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Resumen/Abstrac

I. RESUMEN

Esta Tesis se enmarca en el proyecto de investigaciéon “Riego deficitario y otras
précticas de cultivo en la vid cv. Tempranillo en Extremadura. Proyecto INIA RTA 2008-
00037-C04-03”, en el que se ha estudiado la incidencia del deshojado precoz sobre las

caracteristicas de las uvas, mostos y vinos, durante las campafias 2009-2011.

El deshojado precoz es una practica cultural aplicada en el vifiedo cuyo objetivo
principal es regular el nivel de carga de cosecha y mejorar las condiciones
microclimaticas en vifiedos vigorosos, al incrementar la aireacion y la exposicion a la luz

solar de los racimos, con beneficios demostrados sobre la calidad de uvas y vinos.

En este trabajo, los tratamientos analizados fueron deshojado justo antes de floracion
(ED) y cepas control (C) en un vifiedo experimental del cv. Tempranillo sometido a un

régimen hidrico del 100 % de la evapotranspiracion del cultivo (ETc).

Se ha estudiado el efecto del deshojado precoz sobre el desarrollo vegetativo de las
cepas Yy sobre la evolucion de la composicion de la baya durante su ciclo de maduracion
(azucares, acidos, compuestos fendlicos y potasio). En vendimia se ha analizado la
incidencia de esta técnica viticola sobre los componentes del rendimiento y la
composicion fisico-quimica de las bayas (azucares, acidos, compuestos fenélicos de uva,
perfil fendlico de hollejos y compuestos nitrogenados) y en los vinos elaborados se ha
determinado su incidencia sobre los pardmetros generales, fendlicos, cromaticos la

composicion volatil y las caracteristicas sensoriales.

El deshojado precoz, provoco una tendencia a la reduccidn del area foliar total media
de las cepas, aunque dicho efecto dependio del afio estudiado. Por otra parte, hay que
sefialar que en el afio 2010, afio en el que se registré un mayor volumen de precipitaciones
y en el que la aplicacion del deshojado fue mas intensa, las cepas mostraron un
crecimiento vegetativo compensatorio. En los afios 2010 y 2011, la produccion de las
cepas a las que se aplico el deshojado precoz fue menor que en las cepas control debido
a que esta técnica provocé una reduccion de la tasa de cuajado.
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Los resultados han mostrado que el deshojado precoz provoco un adelanto de la
maduracion de las uvas, con el incremento de la concentracion de los sélidos solubles

totales y del pH y la disminucion en la acidez titulable respecto del control.

En cuanto a los hollejos, los procedentes de las uvas ED mostraron una mayor
concentracion de flavonoles, compuestos que intervienen en las reacciones de
copigmentacion, los cuales son cruciales para la estabilidad de color del vino. Sin
embargo, la aplicacion del deshojado precoz no tuvo repercusion sobre el perfil de

aminoacidos de las uvas ni tampoco en las concentraciones de estas sustancias.

Los efectos del deshojado precoz fueron mas notables en los vinos elaborados, debido
principalmente al incremento de los compuestos fendlicos y a los aumentos de la
concentracion de sustancias responsables de aromas frutales y florales observados en los
vinos ED respecto de los C. Estos resultados, repercutieron en las caracteristicas
sensoriales de los vinos, de modo que los catadores puntuaron los vinos procedentes de
cepas deshojadas con mayores valores de intensidad de color e intensidad de aroma frutal

y menores valores de aroma herbaceo que los procedentes de las cepas control.

Los resultados obtenidos indican que, bajo las condiciones edafoclimaticas del
presente estudio, el deshojado precoz puede convertirse en una herramienta Gtil para el
control del rendimiento productivo de la vid, mejorando ciertas caracteristicas fisico-
quimicas de las uvas y, en consecuencia, mejorar el potencial enoldgico de los vinos de

Tempranillo.
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Abstrac

This Thesis is part of the research project "Deficit irrigation and other agronomical
practices in the vine cv. Tempranillo in Extremadura, INIA RTA 2008-00037-C04-03"
where the incidence of early defoliation on berry, must and wine composition during

2009-2011 seasons was evaluated.

Early leaf removal is a management technique applied to regulate crop load and
improve fruit microclimate conditions in vigorous vineyards, increasing aeration and
sunlight exposure in the cluster zone, with demonstrated benefits in grape and wine

quality.

In this work, the treatments analyzed were defoliation carried out just before flowering
(ED) and non-defoliated vines (C), in an experimental vineyard cv. Tempranillo irrigated

with a 100 % of the crop evapotranspiration (ETc).

The effect of early defoliation on vine vegetative growth and on composition during
berry ripening (sugars, acids and phenolic compounds) has been studied. At harvest, the
incidence this technique on the yield components and berry physicochemical composition
(sugars, acids, grape phenolic compounds, skin phenolic profile and nitrogen compounds)
was studied. In the elaborated wines, the effect of the practice of early defoliation on its
composition (standard, phenolic and chromatic parameters) as well as its volatile

composition and its sensorial characteristics has been studied too.

Early leaf removal showed a trend to reduce the vine average total leaf area, altougth
this effect depend on the year. In the other hand, in 2010, year in which the highest volume
of rainfall was recorded and when the application of leaf removal was more intense, the
vines showed compensatory vegetative growth. In 2010 and 2011, vine yield in ED
treatment was lower than in the control vines because this technique reduced the fruit set
rate.

The results showed that early defoliation led to an advanced grape ripening, increasing
the soluble solids content and pH, as well as decreasing the acidity of ED treatments

compared to C.
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As for the berry skin phenolic profile, early leaf removal increased the concentration
of flavonols, compounds involved in copigmentation reactions, which are crucial for wine

colour stability. The berry amino acid profile did not affect by early defoliation.

The effects of early defoliation were more noticeable in elaborated wines, mainly due
to the increase in phenolic compounds and the concentration of the aromatic compounds
involved in the fruity and floral aromas observed in ED vs C treatment. These results had
an impact on the sensory characteristics of the wines, obtaining wines of higher color

intensity, with a higher fruity aroma and less herbaceous than the control wines.

The results obtained indicate that, under the conditions of the present study, early leaf
removal can become a useful tool for controlling the productive yield of the vine,
improving certain physical-chemical characteristics of the grapes and, consequently,

improving the oenological potential of Tempranillo wines.
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1. INTRODUCCION GENERAL

1.1. La vitivinicultura en Extremadura

Extremadura, region situada en el suroeste de Espafia, posee una importante tradicion
viticola. Sus 81.218 hectéareas de vifiedo representan aproximadamente el 8,4 % del total
nacional . La produccion de vinos y mostos en esta region ha
experimentado un notable aumento durante los dltimos afios, con una produccién media
de unos 3,5 millones de hectolitros . Ademas, la viticultura tiene un gran
valor medioambiental, pues muchos de los vifiedos extremefios estan situados en terrenos
pobres y secos en los que pocos cultivos son rentables y, por tanto, su desaparicion

supondria la desertizacion de numerosas zonas.

Los vifiedos extremefios estdn ubicados en zonas de clima arido o semiérido, lo que
tiene como consecuencia, sobre todo al final del verano, bajos contenidos de agua en el
suelo. Esta circunstancia, sumada a la mayor demanda evapotranspirativa del cultivo
durante esta época, se traduce en un déficit hidrico acusado en las plantas, que repercute
en la produccién y calidad de la uva y por tanto en los vinos. La Ley 8/1996 derogo el
articulo 42 del "Estatuto de la Vifia, del Vino y de los Alcoholes™ (Ley 25/72) por el que
se prohibia el riego de la vid. A partir de entonces, la modernizacién del vifiedo en

Extremadura ha ido de la mano de la implantacién de esta técnica.

Segun el Reglamento (CE) n° 3255/94, las variedades de vid recomendadas y
autorizadas para la obtencion de vinos en la Comunidad de Extremadura son las

siguientes:

e Recomendadas: Alarije, Borba, Cayetana Blanca, Garnacha Tinta, Pardina,
Tempranillo y Viura.

e Autorizadas: Bobal, Cabernet Sauvignon, Chardonnay, Chelva, Eva, Graciano,
Malvar, Mazuelo, Merlot, Monastrell, Parellada, Pedro Ximenez, Shiraz y

Verdejo.

Debido a los diferentes programas de reestructuracion y reconversion del vifiedo que
comenzaron a partir de la campafia 2000/01, en la ultima década el vifiedo extremefio ha

experimentado una reconversion varietal. Si en el afio 2000, las variedades tintas eran
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practicamente inexistentes, apenas llegaban a 3000 ha, en el 2014 superaban las 26.200
ha. Todo ello ha tenido como consecuencia un crecimiento en el volumen de vino tinto
elaborado, cuya produccion en la Gltima década ha superado el milldn de hectolitros. A
modo de ejemplo, la produccion en 2015/2016 de este tipo represento ya el 38 % del total

de la produccién regional de vino.

Extremadura ha sido tradicionalmente una region productora de vinos a granel. Esta
situacion ha ido cambiando hacia la produccién de vinos embotellados con el
consiguiente aumento del valor afiadido del producto final. Esto es debido, entre otras
causas, al establecimiento de la Denominacion de Origen (D.O.) Ribera del Guadiana
(Orden del 16 de abril de 1999, B.O.E. Nim. 105). Ademas, los vinos extremefios también
pueden acogerse a la mencidn “vinos con indicacion geografica”. De modo que, en la
actualidad, un 12 % de la produccion total de vino de la Comunidad Auténoma de
Extremadura, sale el mercado como vino con D.O., un 17 % como vinos con Indicacion
Geografica Protegida (IGP) y el resto de la produccion (> 69 %) se comercializan como

vinos sin identificacion geografica.

