbonos en su
estructura quimica. La formacidn de estos ésteres depende de la seleccion de las especies de
levadura y otros parametros de fermentacién como las bajas temperaturas (Rapp y Mandery,
1986). Falcao et al. (2012) indicaron que el leucato de etilo podria ser el responsable del aroma
de mora fresca de los vinos tintos de Burdeos. Estos autores determinaron el umbral sensorial
de este compuesto en 300 pg/L en un patrén vinico y sefialaron una interaccion perceptiva

sinérgica con el butanoato de etilo.

Los ésteres de acetato se producen a partir de la reaccién del acetil-CoA con alcoholes
superiores formados por degradacidon de aminoacidos o carbohidratos (Sumby et al., 2010;
Swiegers y Pretorius, 2005). Los alcoholes superiores son esenciales para la formacidn de estos
ésteres. Los principales ésteres de acetato son el acetato de isobutilo, amilo, hexilo, etilo
(aroma afrutado), isoamilo (aroma de platano) y 2-feniletilo, que contribuyen aromaticamente
en el vino con notas de miel, afrutadas y florales (Jeromel et al., 2019; Perestrelo et al., 2020;

Rapp y Mandery, 1986).

En términos generales, los ésteres tienen efectos positivos sobre el aroma de los vinos jovenes.
Sin embargo, como ocurre en el caso de los alcoholes superiores, cantidades excesivas de
ésteres pueden inducir efectos negativos sobre la calidad del vino. Una alta concentracion de
ésteres puede ocultar los aromas varietales y simplificar la composicién del aroma del
producto final o estropear el vino, por ejemplo, si el acetato de etilo supera los 150-200 mg/L

(Padilla et al., 2016; Perestrelo et al., 2020).

- Fenoles volatiles

Estos compuestos proceden de la degradacién de los acidos fenoles presentes en la uva
(Zamora, 2003). Las notas aromaticas positivas de este grupo de moléculas se han relacionado
principalmente con el proceso de envejecimiento donde los principales fenoles volatiles son el
guayacol, el 4-metilguayacol, el 4-etilguayacol, el fenol, el o-cresol o la vainillina. Las enzimas
implicadas en estos pasos metabdlicos estdn principalmente asociadas con las bacterias
lacticas, tales como las B-glucosidasas, las proteasas, las esterasas, las citrato liasas y las

descarboxilasas del acido fendlico. Entre los fenoles no volatiles presentes en la uva es comun
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encontrar acidos fendlicos (acidos cafeico, ferulico y p-cumarico) o sus ésteres tartaricos
(acidos caftarico, feruloil tartarico, p-cumaroil tartarico). Las bacterias lacticas tienen la
capacidad de metabolizar a los dcidos cinamicos, como el acido p-cumdrico o ferulico, que
mediante un paso de descarboxilacién pueden transformarse en 4-vinil guayacol y 4-vinilfenol

(Carpena et al., 2020).

1.1.1.2.3. Aromas terciarios

Los aromas terciarios se crean durante el Ultimo paso de la elaboracién de un vino, la crianza y
envejecimiento, donde el almacenamiento del producto final es el principal responsable de la
transferencia de aromas y sabores al vino. El método de envejecimiento tipico es el uso de
barricas de madera construidas en su mayoria con diferentes especies de roble como Quercus
alba, Q. robur o Q. petraea (Carpena et al., 2020). El vino envejecido en estas barricas se
enriquece en compuestos volatiles como las lactonas de guayacol y las vainillinas e incluso por
compuestos como el furfural, el 5-metilfurfural, el eugenol, el 5-hidroximetilfurfural, el 4-
metilguayacol, la B-metil-y-octalactona, el guayacol y el siringol, al aplicar diferentes
tratamientos de tostado a la madera (Chatonnet et al., 1992; Tao et al., 2014). El uso de
diferentes tipos de madera proporciona diferentes compuestos volatiles al vino envejecido. El
roble americano contribuye mds a la presencia de la cis- y trans-B-metil-y-octalactona en el
vino (Chatonnet y Debourdieu, 1998; Guichard et al., 1995). De hecho, el analisis de estos dos
isdmeros se ha utilizado para distinguir entre vinos envejecidos en roble francés y americano
(Diaz-Plaza et al., 2002; Pérez-Coello et al., 1999; Waterhouse y Towey, 1994). Otras
diferencias significativas entre los compuestos ardmaticos aportados por las barricas de origen
americano y francés son la ratio de los isdmeros cis/trans de whiskylactona, siendo el roble
francés mas favorable hacia el isdmero trans, o la diferencia en las concentraciones de eugenol
y guaiacol, significativamente mas alta en los vinos criados en roble americano (Chatonnet et

al., 1997; Fernandez et al., 2003)

Ademas del Quercus, se sabe que otro tipo de maderas como la Acacia, el Prunus o la Castanea
contienen altas concentraciones de taninos que se utilizan para envejecer los vinos, ya que
este tipo de polifenoles no volatiles pueden transferirse y contribuir a algunas propiedades
sensoriales del vino como el color, la astringencia y el amargor (Fraga-Corral et al., 2020;

Perestrelo et al., 2020).
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1.1.2. El potencial enolégico del vifiedo. Factores viticolas que afectan a la composicion de la

uva.

1.1.2.1. El climay el suelo

De acuerdo con la definicion de la Organizacién internacional de la Vifia y el Vino (OIV), “El
“terroir” vitivinicola es un concepto que se refiere a un espacio sobre el cual se desarrolla un
saber colectivo de las interacciones entre un medio fisico y bioldgico identificable y las
practicas vitivinicolas aplicadas, que confieren unas caracteristicas distintivas a los productos

| "

originarios de este espacio. El “terroir” incluye caracteristicas especificas del suelo, de la
topografia, del clima, del paisaje y de la biodiversidad” (OIV, 2010). El terroir condiciona el
desarrollo de la vid y la composicién de las bayas, y se considera un aspecto central para
determinar la calidad vy tipicidad del vino (Van Leeuwen et al., 2004). Dado que los vinos de
alta calidad se obtienen en climas muy variados, es imposible definir un clima ideal en
términos de temperatura, lluvia (cantidad y distribucién) o radiacién solar. Tampoco se puede
definir el mejor suelo posible para vinos de alta calidad en cuanto a pedregosidad, contenido
en arcilla o caliza, profundidad del perfil o contenido de nutrientes. Los factores del entorno

natural deben considerarse en términos de su interaccion con la vid (Fraga et al., 2012; Van

Leeuwen y Seguin, 2006).