La D.O. Ribera del Guadiana ampara seis subzonas o comarcas viticolas extremefas
con caracteristicas edafoclimatologicas muy diferentes. En la Figura 1.1 se muestran la
localizacion geografica de estas subzonas y en la Tabla 1.1 las variedades predominantes

en cada una de ellas.




Introduccién General

Figura 1.1. Mapa de las subzonas pertenecientes a la D.O. Ribera del Guadiana. Fuente

http://riberadelguadiana.eu.

Tabla 1.1. Variedades de vid predominantes en las diferentes subzonas de la D.O. Ribera del Guadiana.

D.O. Ribera del Guadiana

Variedades blancas Variedades tintas
(Subzonas)
Tierra de Barros Cayetana Blanca, Pardina, Tempranillo, Garnacha y
Montuta y Macabeo Cabernet Sauvignon

Eva o Beba de los Santos,
Matanegra Montla Pardina, Cayetana
Blanca y Macabeo

Tempranillo, Garnacha 'y
Cabernet Sauvignon

Ribera Alta del Guadiana Alarije y Borba Tempranillo y Garnacha

Cayetana Blanca, Pardina y

Macabeo Tempranillo y Garnacha

Ribera Baja del Guadiana

Borba, Alarije, Cayetana

Blanca y Pedro Ximénez. TSR 0 37 CETES 18

Montanchez

Cafiamero Alarije, Chelva y Malvar Tempranillo y Garnacha

Tierra de Barros:

Situada en el centro y sureste de la provincia de Badajoz, es la comarca de mayor
produccidn viticola. Se trata de una zona de relieve practicamente llano, con suelos
fértiles, ricos en nutrientes y con notable capacidad de retencién de agua. El clima es
bastante seco, con elevadas temperaturas en verano, acentuadas por la accion del viento

solano. Las precipitaciones anuales oscilan entre 350 y 400 mm.



http://riberadelguadiana.eu/
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Matanegra:
Situada al sur de la provincia de Badajoz, esta subzona presenta cierta similitud en sus
condiciones edafocliméticas con Tierra de Barros, aunque con temperaturas algo mas

suaves, lo cual genera un retraso en la fecha de vendimia.

Ribera Baja del Guadiana:

Esta comarca se ubica en los margenes del rio Guadiana, en su curso proximo a la
frontera con Portugal. Los depositos cuaternarios dejados por el Guadiana y sus afluentes
han dado lugar a los terrenos que se conocen como las Vegas Bajas, cuyos suelos son de
caracter arcilloso-limoso. El clima es continental con moderada influencia atlantica en el
que la mayor persistencia e intensidad de las lluvias esta condicionada por los vientos del
Oeste y Suroeste. En esta zona, los veranos son largos, los otofios y las primaveras cortas
y suaves, con concentraciones de lluvias principalmente durante dichas estaciones, e

inviernos no muy rigurosos.

Ribera Alta del Guadiana:

Esta comarca también se localiza en zonas de las vegas del Guadiana, y se amplia a
las tierras de La Serena 'y Campo de Castuera. Al igual que la anterior, como consecuencia
de los depdsitos cuaternarios dejados por el Guadiana y sus afluentes, sus suelos son muy

arenosos.

Montanchez:

Situada al Sur de Céceres, es una zona de complicada orografia, con abundantes cerros
y pequefios valles en los que el vifiedo aparece sobre suelos clasificados como tierras
pardas acidas. El clima es continental, con veranos muy calidos e inviernos no demasiado

rigurosos. Las precipitaciones se sitlan entre 500 y 600 mm al afio.

Cafiamero:

La mayor parte de esta comarca se encuentra situada en la Sierra de Guadalupe. Posee
un relieve bastante accidentado, situandose los cultivos preferentemente en las laderas, a
unos 600-800 m sobre el nivel del mar, sobre terrenos pobres y de naturaleza pizarrosa.
El clima es suave, sin grandes contrastes térmicos, con precipitaciones de alrededor de
750-800 mm al afio.
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En base a todo lo anterior, puede decirse que la viticultura es un sector estratégico en
Extremadura, no solo por la superficie cultivada y el volumen de produccion que se
alcanza, sino también por su valor econémico, importancia social y significacion
ambiental. Sin emabargo, el sector vitivinicola extremefio se enfrenta hoy a problemas de
diferente tipo, entre los cuales, los derivados de su ubicacion geogréafica y sus condiciones
edafoclimaticas ocupan un lugar esencial. Son necesarios estudios que aporten
informacion bésica para optimizar el manejo y gestion de la vid y asi, poder reducir costes
de cultivo y obtener cosechas con las caracteristicas deseadas en funcion de su destino

final.

La implantacion del riego en el vifiedo ha permitido utilizar técnicas de cultivo que
pueden mejorar la eficacia y competitividad del sistema productivo: sistemas de
conduccion en espaldera, densidades de plantacion mas intensivas, y otras técnicas de
cultivo que estan ampliamente extendidas en otras zonas viticolas, pero cuyos efectos
sobre el comportamiento de las cepas en nuestras condiciones edafocliméaticas se
desconoce. Entre esas técnicas de cultivo, el deshojado temprano, aplicado y desarrollado
por primera vez por en el Norte de Italia, se ha mostrado como una
herramienta clave en la mejora de la viticultura, con efectos positivos sobre los
componentes de la produccion y calidad de las variedades Tempranillo en la Rioja y

Valencia y Albarifio en Galicia

1.2. Composicion de la uva y del vino

El fruto de la vid, la uva, esta constituida por hollejo, pulpa y semillas. De la
composicidn de cada una de estas partes va a depender, en gran medida, la calidad de los
mostos Yy vinos elaborados a partir de la misma. Los principales componentes de la uva,
agua, azucares, acidos organicos, sustancias minerales, compuestos nitrogenados, lipidos,
compuestos aromaticos y compuestos fendlicos se distribuyen segun se muestra en la

Figura. 1.2
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Ombligo

Figura 1.2. Representacion esquematica de la constitucién de la baya. Composicion de las diferentes partes.

1.2.1. AzGcares, acidos organicos y sustancias minerales

La pulpa, constituyente mayoritario de la baya, contiene principalmente agua y
azucares de los que el 95-99 % lo constituyen la glucosa y la fructosa que son
transformadas por las levaduras en alcohol etilico y dioxido de carbono durante la

fermentacioén alcoholica.

Junto a los azucares, los acidos organicos son los compuestos mas abundantes de la
pulpa. En las uvas maduras sanas, los acidos mas abundantes son los &cidos tartarico,
malico y citrico. El acido tartarico existente en la uva es el isomero dextrdgiro (acido L-
(+)-tartérico). Mientras que los acidos malico y citrico son muy comunes en el reino
vegetal, el tartarico s6lo se encuentra en un reducido nimero de especies vegetales, y la
uva es uno de los pocos frutos que contiene cantidades importantes. En las uvas maduras,
es el acido mayoritario, con concentraciones que varian entre 3y 9 g/L, y las del acido
malico entre 1 y 5 g/L. Del contenido de estos dos acidos depende la acidez total de la
uva, que suele oscilar entre los 4 y los 15 g/L, expresados en acido tartarico. En lo que
respecta a los valores del pH, cuyos limites se situan entre 2,8 y 3,5, dependen en gran
medida de relacion malico/tartarico y de la cantidad de cationes presentes en el mosto.
(Keller, 2010).

Las sustancias minerales presentes en la pulpa proceden de la absorcion por parte de

las raices o bien son subproductos de los procesos de respiracién de los acidos organicos.
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La disponibilidad de agua por parte de la planta, las condiciones climaticas que
intervienen en la transpiracion y las propiedades del suelo (textura, contenido en materia
orgénica, humedad y pH) son los factores que influyen en la mayor o menor acumulacién
de estas sustancias en la baya (He et al., 2005; Hidalgo, 2006). De entre los diferentes
elementos que se encuentran en las uvas, el potasio es el cation mas abundante, seguido
del calcio y el magnesio. El potasio tiene una vital importancia en la nutricion de la vid,
pues estd implicado en procesos elementales, como la activacion enzimética (Leigh vy
Wyn Jones, 1984; Walker et al., 1998), el proceso de transporte y translocacion de
asimilados en las membranas celulares (Patrick et al., 2001), y la regulacién de los

potenciales osmético y de membrana (Davies y Zhang, 1991; Leigh, 2001).

La cantidad de estas sustancias presentes en la uva en el momento de vendimia,
depende de mdltiples factores. Entre ellos, la variedad y el clon (Garcia et al., 2017;
Arrizabalaga et al., 2018), las condiciones edafoclimatoldgicas (Vilanova et al., 2015),
las condiciones de cultivo (Intrigliolo y Castel, 2010; Sadras et al., 2013; Medrano et

al., 2018; Lietal., 2018) juegan un importante papel.
1.2.2. Los compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos representan un grupo importante de pigmentos ampliamente
distribuido en todo el reino vegetal. En las bayas de Vitis vinifera L., estos compuestos se
encuentran mayoritariamente en las partes sélidas de la uva (hollejo y semillas)
(Cheynier y Rigaud, 1986). Segun su estructura quimica se clasifican en compuestos no
flavonoideos (&cidos fendlicos y estilbenos) y compuestos flavonoideos (antocianos,
flavanoles y flavonoles) (Cheynier et al., 2000). Estas sustancias son indicadores de la
calidad de las uvas e influyen directamente en la del vino, confiriéndole una parte de su

estructura y propiedades sensoriales (Cheynier et al., 1998; Downey et al., 2004).

El tipo y la concentracion de los compuestos fenodlicos en las uvas y vinos tintos ha
sido objeto de diversas revisiones bibliograficas (Monagas et al., 2005; Kennedy, 2008).
A dia de hoy se sabe que la concentracidn en la uva de estas sustancias en el momento de
la vendimia depende de diversos factores, como pueden ser la variedad de uva (Mazza et
al., 1999; Ryan vy Revilla, 2003; Fanzone et al., 2012), la practica vitivinicola (Petrie y
Clingeleffer, 2006; Valdés et al., 2009; Lee y Skinkis, 2013; Gamero, 2015), las
condiciones climaticas (Spayd et al., 2002; Mori et al., 2007, Tarara et al., 2008) y
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también del método de extraccion y andlisis de los mismos (Guidoni et al., 2002; Canals
et al., 2005; Cortell et al., 2007). La cantidad de estas sustancias que se transfieren al
vino durante el proceso de vinificacién depende del tipo y de las condiciones en que se

Ileve a cabo el proceso (Sacchi et al., 2005).

La Tabla 1.2 muestra la localizacion, concentracion, el interés enolégico y las
propiedades sensoriales que aportan a los vinos las diferentes familias que integran este

grupo de sustancias.
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Tabla 1.2. Localizacién, concentracion, propiedades sensoriales y principal interés enoldgico de los compuestos fendlicos de las bayas.

Compuesto

Localizacion

Concentracion

Propiedad sensorial

Principal interés
enoldgico

Compuestos fenélicos no
flavonoideos

Compuestos fenolicos flavonoideos

) Acidos fenélicos
(Ac.hidroxicindmicos)

’Acidos fendlicos
(Ac. hidroxibenzoicos)

Estilbenos

Antocianos

Flavanoles

Flavonoles

Pulpa y partes solidas de la
uva

Pulpa y partes sdlidas de la
uva

Hollejos y semillas

Hollejos

Hollejos y semillas

Hollejos

20-150 mg/kg

1-2 mg/L

20-43ug/g

500 y 3000 mg/kg

14-3600 mg/kg

10-300 mg/kg

Amargor, astringencia y

acidez.

Amargor, astringencia y

acidez.

No interfieren las
caracteristicas
sensoriales del vino

Responsables del color
de los vinos tintos

Amargor, astringencia

Amargor, astringencia y

acidez.

Contribucién a la

componente amarilla del

color de los vinos

Reacciones de
copigmentacion

Reacciones de
copigmentacion

Propiedades saludables de

los vinos tintos

Reacciones de
copigmentacion

Reacciones de
copigmentacion

Reacciones de
copigmentacion
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1.2.2.1. Compuestos fendlicos no flavonoideos

e Acidos fenodlicos
- Acidos hidroxicinamicos

Los &cidos hidroxicindmicos se encuentran bajo la forma de ésteres tartaricos de acidos
cindmicos. Los predominantes en las uvas y vinos son los &cidos cutéarico (para-cumaril
tartarico), caftarico (cafeil tartarico) y fertarico (ferulil tartarico) y sus isomeros

. Las levaduras del género Brettanomyces Dekkera, pueden degradar los acidos
ferdlico y cumarico y transformarlos en fenoles volatiles. Estas sustancias son

responsables de defectos olfativos, que disminuyen la calidad sensorial de los vinos

- Acidos hidroxibenzoicos

El principal &cido hidroxibenzoico de la uva es el &cido géalico, en forma libre o bien
como éster de flavanol ((-)-epicatequina-3-galato) en concentraciones de 1-2 mg/L
. En el mosto de uva recién obtenido, estos acidos se oxidan facilmente

formando quinonas responsables del pardeamiento del mosto.

e Estilbenos

En este grupo de compuestos destaca el resveratrol (3, 5, 4" -trihidroxiestilbeno) que es
producido por la vid en respuesta a un ataque fangico y por la exposicion a altos niveles
de radiacion ultravioleta . Este compuesto puede hallarse en formas

libres (isdmeros cis y trans) o glucosiladas.

1.2.2.2. Compuestos fendlicos flavonoideos

Los compuestos flavonoideos se clasifican en funcion de su estructura quimica en:
antocianos, flavanoles y flavonoles. Los antocianos se hallan Unicamente en las
variedades tintas y el resto de los compuestos se encuentran tanto en las variedades tintas

como en las blancas.
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e Antocianos

Los antocianos o antocianinas representan un importante porcentaje de los flavonoides
presentes en las bayas de las variedades tintas. Desde un punto de vista general, los
antocianos son heterdsidos formados por la combinacion de una molécula de azlcar y un
aglicon (antocianidina) que contiene un ndcleo flavilium. En la especie Vitis vinifera L.
se han hallado las siguientes antocianidinas: cianidina, peonidina, petunidina, delfinidina,
pelargonidina y malvidina, que difieren entre si en el nimero y posicion de los
sustituyentes hidroxilos y metoxilos localizados en el anillo bencénico. En lo que respecta
al azucar, que generalmente es la glucosa, puede presentarse esterificado por un acido
fendlico, generalmente el cafeico o el acido p-cumarico (antocianinas p-cumariladas), o
el acético (antocianinas acetiladas) . La gran variabilidad en
cuanto a distribucion y concentracion de compuestos antocianicos existente entre las
diferentes variedades permite discriminarlas y caracterizarlas en funcion de su perfil

antocianico

Los antocianos que se extraen del hollejo de la uva tinta durante la maceracion son los
compuestos responsables del color rojo de los vinos, siendo responsables también de los

tonos azules, purpuras y morados

e Flavanoles

Los flavanos 3-oles (3-flavanoles) se hallan en la uva en forma de monémeros y bajo
formas mas o menos polimerizadas, constituyendo los denominados taninos catequicos o
taninos condensados. Los flavanoles monoméricos presentes en las bayas son la (+)-
catequina y su isémero la (-)-epicatequina, la galocatequina y la epigalocatequina y
existen también los derivados en forma de éster de acido galico. A partir de estos
mondmeros se establecen las formas oligoméricas denominadas proantocianidinas
(derivados de la catequina y epicatequina) y prodelfinidinas (derivados de la
galocatequina y epigalocatequina). Cuando el nimero de unidades es mayor se forman
los taninos. La polimerizacion de los flavanoles, se produce mediante una condensacién
oxidativa entre el carbono C4 del heterociclo y el C8 o C6 adyacente. A estos polimeros,
cuyos monomeros se encuentran unidos mediante un solo enlace, se les denomina
polimeros de tipo B. Las procianidinas dimeras B1 (epicatequina- (4p — 8) —catequina),

B2 ((—)-Epicatequina-(4—8)-(—)-epicatequina) y B3 (catequina-(40—8)-catequina) son
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las mas comunes en las uvas. La procianidina B1 se localiza en la piel de la uva, la B2 es
la méas abundante tanto en pieles como en semillas y la B3 se localiza principalmente en

las semillas

Los flavanoless existentes en los hollejos y las semillas difieren en tamafio y tipo de
unidades, lo que les confiere diferentes propiedades sensoriales, los presentes en las
semillas son més cortos y tienen un alto porcentaje de unidades esterificadas con acido
galico, en tanto que los de la piel son generalmente mayores y presentan una proporcién

significativa de subunidades de epigalocatequina trihidroxilada

e Flavonoles

Estos compuestos se encuentran en las bayas principalmente bajo la forma de
heterésidos (glucosidos, galactésidos, ramndsidos, rutinésidos o glucurénidos) de
kaempferol, quercetina, isoramnetina y miricetina . Se han hallado
también flavonoles en forma de 3-galactosidos y 3-di-glicosidos asi

como 3-glucosido de laricitrina y siringetina
1.2.2.3. Reacciones de copigmentacion.

La copigmentacion en los vinos es el resultado de las interacciones moleculares entre
pigmentos antocidnicos y otras moléculas organicas, llamadas cofactores o copigmentos
(sustancias poco coloreadas o incoloras), que forman asociaciones moleculares o
complejos de apilamiento vertical tipo “sandwich”. Los copigmentos o cofactores mas
comunes son los acidos fendlicos y los flavonoles . Estas sustancias
poseen sistemas capaces de asociarse con el ion flavilium, protegiéndolo del ataque
nucleofilico del agua impidiendo que éstas moléculas alcancen

al antociano, lo hidraten y lo decoloren.

La formacion del complejo de copigmentacion provoca un incremento de la intensidad
del color rojo del vino tinto (efecto hipercrémico) asi como un viraje hacia tonalidades
mas azuladas (efecto batocrémico)

. Estas estructuras, que pueden representar del 30-50 % del color
en vinos tintos jovenes, son importantes para la estabilidad del color de éste

. Por tanto, la presencia de precursores de copigmentacion o cofactores en las uvas
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y en el mosto puede ejercer una gran influencia sobre la intensidad del color del vino
obtenido y sobre estabilidad del mismo (Darias-Martin et al., 2001; Darias-Martin et
al., 2002).