El clima determina la viabilidad de los cultivos y afecta, en gran medida, a la variabilidad del
rendimiento de un afio a otro (Jones, 2003). Algunos parametros importantes de la calidad de
la uva, como los contenidos en sdlidos solubles, acidos organicos (acido tartarico y malico),
polifenoles y antocianinas, el color, el pH y los compuestos organicos volatiles responsables del

aroma, se ven altamente influenciados por factores climaticos (Jackson y Lombard, 1993).

La vid posee una gran sensibilidad a los factores del clima. Las temperaturas tienen gran efecto
sobre la fenologia de la planta y la composicidon de la uva (Jackson y Lombard, 1993; Mira,
2010). Es un cultivo muy afectado por el cambio climatico (Fourment et al., 2011; Jones et al.,

2004, 2005)

Se ha registrado un aumento de las temperaturas medias, durante la fase de crecimiento de la
vid, en gran parte de las regiones viticolas a nivel mundial, desde el afio 1950 (Jones et al.,
2005; Schultz, 2000). Duchéne y Schneider (2005) muestran con datos meteoroldgicos y
fenolégicos registrados en Alsacia desde los afios 70, que el ciclo se ha adelantado y que el
periodo entre la brotacidn y la vendimia se ha acortado y las fechas se han avanzado. Estos

autores indican que la maduracidn de las uvas se produce en condiciones cada vez mas calidas
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y bajo una demanda de agua mayor. Sin embargo, no hay evidencias claras de que el
incremento de temperaturas vaya acompafiado de un cambio en el régimen de las
precipitaciones, por lo que es probable que los riesgos de déficit hidrico aumenten en el

futuro.

El aumento de la temperatura media anual afecta al contenido de los componentes principales
de la baya, con un aumento de la acumulacion de azlcares (Neethling et al., 2011; Petrie y
Sadras, 2008), una reduccion de la acidez total y un aumento de pH (Bergqvist et al., 2001;
Duchéne y Schneider, 2005; Jones y Davies, 2000). Estos cambios pueden modificar la tipicidad

de los vinos (Schultz, 2000).

El granizo puede tener efectos destructivos en las plantaciones de vid, comprometiendo la
produccién anual de uva, dafiando los tejidos vegetales (lo que favorece la entrada de
enfermedades) y restringiendo el vigor de las plantas, que acaban siendo mas sensibles a las

heladas invernales (Santos y Belo-Pereira, 2019).

Las heladas tardias, es decir, las que ocurren después de la brotacion de la vid, son un riesgo
importante para los vifiedos, causando pérdidas sustanciales de rendimiento en diferentes
regiones vitivinicolas (Sgubin et al., 2018). Las heladas tardias, han disminuido su frecuencia
durante las ultimas décadas en la Europa occidental segun varios estudios (Leolini et al., 2018;
Scheifinger et al., 2003). Sin embargo, debido al adelanto fenoldgico de la brotacion a causa
del cambio climatico, la evolucién del riesgo de heladas tardias es dificil de prever para las

préximas décadas (Sgubin et al., 2018).

Ademas de los factores climaticos, la textura y la composicion quimica del suelo afectan de
forma determinante a la calidad del vino. Blouin y Peynaud (2012) indican que los suelos
calcareos desarrollan finura y capacidad de envejecimiento en los vinos. Los suelos arcillosos
favorecen la producciéon de vinos generosos. Las arenas y gravas pueden contribuir a la
aceleracién de la maduracién y son suelos especialmente adecuados para variedades blancas.
Los efectos de estas caracteristicas edaficas se amplian o atendan en funcidn de la profundidad

del suelo que son capaces de alcanzar las raices y por su capacidad de drenaje (Seguin, 1969).

Las vides se pueden cultivar en una gran variedad de suelos. En suelos profundos vy ricos, las
vides son vigorosas y altamente productivas, pero producen vinos de peor calidad. El efecto
del suelo sobre el comportamiento de la vid y la composicion de la uva es complejo, porque el

medio edafico influye en la nutricidn mineral de la vid y en la disponibilidad de agua, y actua
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sobre el desarrollo radicular en general, al definir las condiciones de humedad y temperaturay

el ambiente fisico-quimico de la rizosfera (Van Leeuwen y Seguin, 2006).

La nutricion mineral es una herramienta de gestiéon fundamental para los viticultores, que
puede influir en gran medida sobre la calidad de la uva (Singh, 2002). Los elementos esenciales
se clasifican como macro o micronutrientes dependiendo de la cantidad de ese elemento
requerida por la planta (Ashley, 2011). Los macronutrientes son el nitrégeno, el fosforo, el
potasio, el calcio, el magnesio y el azufre, que se encuentran en niveles altos en el tejido
vegetal (0,2 a 3,0 % del peso seco). Los micronutrientes, que se encuentran en niveles mas
bajos, incluyen el hierro, el manganeso, el molibdeno, el cobre, el zinc, el boro y el cloro. Las
deficiencias o la toxicidad de los elementos esenciales individuales pueden resultar en
sintomas caracteristicos y en un crecimiento y desarrollo restringidos (Ashley, 2011; Proffitt y

Campbell-Clause, 2012).