Se ha demostrado que la formacién de copigmentos provoca un aumento de la
extraccion de antocianinas durante la vinificacion (Schwarz et al., 2005) y que las
técnicas viticolas que aumentan la exposicion a la luz del racimo provocan aumento del
contenido de copigmentos en las bayas (Spayd et al., 2002; Downey et al., 2004,
Giovanelliy Brenna, 2007), por tanto, el analisis del efecto de cualquier nueva practica

en el vinedo debe incluir el estudio sobre estas estructuras.
1.2.3. Las sustancias nitrogenadas

El nitrgeno es uno de los macronutrientes mas abundantes que los vegetales obtienen
del suelo. Los compuestos nitrogenados de la uva se clasifican en inorganicos y organicos,
y alcanzan una concentracion total de entre 100 y 1200 mg/L, dependiendo del cultivar,

del estado de maduracion, o de las condiciones edafoclimaticas (Bell vy Henschke, 2005).

Los compuestos nitrogenados estan implicados en muchas de las funciones bioldgicas
y procesos metabolicos de la uva. Posteriormente, durante el proceso de vinificacion, las
levaduras y bacterias que llevan a cabo la fermentacion alcoholica y malolactica
respectivamente, necesitan una determinada cantidad de nitrégeno para el desarrollo de
sus funciones vitales (Bely et al., 1990; Bell y Henschke, 2005; Garde Cerdan et al.,
2009).

Por otra parte, el perfil aminoacidico de la uva es importante para las caracteristicas
sensoriales del futuro vino, pues algunos de ellos son precursores de sustancias volatiles
que determinan en gran medida el aroma de los vinos elaborados (Hernandez-Orte et
al., 2002).

1.2.3.1. Compuestos nitrogenados inorganicos

Los compuestos nitrogenados inorganicos presentes en las bayas son sales de nitrito o
nitrato (NO2", NOz") y de iones amonio (NH4"). El contenido de estas sustancias depende
del grado de maduracion y del estado sanitario. En un estudio sobre la composicién

nitrogenada de mostos extremenfios, Viacias (1980) observé que los elaborados a partir de
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uvas con podredumbre mostraron un bajo contenido de nitrogeno amoniacal. En su
estudio, Trioliy Paronetto (1992) indicaron que una buena disponibilidad de contenido
de nitrégeno amoniacal durante el proceso de fermentacion disminuia la concentracion
de alcoholes superiores y aumentaba la de los ésteres etilicos, principales sustancias

volatiles responsables del aroma de los vinos, dando lugar a vinos mas finos y afrutados.
1.2.3.2. Compuestos nitrogenados organicos

Los compuestos nitrogenados orgénicos méas abundantes en las uvas son los
aminoacidos. También se han hallado polipéptidos, proteinas, urea y derivados de &cidos
nucleicos. En la uva se han identificado y cuantificado alrededor de 30 aminoacidos
(Hernandez-Orte et al., 1999; Valdés et al., 2011; Ortega-Heras et al., 2014). Estos
compuestos pueden clasificarse en funcion de su ruta metabolica (precursor biosintético
comun) en las familias que se citan en la Tabla 1.3 (Nelson y Cox, 2005; Gregan et al.,
2012; Martinez-Luscher et al., 2014b).

Tabla 1.3. Clasificacion de los aminoacidos en funcidn de su precursor biosintético comun.

Familia Aminoécido
a-Cetoglutarato Prolina, arginina, acido glutdmico, acido y-amino-n-butirico
Piruvato L-alanina, L-valina 'y L-leucina

L-treonina, acido L-aspartico, L-asparagina, L-isoleucina,
Oxalacetato . i
L-metionina, L-lisina

FoEITe ALUED 3 Sl eea-t- L-tirosina, L-fenilalanina y triptofano

fosfato
3-Fosfoglicerato L-serina, glicina y cisteina
Ribosa -5-fosfato L-histidina

Bell v Henschke (2005) realizaron una extensa revision de los factores que afectan a
la concentracion de compuestos nitrogenados de mostos y vinos. La concentracién de
aminoacidos es dependiente de factores como la variedad de vid y el patron (Stines et al.,
2000), la localizacién y las caracteristicas edafoclimaticas (Huang y Ough, 1989), la
campaha (Bell v Robson, 1999), y las practicas culturales; el manejo del suelo (Spring,
2001), los sistemas de conduccién (Miele et al., 2000), el sombreado y la temperatura de
la cubierta vegetal (Ewart y Kliewer, 1977; Smart et al., 1988; Perez-Harvey vy
Witting, 2001). También juegan un importante papel la forma, dosis y momento de
aplicacion de fuentes nitrogenadas (Kliewer, 1971; Bell et al., 1979; Chang vy Kliewer,
1991; Goldspink y Gordon, 1991; Peacock et al., 1991; Spayd et al., 1994; Bell y
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y asi como el estado de madurez de la uva
. Estudios recientes
han observado que la aplicacion foliar
de compuestos nitrogenados (fenilalanina y urea) produce un incremento de la

concentracion de aminoacidos en mostos del cv. Tempranillo.

Respecto a la zona de la uva en la que se encuentran estas sustancias, el perfil de los
aminoacidos libres en las bayas maduras varia considerablemente segun el tejido
analizado (piel, pulpa y semillas). Las diferentes investigaciones proporcionan distintos
resultados sobre las contribuciones relativas de estos tejidos al contenido total de
aminoacidos: en bayas inmaduras del cv. Noble, hallaron
que en las semillas se localizaban la mayor parte de los aminoacidos (50 %), seguidas por
la pulpa (38 %) y la piel (12 %). Posteriormente, hallaron que la
mayoria de los aminoécidos de las bayas estaban presentes en la pulpa (66-77 %), en tanto
que la piel contenia Unicamente el 15-23 % y las semillas 8,5-11 % en las bayas de los
cv. Cabernet Sauvignon y Riesling. Las diferencias parecen depender de los cultivares,
ya que exhiben una notable diversidad en la concentracion y composicion de aminoacidos

libres en las bayas

En la mayoria de las variedades de Vitis vinifera L., la arginina y la prolina son los
aminoéacidos que predominan durante todos los estados de maduracién
. Enun trabajo
desarrollado en el suroeste de Esparfia se observo, que en las variedades Shiraz, Merlot y
Petit Verdot, el aminoacido mayoritario fue la arginina, representando un 20-50 % del
total de los aminoacidos presentes en las bayas en el momento de vendimia
. El estudio realizado en diferentes localizaciones de Espafia, sobre
el perfil aminico de 4 variedades blancas (Airén, Ciguente, Moscatel de Alejandria y
Verdejo) realizado por mostré diferencias entre las distintas
variedades tanto en funcidn de su perfil aminico como de la concentracion de aminoacidos
individuales de las uvas. La variedad Moscatel resultdo ser una variedad rica en
aminoacidos prolina y arginina. En Verdejo se encontraron las mayores cantidades de los
aminoéacidos precursores de aromas fermentativos (aspartico, fenilalanina y treonina) y
Ciguente fue la variedad de mayor contenido en aminoacidos azufrados (cisteina y

metionina).
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Como se ha comentado anteriormente, la composicion volatil de los vinos esta
fuertemente influenciada por la concentracion de aminodcidos de los mostos
. Diversos autores han demostrado que los mostos con una

alta concentracion de aminoacidos dan lugar a vinos con elevadas concentraciones de
ésteres, en particular ésteres etilicos, compuestos que contribuyen a los aromas frutales
de los vinos . Los
aminoacidos fenilalanina, leucina, isoleucina, valina, tirosina y metionina, son
considerados precursores de compuestos volatiles de origen fermentativo (2-feniletanol,
3-metil-1-butanol, 2-metil-1 butanol, isobutanol, tirosol y metionol, respectivamente).
Aunque actualmente existe cierta discrepancia respecto a dicha relacion, especialmente
en una matriz tan compleja como es el vinos. mostraron que existe
una relacion entre la demanda de nitrégeno por parte de la levadura y la formacion de
compuestos volatiles. Las cepas con una alta demanda de nitrogeno tienden a producir
vinos con mayores concentraciones de esteres y menores concentraciones de alcoholes
superiores, fenoles volatiles, alcoholes monoterpénicos y otros alcoholes menos volatiles.
En su reciente trabajo, han ratificado la relacion entre la
concentracion de determinados aminoacidos libres y la formacion de compuestos
volatiles en mostos sintéticos, obteniendo los siguientes resultados: el contenido de
aminoacido valina se asoci6 con los compuestos volatiles isobutanol y acido isobutirico,
los aminoacidos leucina e isoleucina se relacionaron con el alcohol isoamilico,
produccién de &cido isovalérico y de acetato de isoamilo. ElI metabolismo de la
fenilalanina condujo a la produccion de 2-feniletanol y de acetato de 2-feniletilo. El
catabolismo de treonina dio lugar a niveles mas altos de propanol, butanol y &cido
propidnico, asi como niveles moderados de alcohol isoamilico, acido isovalérico, acido
acetico y acetato de etilo. han mostrado una relacién directa entre
la concentracion de prolina presente el los mostos y la sintesis de compuestos
volatiles. También se ha mostrado la relacion entre las cantidades de cisteina y metionina
(aminoacidos azufrados) con la presencia de compuestos como el sulfuro de hidrégeno
(H2S), metilmercaptano (metanotiol), etanotiol, metionol y dimetilsulfuro en vinos,
compuestos asociados a malos olores que implican la reduccién de la calidad sensorial si

son superados los umbrales de percepcion para dichos compuestos

16



Introduccién General

Por lo tanto, es necesaria una apropiada composicion nitrogenada del mosto para un
correcto desarrollo de la fermentacion alcohodlica, asi como para la formacion de
compuestos positivos relacionados con las percepciones sensoriales de los vinos (Garde-