La temperatura, el agua, la radiacién solar y la concentracién del CO, atmosférico son los
principales factores abidticos que gobiernan la sintesis y degradacidon de metabolitos primarios
(azucares, aminoacidos, acidos organicos, etc.) y secundarios (compuestos fendlicos y volatiles
y sus precursores) directamente, a través de la regulacién de sus rutas biosintéticas, o
indirectamente, a través de sus efectos sobre la fisiologia y fenologia de la vid (Rienth et al.,

2021).

La radiacion solar es una fuente primaria de energia para el desarrollo de las plantas, captada a
través de la fotosintesis. La cantidad de radiacion solar absorbida por el dosel de hojas
determina la productividad del cultivo y la calidad de la uva (Brighenti et al., 2015) y ejerce un
gran efecto sobre la respuesta fisioldgica y el desarrollo de la vid (Poni, 2005). La maxima
eficiencia fotosintética requiere entre 150 y 200 W/m’ de intensidad luminica y se ve
fuertemente afectada por las condiciones ambientales en las que se desarrollan las hojas. La

eficiencia disminuye drasticamente si las hojas estan sombreadas (Assis et al., 2004).
1.1.2.2. El material vegetal

La eleccidn de una variedad de uva y de un portainjertos adecuados y su adaptaciéon a la
climatologia de la zona es un factor determinante en la produccién de vinos de calidad (Blouin
y Peynaud, 2012; Pouget, 1978). Cada variedad de uva tiene caracteristicas especificas en
cuanto a la época de madurez, la productividad y la adaptacién a un clima determinado, pero
la eleccion del portainjertos puede mejorar la adaptacién de la vid al suelo (Jogaiah et al.,

2014; Koundouras et al., 2008). La eleccién del portainjertos también es relevante para
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controlar ciertas plagas del suelo, ademas de la filoxera, como los nematodos (Linderman y
Davis, 2001; Téliz et al., 2007). Por otra parte, el empleo de distintos portainjertos puede
afectar al desarrollo vegetativo-productivo y a la calidad de la uva (Li et al., 2019; Reynolds y

Wardle, 2001; Yuste et al., 2017)

1.1.2.3. Las técnicas de cultivo

La gestidn del suelo de los vifledos tiene implicaciones en la calidad del vino: la conservacién
del suelo, el control de las malas hierbas, la fertilizacién, el riego, las medidas de fomento de Ia
biodiversidad o el control de plagas son aspectos muy importantes para controlar el vigor y el
crecimiento de la vid e influir positivamente en la calidad de la uva (Cataldo et al., 2020). Un
suministro abundante de agua y nutrientes al suelo promovera el desarrollo radicular y dara
como resultado un crecimiento vigoroso de la parte aérea (Champagnol, 1984). Las vides
demasiado vigorosas suelen desarrollar un crecimiento excesivo de los brotes y compactan la
vegetacion. El alargamiento de los brotes también permanece activo mds alla del periodo de
crecimiento de la vegetacidn, siendo comun una mayor proliferacién de los brotes laterales
(Smart et al., 1985, 1988). En las vides vigorosas hay un mayor nimero de hojas, y estas son
mas grandes y de color mas oscuro, dando lugar a una sombra excesiva en el interior del dosel
(Shaulis y Smart 1974; Smart et al., 1985). Smart (1984) y Smart et al. (1988) mostraron que la
actividad fotosintética de las hojas sombreadas es muy inferior a la de las hojas bien

iluminadas.

El manejo de la vegetacidn puede modificar la relacion entre fruto y superficie foliar, asi como
el microclima de las hojas y los racimos, afectando a la maduracién y a la calidad final de las
uvas. Una buena exposicidn de los racimos a la luz solar mejora la calidad de las uvas (Smart,
1985), pero si esta exposicion es excesiva puede resultar negativa (Bergqvist et al., 2001). Los
efectos de la luz y la sombra en el follaje y en los racimos pueden ser modulados con practicas
culturales, como los tipos de conduccién, el tipo de poda, las operaciones de poda en verde,
etc. (Jackson y Lombard, 1993). Los doseles demasiado densos dan lugar a retrasos en la
maduracién de la fruta y el agostamiento de los sarmientos (Shaulis y Smart, 1974; Smart et
al., 1989), mala calidad de la uva, baja productividad (Kliewer, 1982) y una mayor incidencia de
enfermedades (Rotem y Patti, 1969). Haselgrove et al. (2000) indicaron que un dosel de

vegetacién mds denso conduce a uvas con caracteres mas herbdceos en su perfil aromatico.

La exposicién de las uvas a la luz solar normalmente se asocia con una mayor calidad debido a

los niveles mds altos de compuestos fendlicos, y niveles mas bajos de acidos en el mosto, asi
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como una menor incidencia de enfermedades (Abeysinghe et al., 2019; Bergqvist et al., 2001;
Dokoozlian y Kliewer, 1996). Entre los compuestos fendlicos, los mas sensibles son los
flavonoides y, en particular, los glucdsidos de flavonol, cuyos niveles aumentan drdsticamente
con el aumento de la exposicién a la luz solar, en consonancia con su actividad de proteccion
contra el dafo oxidativo producido por la radiacion UV (Martinez-Lischer et al., 2014; Reshef

etal., 2017, 2018).

Debido a que los carotenoides son pigmentos con funcion fotoprotectora, su biosintesis
generalmente mejora bajo una alta radiacion solar (Kwasniewski et al., 2010). Los niveles de
norisoprenoides C13 también estan altamente correlacionados con la exposicidon prolongada al
sol (Kwasniewski et al., 2010; Schittler et al., 2015; Young et al., 2016). Young et al. (2016)
sugieren que el aumento de los niveles de norisoprenoides observado en las uvas bien
expuestas a la luz se debe a una mayor disponibilidad de carotenoides, que son precursores de

aquellos.

El metabolismo de los antocianos responde tanto a cambios en las condiciones de iluminacién
como de temperatura del racimo. La luz es un factor limitante en la acumulacién de antocianos
en las bayas, sobre todo en la primera parte de la maduracion (Haselgrove et al., 2000). En
estudios llevados a cabo por Kliewer (1970, 1977) se demostré que intensidades de luz un 25 %
por encima de la luz solar ambiental daban como resultado una acumulacién maxima de
antocianinas en el hollejo de la uva. Sin embargo, se ha observado que el aumento
concomitante de la temperatura en las uvas expuestas a la luz solar en condiciones de campo,
puede reducir el color de las bayas, particularmente en regiones calidas (Bergqvist et al.,
2001). Cuando la luz recibida es suficiente, la temperatura pasa a ser el factor limitante en el
metabolismo de los antocianos (Haselgrove et al., 2000). Por otra parte, Naor et al. (2002)
concluyeron que las puntuaciones sensoriales del vino, realizadas por paneles de catadores
entrenados, disminuian al reducirse la proporcidn entre el area foliar y el peso de la uva de las

cepas.
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1.2. COMPORTAMIENTO PRODUCTIVO Y CUALITATIVO DEL VINEDO BAJO CONDICIONES DE
ESTRES HIDRICO Y CLOROSIS FERRICA

1.2.1. El déficit hidrico

El impacto del estrés hidrico en la regién mediterranea sobre el comportamiento productivo y
cualitativo de los vifiedos es un tema de estudio de gran relevancia en las ultimas décadas
(Gutiérrez et al., 2021; Ohana-Levi et al., 2022 ; Razavi, et al., 2008). El cambio climatico y la
escasez de agua que puede generar amenazan hoy al rendimiento del vifiedo y a la calidad del

vino a escala mundial (IPCC, 2014).

Un déficit hidrico moderado es necesario para la produccién de vino tinto de calidad (Van
Leeuwen et al., 2009a), ya que favorece el proceso de maduracién de la baya, con una mayor
acumulaciéon de azlcares y metabolitos secundarios (Carbonneau, 2004; Castellarin et al.,
2007; Cohen et al., 2008; Shellie, 2006; Van Leeuwen et al., 2009b). En regiones afectadas por
sequia estacional (como ocurre en el clima de tipo mediterraneo) el estrés hidrico, combinado
con altas temperaturas, puede llevar a fuertes restricciones en el crecimiento vegetativo, en la
produccién y en la calidad de las uvas (Chaves et al. 2010; Ojeda et al., 2002). Por otro lado,
una alta disponibilidad de agua en vides vigorosas también reducira la calidad de la uva, en
este caso a través de disminuciones en el color y en el contenido de azucar, dando una acidez

desequilibrada (Keller et al., 2008; Medrano et al., 2003; Romero et al., 2010)

Cuando las vides enfrentan déficits de agua el rendimiento y el tamafio de las bayas disminuye,
y los compuestos fendlicos totales aumentan de concentracion en la uva, lo que resulta en un
mayor potencial de calidad de la misma (Choné et al., 2001; Medrano et al., 2003; Ojeda et al.,

2002; Van Leeuwen et al., 2004).

La reaccion fisiolégica de una vid al estrés hidrico y sus efectos en el crecimiento y desarrollo
de los brotes y los racimos dependera del momento del ciclo anual en que se produzca y de la
intensidad de ese estrés (Balint y Reynolds., 2013; Chaves, 1991; Van Leeuwen et al., 2009a).
Por ejemplo, la divisién celular en la baya es muy activa inmediatamente después de la
floracion-cuajado, por lo que el estrés hidrico en esta etapa puede reducir significativamente
el tamafio de las uvas en la vendimia, ya que el tamafio de la baya depende en gran medida del
numero de células que esta tiene (Goodwin, 2009). Los déficits hidricos entre la antesis y el
envero disminuyen el tamafio de la uva, a menudo de forma irreversible, incluso si no hay

escasez de agua después del comienzo de la maduracién (Goldammer, 2013; McCarthy, 1997).
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El cierre de los estomas es la respuesta mas temprana a la baja disponibilidad de agua para la
planta y esto induce una disminucion de la actividad fotosintética (Chaves, 1991). Ademas, el
estrés hidrico favorece la fotoinhibicién, que dafia el centro de reaccion del fotosistema Il (PS

I1) y que resulta también en un descenso en la asimilacién de CO, (Adir et al., 2003).

Las necesidades de agua aumentan en proporcién al drea foliar desplegada por la vid. Las vides
mds grandes y vigorosas requieren mas agua que las vides pequefias y mas débiles. Sin
embargo, el estrés hidrico suele ser mas severo en un vifiedo joven porque aqui las plantas

tienen sistemas radiculares menos desarrollados (Goldammer, 2013).

La velocidad de maduracién de las bayas aumenta cuando el estado hidrico de la vid es bajo.
Esto repercute en un aumento del contenido de antocianinas y taninos en las uvas (Van
Leeuwen et al., 2003). El efecto del estrés hidrico sobre el contenido de azlcar del mosto
depende del rendimiento. Con rendimientos bajos el déficit de agua de la vid aumenta el

contenido de azucares, mientras que con rendimientos altos lo reduce (Tregoat et al., 2002).

El estrés hidrico también afecta al potencial aromatico de la uva. Chapman et al. (2005)
observaron que los vinos de Cabernet Sauvignon elaborados a partir de vides sometidas a
estrés hidrico mostraban en el analisis sensorial puntuaciones significativamente mas altas en
el aroma frutal y de frutos secos, que los vinos elaborados a partir de vides regadas. En este
mismo estudio, los vinos procedentes de un tratamiento de riego estandar fueron calificados
mejor en aroma vegetal, aroma de pimiento morrén, aroma de pimienta negra y astringencia
que los vinos de un tratamiento de riego minimo, indicando que el déficit hidrico en la vid
conduce a vinos con aromas y sabores mas afrutados que un alto estado hidrico. Por otra
parte, Des Gachons et al. (2005) indicaron que el potencial aromatico de las uvas blancas

puede disminuir en condiciones de estrés por déficit hidrico severo.