Cerdan y Ancin-Azpilicueta, 2008; Vilanova et al., 2012c).
1.2.3.3. Indices nitrogenados

Como se ha mencionado anteriormente, el amonio y los aminoacidos, son las
principales fuentes de nitrégeno para el desarrollo de levaduras y bacterias durante la
fermentacion alcohdlica y malolactica. A excepcion de la prolina y la hidroxiprolina,
todos los aminoacidos son asimilables por las levaduras (Kliewer, 1968). Al conjunto del
nitrégeno procedente del ion amonio y de los aminoacidos asimilables se le denomina
nitrogeno facilmente asimilable (Yeast Asimilable Nitrogen, YAN). La cantidad de YAN
inicial puede afectar a la tasa de fermentacion y por tanto a la composicion del futuro vino
(\Valdes et al., 2011). Generalmente se considera 140 mgN/L como el umbral de YAN
para la fermentacion completa de mostos con niveles normales de azucar (Bely et al.,
1990; Bell v Henschke, 2005; Vilanova et al., 2012a), valores inferiores pueden
provocar paradas o fermentaciones excesivamente lentas. Cuando la concentracion de
YAN es insuficiente, se produce la rotura de las proteinas presentes en el mosto, hecho
que puede originar un aumento de la concentracion de compuestos azufrados que aportan
olores desagradables en los vinos (\Vos y Gray, 1979; Ingledew y Kunkee, 1985). El
contenido de YAN puede tener un impacto significativo en la produccion de muchas
sustancias relacionadas con las percepciones sensoriales (Henschke y Jiranek, 1993;
Rapp y Versini, 1996; Tominaga et al., 1998; Pripis-Nicolau et al., 2000; Hernandez
Orte et al., 2002; Hernandez-Orte et al., 2005). Por otra parte, si el valor de YAN es
elevado puede dar lugar al aumento de la concentracion de urea y consecuentemente, del
carbamato de etilo, compuesto considerado perjudicial para la salud cuando se encuentra
en elevadas concentraciones (Huangy Ough, 1989; Ough et al., 1991; Bell y Henschke,
2005).
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1.2.4. Los compuestos aromaticos

El aroma del vino esta consituido por una gran cantidad de compuestos volatiles que
pueden ser clasificados en funcion de su origen en aromas varietales, aromas pre-

fermentativos, fermentativos y post-fermentativos
1.2.4.1. Aroma varietal o primario

Los aromas varietales proceden de la uva con la que fue elaborado el vino
. Estos compuestos se encuentran en la uva

en forma de compuestos volatiles libres y glicosilados

e Aromas varietales libres

Dentro de los aromas varietales libres, los compuestos terpénicos, y entre ellos los
monoterpenos, entre los que destacan el linalol, geraniol, nerol y citronelol son los
mayoritarios. Estos compuestos presentan un bajo umbral de percepcion y pueden
contribuir con notas florales y frutales al aroma del vino. Se acumulan principalmente en
el hollejo, por lo tanto, la tecnologia utilizada para extraer el mosto tiene influencia sobre
las caracteristicas aromaticas del vino elaborado . Otros
compuestos integrantes del aroma varietal libre son los dioles terpénicos y pirazinas.
Estas Gltimas son muy abundantes en la variedad Cabernet Sauvignon

Los C13-norisoprenoides més frecuentes son la []-damascenonay la [1-ionona. Estos
compuestos, que proceden de la degradacion oxidativa de carotenoides, poseen un umbral
de percepcidn olfativo relativamente bajo, y su presencia en los vinos se asocia con notas

florales y frutales
e Aromas varietales ligados o precursores aromaticos

Los aromas varietales glicosilados o precursores del aroma son moléculas no volatiles,
susceptibles de liberar aromas bajo la influencia de diferentes factores
con lo que constituyen una reserva potencial de aromas. Aparecen de forma

mayoritaria como glicésidos y son liberados durante la fermentacion y a lo largo del
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envejecimiento mediante accion enzimatica o por hidrolisis acida

1.2.4.2. Aroma de origen pre-fermentativo

Los aldehidos con 6 atomos de carbono (hexanal, (Z2)-3-hexenal, (E) -2-hexenal) y sus
alcoholes correspondientes son los principales responsables de aromas herbaceos y
vegetales constituyentes del aroma prefermentativo de los vinos

. Estos compuestos se
forman durante el periodo de tiempo transcurrido desde la cosecha hasta el comienzo de
la fermentacion alcohdlica del mosto. Los efectos mecanicos del estrujado, prensado y
otros tratamientos prefermentativos implican fendmenos de ruptura a nivel celular. Estas
roturas permiten a determinados sistemas enzimaticos (acil hidrolasa y lipoxigenasa entre
otras) entrar en contacto con los &cidos linoleico y linolénico que
identificaron como precursores de los compuestos C6. La concentracion de estos
compuestos aumenta con la oxigenacion del mosto y con la intensidad del tratamiento

mecanico a que se somete la uva
1.2.4.3. Aroma de origen fermentativo

El aroma de origen fermentativo esta constituido por los compuestos volatiles que se
forman durante la fermentacion alcoholica del mosto. Cuantitativamente, se trata del
grupo de compuestos mas numeroso, aunque se ha indicado que el impacto en el aroma
global de los vinos no es tan acusado . Los principales
constituyentes volatiles de la etapa fermentativa pueden ser clasificados segun su
constitucién quimica en alcoholes, acidos y sus ésteres, compuestos carbonilados,

compuestos azufrados, lactonas y fendles volatiles

e Alcoholes superiores

Los principales alcoholes constituyentes del aroma de fermentacion, denominados
normalmente alcoholes superiores, son los 2 y 3-metil-1-butanol (alcoholes isoamilicos),
el propanol, el 2-metil-1-propanol, butanol, pentanol, 2-feniletanol, 3-metiltio-propanol
(metionol), tirosol y triptofol. Los contenidos medios, que suelen ser del orden de 150-
500 mg/L, se consideran optimos para el aroma de los vinos, aunque determinados autores

han indicado que concentraciones superiores a 300 mg/L pueden ser perjudiciales para la
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calidad aromatica . Su formacion esta
ligada tanto al catabolismo de aminoacidos como al metabolismo de azucares. La
contribucion de cada una de estas rutas de sintesis dependera de la cantidad de azUcares

y de la de aminoacidos asimilables por las levaduras presentes en el medio

e Acidos grasos y sus ésteres

Los &cidos grasos y sus ésteres son, junto con los alcoholes, los principales
responsables del aroma fermentativo. Generalmente, esta familia se compone de acidos
grasos de cadena corta (C2 a C10), de sus éteres etilicos y de los acetatos de alcoholes
superiores. Estos compuestos derivan todos del acil-S-coenzima A, que da lugar a los
acidos grasos por hidrdlisis, o a los ésteres etilicos de acidos grasos

. Las condiciones de fermentacidn ejercen una gran influencia sobre la sintesis de
estos &cidos y ésteres: una baja temperatura, condiciones de anaerobiosis estrictas y una
mayor concentracion de nitrégeno son los factores mas favorables para su formacion.

. Los acidos grasos de hasta 6 atomos de carbono participan en la
acidez volatil del vino, pudiendo ocasionar mermas de la calidad cuando se encuentran
en concentraciones comprendidas entre 0,7-1,0 g/L. El &cido acético representa asi mas
del 95 % de la acidez volatil producida por la levadura, aunque se trata de un compuesto
necesario en el aroma del vino, con unos contenidos 6ptimos comprendidos entre 200 y
700 mg/L . Los acidos grasos mas caracteristicos son los acidos
hexanoico, octandico y decandico, que aportan notas de aromas lacticos en
concentraciones entre 4 y 10 mg/L, aunque en concentraciones muy elevadas (>20 mg/L)
pueden aportar olores desagradables . Ademas, se ha demostrado que,
a medida que aumenta la longitud de su cadena, la volatilidad disminuye, apareciendo

olores rancios

Los ésteres etilicos se forman por la reaccién entre el etanol y los acidos grasos,
mientras que los acetatos son los resultantes de la esterificacion de un alcohol superior
con el acido acético. Los esteres, a excepcion del acetato de etilo, presentan aromas
fundamentalmente frutales. La sintesis de ésteres depende de la necesidad de las levaduras
de formar acidos grasos, que, a su vez, depende de la concentracién de nitrégeno
facilmente asimilable presente en el mosto . Los

principales contribuyentes al aroma de los vinos jovenes son el butirato de etilo,
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hexanoato de etilo, octanoato de etilo, decanoato de etilo, acetato de 3-metilbutilo (acetato

de isoamilo) y el acetato de 2-feniletilo

e Compuestos carbonilados

Los compuestos carbonilados son formados por las levaduras mediante
descarboxilacion de los acidos a-cetdnicos y se encuentran en los vinos en cantidades
muy pequefias. El mas abundante es el acetaldehido, cuya concentracion aumenta en los
vinos oxidados. Otros compuestos de esta familia que pueden influir en el aroma del vino
son la acetoina, diacetilo, acetol, 3-hidroxipentano-2-ona, pentano-2,3-diona y