1.2.2. La deficiencia de hierro

El hierro es un elemento esencial para las plantas, constituyente de los citocromos y enzimas
implicados en la sintesis de la clorofila, la fotosintesis, la respiracién y la reduccién de los
nitratos (Medrano et al., 2010). La deficiencia de hierro en las plantas se denomina “clorosis
férrica” o “clorosis cdlcica” porque en la mayoria de los casos esta inducida por un exceso de
caliza en el suelo (Morlat et al., 1980). Los suelos calizos suponen el 39 % de la superficie total
en el mundo con un total de 1.000 millones de hectdreas y es muy frecuente en el vifiedo

(Celik y Katkat, 2010). Las altas concentraciones de bicarbonato y el elevado pH en estos suelos

31



reducen la disponibilidad de hierro y afectan también a los procesos metabdlicos de

asimilacion en las plantas (Pestana et al., 2005).

Debido a la baja movilidad del hierro dentro de la planta, los primeros sintomas de la carencia
se aprecian en las hojas mds jovenes. Dichas hojas toman una tonalidad amarillenta, al
principio, permaneciendo verdes las zonas préximas a las nervaduras (Del Campillo y Torrent,
1992). Si la carencia persiste, se llega a una decoloracidn total de las hojas, que acaban

necrosando (Hidalgo y Hidalgo, 2011).

En muchas ocasiones, el contenido de hierro en las hojas cloréticas, expresado sobre materia
seca, es similar o incluso superior al de las hojas verdes. El hecho, conocido como “paradoja de
la clorosis férrica”, es consecuencia de una acumulaciéon de hierro fisiolégicamente inactivo en
las hojas afectadas, asi como de un menor desarrollo de estas, lo que produce un efecto de
concentracién del elemento en los tejidos (Bavaresco et al., 1999; Romheld, 2000; Zaharieva y

Romheld, 2000).

La actividad fotosintética se ve reducida en las plantas afectadas por clorosis férrica segun el
contenido en clorofila va disminuyendo, con lo cual la carencia provoca un menor crecimiento
vegetativo, area foliar y produccién de materia seca (Bertamini y Nedunchezhian, 2005; Chen
et al., 2004; Pestana et al., 2003; Tagliavini y Rombola, 2001), asi como problemas en el
cuajado y en el desarrollo del fruto (Bavaresco et al., 2010; Hidalgo y Hidalgo, 2011). La
carencia puede conducir a reducciones importantes del rendimiento y pérdidas de calidad de
la uva (Alvarez-Fernandez et al., 2006; Bavaresco et al., 2006). Bajo condiciones de clorosis
férrica los mostos reducen los contenidos en azlcar y antocianos e incrementan la acidez total

(Castino et al., 1987; Veliksar et al., 2005).

Sin embargo, la restriccién en el crecimiento vegetativo, con niveles de estrés por carencia de
hierro de leve a moderado, puede tener efectos positivos en la calidad de la uva. Esta
reduccion del crecimiento genera un menor rendimiento y bayas mas pequefias, provocando
una concentracién de constituyentes como son los azucares y los compuestos fendlicos (Balint
y Reynolds, 2017; Gonzélez et al., 2019). Bavaresco et al. (2005) detectaron que un nivel
moderado de clorosis férrica puede mejorar la calidad del vino debido a cambios positivos en
la composicién de la uva en cuanto al pH, y los contenidos en sélidos solubles, antocianos y
resveratrol. Estos autores relacionaron estos cambios con un peso medio del racimo y de la

baya mas bajos en las plantas afectadas.
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1.3. CARACTERIZACION DEL POTENCIAL ENOLOGICO DE VINEDOS DE SECANO AFECTADOS
POR DEFICIENCIA DE HIERRO

Dentro de los vifiedos de secano, la variacidon local en las condiciones del suelo, como la
profundidad de la capa explorable por el sistema radicular, la textura, el pH o el contenido de
caliza activa, pueden generar una amplia variabilidad espacial en el estado hidrico y/o en la
disponibilidad de hierro para las plantas, afectando al rendimiento y a la composicién de la uva
(Li et al., 2006; Martin et al., 2007). La delimitacion de zonas de vifiedo en funcién del nivel de
estrés, puede mejorar enormemente la gestion integral del cultivo en viticultura de precision.
La separacién de la vendimia de diferentes zonas permite hacer distintas elaboraciones en

bodega de acuerdo al potencial de calidad de la uva (Santos et al., 2012).

Se han desarrollado diversas herramientas para monitorizar el estado hidrico del suelo y de las
plantas individuales. Sin embargo, estas técnicas pueden no ser adecuadas para estudiar el
estado hidrico de la vid a nivel de parcela o sub-parcela (Rienth y Scholasch, 2019; Van
Leeuwen et al.,, 2011). La toma de muestras en el vifiedo ayudard a conocer mejor la
variabilidad entre las diferentes parcelas (Santos et al., 2012). Para su aplicacidn en viticultura
de precisidn es necesario aplicar técnicas simples, no destructivas, rdpidas y econdmicas para
evaluar asi de una forma practica el nivel de estrés en el vifiedo, delimitar su variacidn espacial

y evaluar su impacto (Kalaji et al., 2011; Tuccio et al., 2015).

En las ultimas décadas se ha producido un gran desarrollo de las técnicas de viticultura de
precisién (Ammoniaci et al., 2021; Bramley, 2010; Sassu et al., 2021). Con ellas se abre Ila
posibilidad de disefiar diferentes estrategias de gestidon del vifiedo basadas en la variacién
espacio-temporal del crecimiento vegetativo (Tardaguila et al., 2011), del rendimiento
(Bramley y Hamilton, 2004) o de la composicién de la uva (Bramley, 2005; Trought y Bramley,
2011).

La composiciéon de la uva en el momento de la vendimia muestra una mayor variabilidad
espacial en los compuestos fendlicos y las antocianinas que en los azucares y el pH (Bramley,
2005), mientras que los patrones de variacién del rendimiento son estables en el tiempo y
estan impulsados por la variabilidad en la topografia y el suelo. El conocimiento de estos
patrones de variacidn puede generar oportunidades para una gestidon zonal mas precisa y la

realizacion de una vendimia selectiva (Agati et al., 2018).

El vigor de las vides es un pardmetro que se ve influenciado de forma determinante por el

estado hidrico y el estrés por clorosis férrica. Su control asegura el equilibrio entre las fases
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vegetativa y reproductiva, lo que a su vez repercute en la calidad de la uva (Mota et al., 2010).
La gestion especifica del vigor y del rendimiento en las parcelas de vifiedo puede beneficiar

enormemente al manejo del cultivo y aumentar la calidad de la uva (Bramley et al., 2011).

La sintesis y acumulacién de los compuestos fendlicos en las uvas durante la maduracion
dependen en gran medida de la capacidad fotosintética de la vid y la exposicidén de las uvas a la
radiacion solar (Rienth et al., 2021). La vid es rica en compuestos fenilpropanoides, como los
flavonoides y los estilbenos, los cuales estan presentes en la mayoria de los tejidos vegetales.
Estos compuestos se describen como antioxidantes que se acumulan en respuesta al estrés
bidtico y abidtico (Tavares et al., 2013). En este sentido, Bavaresco et al. (2005) encontraron
que las condiciones de estrés por deficiencia de hierro inducida en suelos calcdreos
aumentaban los niveles de biosintesis de antocianinas en los hollejos de las uvas. Los
mecanismos bioquimicos involucrados no estdn claros, pero se puede especular que el hierro
es parte constitutiva de las enzimas implicadas en la sintesis de la lignina, y su deficiencia
puede derivar la via del shikimato hacia la sintesis de otros compuestos fendlicos, incluyendo

antocianinas.

Las consecuencias de la clorosis férrica en la calidad de la uva estdn en funcion del nivel que
alcance la fisiopatia en la campafiia, y también en funcidn de los efectos acumulativos de la
misma que se manifiestan en las cepas afio tras afio, como la disminucién progresiva del vigor

(Martin et al., 2007).

El efecto mas obvio de la deficiencia de hierro es la disminucién de las concentraciones de
pigmentos fotosintéticos en las hojas de las plantas afectadas (Morales et al., 1990). Algunos
instrumentos portatiles como por ejemplo el SPAD (Soil Plant Analysis Development) estiman
el nivel de clorofila a partir de las diferencias en las absorbancias de las hojas a 650 nm y 940
nm (Minolta, 1989) y proporcionan una mediciéon cuantitativa objetiva de la clorosis foliar
asociada a la deficiencia de hierro (Ates y Kaya, 2021; Peryea y Kammereck, 1996). No
obstante, el amarillamiento del tejido foliar puede ser causado por otros factores distintos a la
clorosis férrica, como un drenaje insuficiente del suelo, ataques parasitarios u otras
deficiencias nutricionales, como las de manganeso y zinc (Keller, 2005). Por esta razén, el
contenido clorofilico foliar no debe ser la Unica herramienta para el diagndstico de la clorosis

férrica.

Los procesos bioquimicos implicados en la fotosintesis pueden ser modificados de manera

diferencial por estreses ambientales, de forma que mientras algunos son inactivados o
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regulados a la baja, otros permanecen relativamente inalterados. En el caso de la deficiencia
de hierro, la reduccién de la tasa fotosintética en las hojas cloréticas se ha relacionado con una
reduccion de la eficiencia de fotosistema Il (Covarrubias et al., 2014; Morales et al., 2000), una
variable que puede ser estimada mediante medidas de la fluorescencia de la clorofila. Estas
medidas podrian ser una herramienta muy util para detectar el estrés en las plantas en una
etapa temprana, cuando no hay sintomas visibles. Las técnicas de medida de la fluorescencia
de la clorofila no son invasivas y proporcionan informaciéon completa acerca de la eficiencia
fotosintética, la integridad del aparato fotosintético y la tasa de transferencia de electrones
(Baker y Rosenqvist, 2004; Maxwell y Johnson, 2000). EI comportamiento de diferentes
pardmetros de la fluorescencia de la clorofila de las hojas en condiciones de clorosis férrica ha
sido estudiado por numerosos autores (Allakhverdiev et al., 1987; Bavaresco et al., 2006;
Bertamini et al., 2001, 2002; Heilemichael et al., 2016; Netto et al., 2005). Dobrowski et al.
(2005) y Zarco-Tejada et al. (2013) han correlacionado la fluorescencia estacionaria, en
condiciones de luz natural, con la fotosintesis neta tanto en ensayos a nivel de hoja como con
imagenes hiperespectrales, confirmando resultados anteriores, como los obtenidos por Flexas

et al. (2000), en hojas de vides afectadas por estrés hidrico.

En muchas zonas viticolas de secano afectadas por clorosis férrica seria interesante avanzar en
métodos para la caracterizacién de la variabilidad en el potencial enoldgico de la uva dentro
del vifiedo. Esto permitiria optimizar la gestién del cultivo en base al efecto combinado del
déficit de hierro y del estado hidrico sobre los pardmetros de calidad de la uva, delimitando
zonas diferenciadas que se podrian vendimiar de forma separada. Asi se podrian hacer

elaboraciones diferentes con el objetivo de maximizar la calidad final del vino.
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3. OBIJETIVOS

El objetivo general de esta Tesis es evaluar el impacto de la carencia nutricional de hierro y el
estado hidrico del vifiedo en la composicién quimica y en las caracteristicas sensoriales del
vino, aportando informacién util para manejar, en el marco de la viticultura de precisién, la
variabilidad espacial del potencial enoldgico en vifiedos de secano afectados por clorosis

férrica.