piruvaldehido
1.2.4.4. Aroma de origen post-fermentativo

Se forma durante la conservacién, crianza y envejecimiento del vino mediante
reacciones quimicas de oxidacion y reduccion
. Estas modificaciones afectan a los compuestos volatiles y van a depender de la
composicion del vino, de su pH, del tiempo de almacenamiento y de la temperatura del
vino . Durante la conservacion del vino
los ésteres sufren reacciones quimicas de hidrélisis y esterificacion. Entre los ésteres, los
acetatos (ésteres de &cido acético y alcoholes superiores) son los mas sensibles al pH. La
pérdida de acetatos a pH bajos implica una pérdida de frescor y afrutado en vinos jovenes.
Por otra parte, durante este periodo los alcoholes superiores evolucionan poco
. El contenido en 2-feniletanol, uno de
los alcoholes superiores que presentan impacto olfativo, disminuye ligeramente, siendo
esta disminucion mayor cuando aumenta la temperatura. El vino puede enriquecerse en
monoterpenos y norisoprenoides, como consecuencia de la hidrolisis acida de las formas
glicosiladas en la uva. Sin embargo, la conservacion en botella provoca una disminucion
de fenoles volatiles (4-vinilfenol y 4-vinilguayacol) disminuyendo el aroma fenolado de

ciertos vinos.
1.2.5. Evolucion de la composicion de la uva durante el proceso de maduracion

La maduracion de la uva es el periodo de 40-50 dias que transcurre desde el envero de

la uvaala madurez . Durante este periodo, los cambios de concentracién
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de los diferentes componentes son relativamente rapidos, por lo que una diferencia de
pocos dias en la fecha de vendimia puede originar diferencias significativas en la
composicion fisico-quimica de las uvas cosechadas Por

tanto, la eleccién del momento de cosecha es un factor critico para la calidad de los vinos.

La velocidad de acumulacién y degradacion de los diferentes metabolitos existentes
en la uva durante el proceso de maduracion y por tanto la cantidad y distribucion final en
el momento de vendimia depende de factores genéticos, edafoclimaticos y, en gran

medida, de las técnicas de cultivo empleadas

Todos estos factores hacen que el proceso de maduracion no sea totalmente homogéneo,

existiendo una gran variabilidad dentro del vifiedo y del propio racimo

1.2.5.1. Evolucion de azlcares y acidos

El término maduracion tecnoldgica se refiere a la evoluciéon de los componentes
mayoritarios de la pulpa (azUcares y éacidos) durante el periodo comprendido entre el

envero y la vendimia.

La acumulacion de los azlcares comienza en el envero como consecuencia de una
movilizacién de las reservas acumuladas en la madera de la planta de vid, y
posteriormente continta por los aportes diarios producidos por la fotosintesis de las hojas,

hasta alcanzar los valores maximos en momentos cercanos a la vendimia

El 4cido tartarico se acumula en la pulpa en fechas proximas al envero. Los descensos
de concentracion observados durante la maduracion se deben, por una parte, a la dilucién
originada por el incremento de volumen de las uvas que ocurre durante este periodo y por
otra, a la salificacion o neutralizacion por parte de los cationes

. La concentracién de acido malico, que alcanza los maximos
niveles en la uva en el envero, se reduce drasticamente durante este periodo, ya que es

utilizado como sustrato en la respiracion celular y para la biosintesis de glucosa.

Por tanto, la madurez tecnoldgica de la baya se evalGa en funcion de su contenido en

azlcares y acidos. Por lo general, se considera que la baya ha alcanzado la madurez
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tecnoldgica (o esta tecnologicamente madura) cuando adquiere el valor deseado por el
viticultor en funcion del vino que desee elaborar. En ocasiones también se contemplan
relaciones entre el contenido de azUcares y acidos para determinar el grado de madurez

tecnoldgica de la uva.
1.2.5.2. Evolucion de compuestos fenélicos

La sintesis y acumulacion de los compuestos fendlicos se produce durante la
maduracion de la uva y depende de factores genéticos (Cravero y Di Stefano, 1990; Di
Stefanoetal., 2002; Nufiez et al., 2004), edafoclimaticos (Yokutsukaet al., 1999; Diaz
Plaza et al., 2000; Vilanova et al., 2015) y culturales (Soto et al., 2010; Kontoudakis
etal., 2011, Gamero, 2015).

La evolucion de la acumulacion de dichos compuestos durante el periodo de
maduracion es diferente en funcién de la clase de compuestos considerada. Entre los
compuestos no flavonoides, los acidos hidroxicinamicos se acumulan en la pulpa a partir
del envero, y posteriormente a medida que avanza el periodo de maduracién su

concentracion disminuye hasta estabilizarse en las uvas maduras (Romeyer et al., 1983).

En lo que respecta a los compuestos flavonoides, los estudios indican que la sintesis
de antocianos se inicia en los antocianoplastos situados en el citoplasma y una vez
formados, migran hacia la vacuola donde se acumulan volviéndola méas pigmentada y
coloreando el hollejo (Pecket et al., 1980). Este proceso, que comienza en el envero,
marca el inicio del periodo de maduracién. Durante éste, los antocianos contintan
acumulandose en las bayas hasta llegar a un méximo que puede producirse en fechas
coincidentes, 0 mas o menos préximas a la vendimia, y tras dicho maximo son
parcialmente degradados (Ojeda et al., 2002; Downey et al., 2004; Adams, 2006).

En cuanto a los flavanoles, existe cierta controversia sobre su evolucion. Segun
Downey et al. (2003) tras el envero, momento en que se alcanza el valor maximo, la
concentracion disminuye hasta el momento de vendimia. Sin embargo, otros estudios
indican fluctuaciones o incluso incrementos durante dicho periodo (Saint-Cricq et al.,
1997; Harbertson et al., 2002; Delgado et al., 2004; Canals et al., 2005; Bordiga et
al., 2011). A este respecto, es preciso recordar la desigual distribucién de estos

compuestos en la baya. En las semillas, la concentracion de mondmeros (catequina y
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epicatequina) y la de los dimeros (procianidinas) es maxima en el envero. Le sigue una
etapa de marcado descenso hasta fechas cercanas a la madurez y tras ese momento,
permanece relativamente constante . El
descenso de concentracion de los mondmeros y dimeros de flavanol, se explica en base a
los fendmenos de oxidacion y de sintesis
de pigmentos polimeros que hace aumentar el grado medio de polimerizacion en las
semillas durante la maduracion

. Asi pues, en general, a partir del envero los contenidos de flavanoles monémeros
y dimeros en las pepitas sufren un progresivo descenso ya que se produce un incremento
de su grado de polimerizacion, y una disminucion de su extractabilidad debido a la
lignificacion de las semillas . Teniendo en cuenta lo anterior, se
puede afirmar que las semillas de las uvas inmaduras suelen liberar mayores cantidades
de proantocianidinas , lo que lleva a obtener

vinos muy amargos y astringentes.

En los hollejos, las procianidinas presentan una evolucion similar a las de las semillas,
su concentracion es maxima en los primeros dias de la maduracion y posteriormente
sucede un descenso progresivo debido a reacciones de
polimerizacion. Consecuentemente, la presencia de flavanoles de mayor grado de
polimerizacion, taninos condensados, en los hollejos aumenta durante la maduracion,
aunque su acumulacién es mas lenta y su maximo se puede alcanzar algunos dias después

que el de los antocianos.

Por lo tanto, en las uvas maduras, la concentracion y extractabilidad de los flavanoles

del hollejo es mas elevada que en las semillas

Finalmente, la sintesis y acumulacion de flavonoles es similar a la de los antocianos,
se produce un incremento rapido a partir del envero y posteriormente su acumulacion se
ralentiza hasta alcanzar los valores maximos y decrecer ligeramente durante las Gltimas

etapas de la madurez

Por otra parte, un aspecto muy importante a considerar durante el proceso de
maduracion es que las paredes celulares se van debilitando a lo largo del periodo de

maduracion, facilitando la extraccion de los compuestos fendlicos
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Venencie et al., 1998).

Es importante que, en el momento de cosecha, la uva tenga una buena y equilibrada
dotacion polifendlica, principalmente cuando se trata de variedades tintas. Por ello, a
finales de los afios 90 se comenzo a utilizar la composicion fendlica de la uva como
criterio de decision de la fecha de vendimia en la vinificacion de variedades tintas,
surgiendo asi el concepto de madurez fendlica (Glories, 1999a; Saint Cricqetal., 1999).
La madurez fendlica abarca no solamente la concentracion de compuestos fenolicos,
principalmente antocianos y taninos, sino también la facilidad con que seran extraidos en
el proceso de vinificacion (Glories, 1999a). Una baya fenolicamente madura posee
niveles adecuados de antocianos y taninos condensados que son facilmente extraibles de
sus hollejos. En la actualidad existen muchas metodologias analiticas para evaluar el

estado de madurez fendlica de las uvas (VVidal-Aragon et al., 2009; Fragoso et al., 2010).