Los objetivos especificos son:

1. Estudiar los efectos combinados de la incidencia de la clorosis por deficiencia de
hierro y el estado hidrico del vifiedo en el envero, sobre la composicion y el perfil

aromatico de la uva Tempranillo.

2. Evaluar la viabilidad del contenido de clorofila foliar, medido en el envero, como
herramienta para evaluar el potencial aromatico de las uvas en vifiedos de secano

afectados por clorosis férrica.

3. Evaluar los efectos aditivos e interactivos de la incidencia de la deficiencia de
hierro y el estado hidrico de la vid en el envero sobre la composicién volatil y las

caracteristicas quimicas y sensoriales del vino Tempranillo.

4. Estudiar las relaciones entre los parametros de calidad del vino, el vigor de la vid,
el tamafio y el grado de madurez de la uva en vifiedos de secano afectados por

clorosis férrica.

4. PLANTEAMIENTO EXPERIMENTAL

El estudio se realizé durante los afios 2016, 2017, 2018 y 2019, en 20 subzonas de vifiedo de
secano de la variedad Tempranillo con una edad de 15 a 20 afios, ubicadas en Pesquera de

Duero (Valladolid), dentro de la Denominacién de Origen Protegida Ribera del Duero.

Los suelos del area de estudio son calcareos, muy basicos y pobres en materia organica, con
alta variabilidad espacial en los contenidos extraibles de potasio, fésforo y magnesio (Zarco-
Tejada et al., 2013). Las concentraciones de caliza activa (33-160 g/Kg) y hierro extraible con
acido dietilentriaminopentaacético (2,3-6,4 mg/Kg) son muy heterogéneas dentro del area.
Tales propiedades del suelo, junto con la presencia de un patrén sensible a la caliza como el

110-Richter, causaron diferentes niveles de clorosis por deficiencia de hierro en los vifiedos,
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desde no afectados hasta moderadamente afectados. Por otro lado, las diferencias en la
topografia, la textura y las raices explorables, y la profundidad de los suelos aseguraron una

amplia variabilidad del estado hidrico de la vid dentro del drea de estudio.

Las subzonas estudiadas (10 m x 10 m cada una) se ubicaron dentro de 9,2 ha de vifiedo, con
1,5 km de distancia maxima entre ellas. Los sitios se seleccionaron después de una evaluacion
visual previa de la variabilidad espacial en el tamafio y el color del dosel. Se eligieron diferentes
topografias, profundidades y propiedades fisicoquimicas del suelo para asegurar la maxima
variabilidad en el estado hidrico y nutricional en las subzonas, de acuerdo con los propésitos
de la investigacidn. Las vides estan dispuestas en espaldera con un marco de plantacién de 3,0
m x 1,5 m (2.222 plantas/ha), podadas en corddon Royat doble, con una carga media de 16
yemas por cepa. El rendimiento promedio de las subzonas fue de 7.500 Kg/ha en 2016, 4.400
Kg/ha en 2017, 4.000 Kg/ha en 2018 y 5.800 Kg/ha en 2019.

La zona de estudio tiene un clima mediterrdneo continental, con bajas temperaturas en
invierno y veranos calurosos y secos. La temperatura media anual es de 12,3 °C y la
precipitacion total anual es de 427 mm, de los cuales 71 mm corresponden a junio, julio y
agosto. La temperatura media registrada en 2017 (12,7 °C) fue la mas alta de los cuatro afios
de estudio, seguida de la de 2018 (12,2 °C), 2019 (12,1 °C) y 2016 (11,9 °C). Las precipitaciones
acumuladas entre el 1 de abril y el 30 de septiembre registraron el minimo de los cuatro afios
de estudio en 2017 (142 mm), seguidas de las registradas en 2019 (170 mm), 2016 (176 mm) y
2018 (267 mm). Sin riego, estos insuficientes suministros de agua en los suelos, generaron una

amplia variabilidad del estado hidrico de la vid dentro del area.

Durante los afios de estudio, en el momento del envero, se obtuvieron los datos de contenido
clorofilico foliar (Chl) y potencial hidrico foliar al amanecer (LWP), que se utilizaron como
indicadores de los niveles de estrés hidrico y nutricional del vifiedo. Las subzonas se
clasificaron en cuatro grupos, cruzando valores altos y bajos de Chl y valores altos y bajos de

LWP. Se tomaron como valores limite entre grupos la mediana de las dos variables.

Los niveles de estrés hidrico y nutricional se relacionaron con los valores de vigor, rendimiento

y composicion de la uva, asi como con las caracteristicas quimicas y organolépticas del vino.

La vendimia se llevé a cabo cada afio cuando el valor del contenido en sélidos solubles en el
mosto llegd a los 22 °Brix en el conjunto de subparcelas. En ese momento se tomaron dos
muestras de 100 uvas en cada zona de estudio. El mosto obtenido a partir de la primera

muestra se utilizé para determinar los sélidos solubles, la acidez total, el nitrégeno facilmente
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asimilable, el pH, el contenido en potasio, la intensidad de color y el tono del mosto. Las uvas
de la segunda muestra se usaron para analizar el contenido total de polifenoles, las

antocianinas totales y las facilmente extraibles.

Después de la vendimia, 30 kg de uvas de cada subzona se vinificaron siguiendo un esquema
clasico de vinificacidn en tinto. Se recogieron 300 mL de mosto de uva despalillada/estrujada
de cada muestra, para la determinacién de los compuestos aromaticos volatiles del mosto. En
los vinos elaborados se determind la acidez total, el pH, el grado alcohdlico, las coordenadas
CIELAB, el indice de polifenoles totales y los compuestos volatiles. Los vinos se sometieron a un

analisis sensorial llevado a cabo por un panel de catadores previamente entrenado.

Para determinar los efectos del afo, el estado hidrico y la incidencia de clorosis férrica sobre
las variables agronémicas del vifiedo y las caracteristicas de mostos y vinos se realizaron
analisis multifactoriales de la varianza (ANOVA), empleando el test de comparacién de medias
de Tukey. Se usaron andlisis de componentes principales y coeficientes de correlacion de

Pearson para estudiar las relaciones entre variables.
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5. ESTRUCTURA

La Tesis se ha dividido en tres capitulos.