En este trabajo, se ha considerado que las uvas estan fendlicamente maduras en el

momento en que se alcanza el valor maximo del contenido en antocianos.
1.2.5.3. Evolucidn de compuestos aromaticos varietales

La sintesis de compuestos volatiles varietales esta muy influenciada por la variedad,
el terroir y las préacticas agronémicas (Baumes et al., 1986; Reynolds et al., 1994;
Gomez et al., 1995; Ferreira et al., 1996; Ferreira et al., 2000; Vilanova et al., 2007;
Vilanova et al., 2012c; Vilanova et al., 2015; Vilanova et al., 2018; Vilanova et al.,
2019). La distribucion y acumulacion de dichos compuestos en el hollejo y pulpa de la
baya van a depender de la familia quimica y de la forma en la que se encuentren (libre o

ligada).

En la uva, la concentraciébn de monoterpenos aumenta durante el periodo de
maduracion. Las formas libres y ligadas alcanzan los niveles mas elevados cuando la uva
estd madura, permaneciendo constantes hasta fechas posteriores (Coelho et al., 2006).
Boidron et al. (1988) describen unas curvas de evolucion de los terpenos caracteristicas,
divididas en cinco fases, una primera acumulacion rapida, seguida de una ralentizacion e
incluso parada de sintesis, después otra donde se alcanza el maximo aromatico, a la que
le siguen dos etapas de disminucion de la concentracion, una réapida al final de la

maduracion, y una lenta, tipica de la sobremaduracion.
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Hay estudios que demuestran que el maximo de compuestos volatiles varietales en la
uva no coincide con su méximo contenido en azucares . En este
sentido, no observaron una correlacion entre la evolucion de los
compuestos volatiles y la acumulacion de sélidos solubles totales en las variedades
Agudelo, Blanco Lexitimo, Godello y Serradelo. Durante la maduracion, los
monoterpenos de la baya se acumulan tanto en sus formas libres como de precursores,
encontrdndose, normalmente, estos Ultimos en cantidades superiores a sus homologos

libres y a su vez en concentraciones mas elevadas en el hollejo que en la pulpa

Los carotenoides (precursores de los Cis-norisoprenoides) se acumulan durante la
primera etapa de desarrollo de la baya. A partir del envero comienzan a degradarse para
dar lugar a sus formas libres (los norisoprenoides). Para que se produzca este hecho, es

indispensable la intervencion de la radiacion luminica

En general, se asume que el maximo contenido varietal libre se alcanza antes de la
madurez tecnoldgica, al contrario que los precursores del aroma que contindan
acumulandose hasta bien avanzada la maduracion. Asi, segin estudios realizados en
variedades blancas , en el caso de las uvas destinadas a la elaboracion
de vinos jovenes, resulta preferible realizar la vendimia antes de alcanzar la madurez

tecnoldgica, y mas tarde, en el caso de los vinos destinados a crianza.

1.2.5.4. Evolucion de compuestos nitrogenados

A lo largo del proceso de maduracion, la concentracion de nitrégeno inorganico
disminuye ligeramente, transformandose en aminoacidos que a su vez forman
oligopéptidos y proteinas . La mayoria de los trabajos
publicados indican que el contenido total de amino&cidos en las uvas 0 mostos aumenta
desde el envero hasta la vendimia
Esta acumulacion de aminoacidos libres puede explicarse por una desaceleracion del
crecimiento de las bayas y una reduccion en la sintesis de proteinas

Dichos estudios también observaron que la evolucion de los
aminoacidos durante la maduracion de las uvas no era similar en todas las cosechas
estudiadas. estudiaron la evolucion de la concentracion de

aminoéacidos de mostos procedentes de diferentes clones pertenecientes a 10 variedades
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de Vitis vinifera L. durante el ciclo de maduracion de la uva. Por lo general, a medida que
aumentaba la concentracion de sélidos solubles se observd un incremento generalizado
del contenido de los diferentes aminoacidos, aunque en ciertos casos se observo la
tendencia contraria. Dicho estudio establecid ciertas diferencias clonales, por lo que el
estudio de la evolucion de la composicion aminca durante la maduracién también

permitio establecer una clasificacion de las diferentes variedades.

1.3. El clima y la calidad de la uva y el vino

A pesar de que la vid presenta un amplio rango de adaptacion a distintas condiciones
ambientales, este factor ejerce una fuerte influencia sobre la velocidad de sintesis y
acumulacién de practicamente todas las sustancias durante todas las fases de su desarrollo

. Por tanto, puede decirse que el clima donde se ubica el vifiedo es un
factor determinante tanto para la productividad como para las caracteristicas fisico-
quimicas de la uva y por tanto su calidad. han indicado que
aproximadamente el 18 % de los genes en la vid puede verse afectado por las condiciones
ambientales, especialmente las registradas durante el envero. En su estudio comprobaron
que los genes relacionados con los fenilpropanoides, implicados en la formacion de
compuestos aromaticos y polifenoles, se veian fuertemente afectados por las condiciones
climaticas estacionales especificas. La temperatura del aire, las precipitaciones y la
radiacion son los elementos mas importantes del clima que ejercen efecto sobre los

componentes de la uva.
1.3.1. Temperatura

El rango de temperaturas del aire registrado en el vifiedo durante el periodo vegetativo-
productivo de la vid, influye directamente sobre la duracién del ciclo de maduracién de
las uvas y los niveles de azlcar, acidos, precursores aromaticos y sustancias polifendlicas
que presenten en el momento de vendimia . Es importante considerar
que la temperatura de las hojas y de las uvas puede llegar a ser de 1 a 8 °C mas alta que
la temperatura del aire a la que estan expuestas, dependiendo de la hora del dia y de la
orientacion a los rayos solares ( . Ademas, junto con la temperatura del
aire, la diferencia de temperaturas entre el dia y la noche, también es un factor

determinante en la acumulacion de los diferentes componentes de la uva
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Esau, 1968; Kliewer y Torres, 1972; Jackson y Lombard, 1993; Fregoni y Pezzutto,
2000; Tonietto y Carbonneau, 2004).

Las noches frescas, combinadas con temperaturas calidas durante el dia provocan una
reduccion del pH y una mayor proporcion de acido méalico sobre los acidos totales en
comparacion con la de los dias célidos y las noches calidas (Kliewer, 1973). Los estudios
sobre la importancia de la temperatura en el color de las uvas tintas destacan la
importancia de esta diferencia de temperaturas dia-noche en la acumulacion y sintesis de
los compuestos fenolicos (Kliewer, 1977; Jackson y Lombard, 1993; Fregoni, 1999;
Mori et al., 2007; Cohen et al., 2010). La sintesis de antocianos depende de la
temperatura. Se ha demostrado que las elevadas temperaturas pueden inhibir su sintesis y
acumulacién (Downey et al., 2006; Tarara et al., 2008). La sintesis de flavanoles
presenta una relacion directa con la temperatura, aumentado en los climas mas calidos
(Pastor Del Rio y Kennedy, 2006; Mira de Ordufia, 2010).

En lo que se refiere a los aromas, Duchéne y Schneider (2005) comprobaron que la
concentracion presente en los vinos blancos se vio favorecida en los elaborados a partir
de vifiedos situados en zonas de climas frios, pues las temperaturas mas bajas

incrementaban la sintesis de isoprenoides y pirazinas.

En el actual escenario del cambio climético las temperaturas durante la maduracién
son excesivas, lo que provoca que las uvas acumulen azlcares con gran velocidad y se
incremente rapidamente el valor del pH, obteniéndose uvas con una concentracién de
azlcares muy elevada (Jones et al., 2005). Dichas circunstancias provocan una reduccién
del periodo comprendido entre el envero y la madurez tecnoldgica, cosechandose uvas
fendlicamente inmaduras, de las que se obtienen vinos desequilibrados. Por tanto, el
empleo de técnicas viticolas que consigan sincronizar la madurez tecnoldgica con la

madurez fendlica es uno de los retos de la viticultura actual.
1.3.2. Precipitaciones

La planta de la vid presenta una tolerancia a la sequia relativamente alta (McKersie vy
Leshem, 1994; Grimplet et al., 2007). Una vez establecidas en un suelo profundo, con
caracteristicas adecuadas de retencion de agua, las vides producen sistemas radiculares

de varios metros de profundidad que les permiten sobrevivir a graves déficits de agua.
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Estudios realizados por diferentes autores, realizados, tanto en zonas de climatologia fria
(Alemania, Suiza, Francia, Inglaterra y Washington (EEUU)), como de climatologia
calida (Australia, Sudafrica y California (EEUU)) y en distintas variedades, han
determinado que las precipitaciones abundantes retrasan el proceso de maduracién
. Los trabajos
efectuados en el norte de Europa han determinado una correlacién negativa entre los ratios
de crecimiento y desarrollo de las uvas y las precipitaciones durante las diferentes etapas
del desarrollo de las bayas (etapa | o fase inicial de crecimiento rapido, etapa Il o fase de
latencia y etapa Il o fase final de crecimiento)
. Como consecuencia de todo lo anterior, la mayoria de los vinos de calidad se
producen en zonas con precipitaciones anuales inferiores a 700 o 800 mm

Se ha demostrado que el volumen anual de precipitaciones afecta a la dotacion
polifendlica de la uva, resultando menor en afios muy lluviosos. Durante muchos afos se
pensé que este hecho era probablemente debido a que, en esos afios, por lo general, la
baya alcanza un mayor tamafio y en consecuencia el valor de la relacion hollejo/pulpa es
menor . Sin embargo, los ultimos
estudios llevados a cabo por el grupo de indican que el estado

hidrico de la cepa influye en la expresion génica que regula la sintesis polifendlica.