En el primer capitulo se estudiaron los efectos combinados de la incidencia de la clorosis
férrica y el estado hidrico del vifiedo en el envero, sobre el perfil aromatico (compuestos libres
y ligados) de las uvas Tempranillo y se evalué la viabilidad de la medicidn de la clorofila foliar
en el envero, para determinar la calidad aromatica de la uva en vifiedos de secano afectados

por clorosis férrica, de acuerdo con los objetivos 1y 2 de la Tesis.

En el segundo capitulo se investigaron los efectos de la incidencia de la clorosis férrica en el
vifiedo sobre la composicidn voldtil y las caracteristicas sensoriales de los vinos Tempranillo

(objetivo 3 de la Tesis).

En el tercer capitulo se evaluaron los efectos aditivos e interactivos de la incidencia de la
deficiencia de hierro y el estado hidrico de la vid en el envero sobre las caracteristicas quimicas
y sensoriales del vino Tempranillo, y se estudiaron las relaciones entre la calidad del vino y el
vigor de la vid y el tamafo y la madurez de la uva en vifiedos de secano afectados por clorosis

férrica (objetivos 3 y 4 de la Tesis).
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5.1. Capitulo 1. Composicion aromatica de la uva Tempranillo en vifledos afectados por

clorosis férrica y estrés hidrico.

Sanchez, R., Garcia, M. R. G., Vilanova, M., Rodriguez-Nogales, J. M. & Martin, P. (2020). Aroma
composition of Tempranillo grapes as affected by iron deficiency chlorosis and vine water

status. Scientia Agricola, 78, €20190112.

DOI: 10.1590/1678-992X-2019-0112
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5.2. Capitulo 2. Composicion volatil y propiedades sensoriales de vinos procedentes de

vifledos afectados por clorosis férrica.

Sénchez, R., Rodriguez-Nogales, J. M., Fernandez-Fernandez, E., Gonzdlez, M. R., Medina-
Trujillo, L. & Martin, P. (2022). Volatile composition and sensory properties of wines from

vineyards affected by iron chlorosis. Food Chemistry, 369, 130850.

DOI: 10.1016/j.foodchem.2021.130850
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5.3. Capitulo 3. Relaciones entre el contenido de clorofila foliar de la vid, el potencial hidrico

de la hoja antes del amanecer en el envero y los atributos quimicos y sensoriales del vino.

Sanchez, R., Gonzdlez, M. R., Fernandez-Fernandez, E., Rodriguez-Nogales, J. M. & Martin, P.
(2020). Relationships between chlorophyll content of vine leaves, predawn leaf water potential
at veraison, and chemical and sensory attributes of wine. Journal of the Science of Food and

Agriculture, 100(14), 5251-5259.

DOI: 10.1002/jsfa.10575
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6. CONCLUSIONES

e Los resultados obtenidos muestran que las zonas mas afectadas por clorosis férrica
dieron lugar a mostos con una menor acidez total, menor concentracidn en nitrégeno
facilmente asimilable y mayor contenido de polifenoles totales que las subzonas
menos afectadas. Por su parte las subparcelas con estado hidrico mds desfavorable
mostraron mayor contenido en potasio, en antonicianinas extraibles e intensidad de

color.

e Las uvas procedentes de vides con mayor nivel de estrés hidrico o por carencia de
hierro restringieron las concentraciones de los alcoholes C6 y alcanzaron niveles de
madurez aromatica mas favorables que las uvas de plantas menos estresadas. Se ha
demostrado, ademas, que una deficiencia de hierro de leve a moderada puede tener
efectos positivos en la calidad aromatica de la uva, con un aumento de la biosintesis de
los norisoprenoides C13 y los fenoles volatiles, independientemente de su impacto en

el crecimiento vegetativo, el rendimiento o el tamafio de la baya.

e Los resultados presentados confirman que el estrés por deficiencia de hierro de leve a
moderado en el vifiedo puede contribuir a mejorar la calidad del vino, disminuyendo el
pH y mejorando los atributos sensoriales de tonalidad e intensidad de la capa,
intensidad del sabor y persistencia en boca. En este contexto, las medidas del
contenido foliar de clorofila en el envero podrian ser de gran utilidad para distinguir
subzonas con diferente potencial de calidad en vifledos afectados por deficiencia de

hierro.

e En comparacion con la incidencia de clorosis férrica, el estado hidrico de la vid tuvo
poco impacto en la composicidon y caracteristicas cromaticas del vino en el area de
estudio. En cuanto a los pardmetros sensoriales, las subparcelas con bajo LWP
mostraron puntuaciones mds altas en los descriptores de limpidez, astringencia y

persistencia en boca.

e Los efectos de interaccidn detectados entre estado hidrico y nivel foliar de clorofila en
envero sugieren que el aumento del color rojo, de la astringencia y de la persistencia
en boca del vino asociados a la incidencia de la clorosis férrica podrian verse

restringidos si el déficit hidrico es elevado.

70



Las variables de composicidon y los atributos sensoriales de los vinos, en general, no se
correlacionaron con el tamafio de la baya ni con el grado de madurez tecnoldgica de la

uva en el drea de estudio.

Un nivel moderado de estrés por deficiencia de hierro en la vid aumentd las
concentraciones de compuestos organicos volatiles asociados a notas florales, como el
2-fenilacetaldehido, el 2-feniletanol y el acetato de 2-feniletilo en los vinos, y redujo la
presencia de los alcoholes C6, responsables del aroma verde-herbaceo. Como efecto
negativo, los vinos de zonas afectadas por clorosis férrica redujeron la concentracion
de ésteres. Estos resultados pueden ser de utilidad para evaluar el potencial de calidad

de los vifiedos afectados por clorosis férrica.
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