También la composicion aromatica de las uvas se ve afectada por la disponibilidad de
agua. En general un déficit hidrico en la vid altera la concentracion en carotenoides y
norisoprenoides . Se ha observado que, el déficit hidrico incrementa
los niveles de carotenoides y compuestos Ciz-norisoprenoides en las uvas, aunque el
efecto depende del norisoprenoide medido

. En un estudio realizado en California y Nevada (EEUU) con los cv.
Cabernet Sauvignon y Chardonnay, observaron que un déficit hidrico
tenia un impacto significativo sobre el metabolismo de fenilpropanoides, isoprenoides,
carotenoides y &cidos grasos en las bayas, aumentado la concentracion de compuestos

volatiles de las mismas.

Por otra parte, se ha comprobado que la incidencia del estrés hidrico de las cepas sobre
la composicion de las bayas depende en gran medida del estado fenoldgico en que se

produzca, de la severidad y de la duracion de dicho estrés
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. Los estudios han mostrado la importancia del momento en el que se produce el
estrés hidrico y su incidencia sobre la composicion fendlica, aminoacidica y aromatica de
las uvas en el momento de vendimia

. Se ha observado que el momento mas critico es
durante o justo despues de la floracion. Las precipitaciones de invierno no ejercen una
influencia directa sobre las cepas, ya que el agua retenida por el suelo constituye una
reserva que se utilizara para alimentar sus raices, por lo que se produce un efecto a largo
plazo sobre la fisiologia de la vid, mientras que las lluvias de verano, siempre que no sean
excesivas, permiten un buen desarrollo del aparato vegetativo y tienen un efecto favorable

sobre el tamafo de las uvas

1.3.3. Radiacién

El minimo anual de horas de insolacion necesarios para el cultivo de la vid se encuentra
entre las 1500-1600 horas, de las cuales, aproximadamente 1200 deben recibirse durante

el periodo vegetativo

La luz también incide sobre el desarrollo y la composicion final de la uva. Se ha
observado que las uvas del cv. Cabernet Sauvignon més expuestos al sol acortaron su
ciclo de maduracién y mostraron contenidos superiores de los &cidos tartarico, malico y
de azUcares que los procedentes de las bayas sombreadas

. Ademas, este factor también afecta a la concentracion de

determinados aminoacidos, compuestos volatiles y sustancias fenolicas de las uvas

Historicamente la radiacion UV-B se ha considerado como un factor de estrés
medioambiental con efectos negativos sobre las plantas . Sin
embargo, se han observado efectos positivos en la sintesis de metabolitos primarios y
secundarios de las uvas ademas de reducir el crecimiento vegetativo, asi como la
incidencia de patégenos en las cepas . En un estudio desarrollado
en Nueva Zelanda en el cv. Sauvignon Blanc, en el que se combino la técnica del
deshojado precoz con el empleo de peliculas plasticas con diferentes filtros UV,

observaron que los compuestos fenolicos totales aumentaban
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sustancialmente en respuesta a la exposicién a los rayos UV-B, y comprobaron que esta
radiacion modificaba el perfil cuantitativo y cualitativo de los flavonoles de los hollejos.
La abundancia relativa de flavonoles monosustituidos aumenté proporcionalmente a las
dosis UV-B acumuladas y las formas trisustituidas, que eran las predominantes en las
bayas no expuestas, fueron menos abundantes a medida que aumentaba la exposicion a
los rayos UV-B. En lo que respecta a los antocianos, en un ensayo realizado bajo
condiciones de radiacion controlada con cepas del cv. Tempranillo

, observaron un incremento de la concentracion de antocianos extraibles del
mosto y de la intensidad de color de los vinos resultantes, principalmente en los
tratamientos en los cuales las cepas fueron expuestas a dicha radiacion a partir del

cuajado.

Apenas existen referencias sobre el efecto de la radiacion sobre el perfil de
aminoacidos de las uvas. En lo que respecta a la incidencia de la radiacion UV-B sobre
el metabolismo de los de amino&cidos, , observaron que la radiacion
UV-B apenas incidia sobre la concentracién de la mayoria de los aminoacidos analizados.
Sin embargo, posteriormente, mostraron gue, aunque el
contenido total de aminoéacidos libres no se vié afectado por la radiacion, si se observaron
un aumento de los niveles de a&cido gamma aminobutirico, y una disminucién de treonina,
isoleucina, metionina, serinay glicina en el mosto de las uvas expuestas a dicha radiacion.
El reciente estudio de efectuado en Burdeos (Francia) con las
variedades Gamay Noir y Gamay Fréaux concluy6 que el sombreado del racimo redujo
significativamente la mayoria de los aminodcidos analizados, a excepcion del &cido
gamma aminobutirico y de la fenilalanina y, por tanto, modificé significativamente el
perfil aminoacidico. Segun estos autores, la magnitud del efecto dependié de la variedad
y del tejido de la uva analizado, observandose una mayor disminucion en los aminoacidos

del hollejo que en los de la pulpa.

Los niveles de numerosos compuestos aromaticos de la uva también estan
influenciados por la exposicion a la luz. La exposicion de los racimos a la luz solar antes
del envero favorece la sintesis de carotenoides en las uvas y la
acumulacién de norisoprenoides y monoterpenos, tanto libres como glicosilados, en
vendimia

. En un trabajo realizado en Aude (Francia) en la cv
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Shiraz, observaron que las bayas de las vides expuestas al sol
presentaban un mayor contenido de fenoles volatiles, compuestos terpénicos y Cis-
norisoprenoides en comparacion con las bayas procedentes de las vides sombreadas. Por
otra parte, se ha observado que la exposicion a la luz reduce la concentracion de
metoxipirazinas, aunque el momento de la exposicién a la luz (antes o después del envero)

influye en los niveles dichos compuestos en vendimia

1.3.4. El clima de Extremadura

El clima de Extremadura, regién situada en el extremo sur del continente europeo y
separada del Atlantico por Portugal, esta influenciado por las caracteristicas térmicas y
dinamicas de las masas de aire procedentes del Océano Atlantico. Por ello su clima es del
tipo mediterraneo con influencia subtropical. De manera general, presenta un régimen
térmico anual templado, con temperaturas medias en torno a los 16 °C, y un gradiente
térmico que aumenta desde los 12 °C de media anual, que se observa en las altas sierras
del norte, hasta los 18 °C del sector centro y sur de la region. Debido a las elevadas
temperaturas y a la fuerte insolacion registradas su mayor parte, la evapotranspiracion
constituye un factor determinante del alto déficit hidrico global de la region extremefia.
Los meses estivales son muy calurosos y secos, los inviernos suaves, y la amplitud
térmica presenta ciertos rasgos de continentalidad. Es de destacar en algunos sectores una
insolacién muy elevada, que ronda las 2.500 horas de sol anuales, o incluso las supera en
los afios mas secos . De manera global,
puede estimarse una precipitacion media anual de 615 mm, oscilando entre los 350 mm
y los mas de 1000 mm de los sectores himedos localizados a mayor altitud y orientados

a barlovento.
1.4. Técnicas de control de la produccion del vifiedo

Las técnicas para reducir y controlar el rendimiento de las cepas se emplean desde la
antigliedad, pues siempre se han asociado las uvas y los vinos de mejor calidad a los
vifiedos de bajo rendimiento productivo. Ademas, son numerosos los estudios que
muestran como la maduracion de la uva y su composicion en vendimia estan muy

influenciados por el tipo de préacticas culturales llevadas a cabo en el vifiedo
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Clingeleffer, 2006; Valdés et al., 2009; Diago et al., 2012b; Lee y Skinkis, 2013;
Gamero, 2015; Talaverano, 2017).

Las técnicas viticolas mas comdnmente utilizadas para el control del rendimiento son

la poda, el despampanado, el aclareo de racimos y el deshojado.

La poda de invierno se ha utilizado desde los comienzos de la viticultura como método
de control de la produccion de la uva para equilibrar el rendimiento del vifiedo con el
potencial del medio viticola (Hidalgo, 2003). Sin embargo, una poda excesiva, que
suprima un gran namero de yemas, puede ocasionar una mayor fertilidad de aquellas que
se han mantenido en la cepa, con el consiguiente desarrollo de las yemas ciegas. Esto
produce un aumento del crecimiento vegetativo, con los efectos negativos sobre la calidad

de la uva que este hecho conlleva (Chapman et al., 2004; Poni et al., 2004).

El despampanado, consiste en la supresion de pampanos fructiferos de la cepa con el
objetivo por un lado de reducir la produccién y por otro, de disminuir la densidad de la
cubierta vegetal con la consiguiente mejora del microclima del dosel vegetal. Esta
préctica se suele aplicar en un estadio temprano del crecimiento (pampanos con 15-25 cm
de longitud) (Pool et al., 1978; Reynolds et al., 2005). Las investigaciones muestran que
esta técnica tiene un marcado efecto sobre la concentracién de azlcar, acidez y
compuestos fendlicos (Reynolds et al., 2005; Sunetal., 2011; Sunetal., 2012). Debido
al alto coste en mano de obra que implica su ejecucién, en la actualidad se han ideado

sistemas que permiten la mecanizacion de esta técnica (Morris y Oldridge, 2002).

El aclareo manual de racimos se aplica para ajustar el exceso de carga que se dejo en
la poda y con ello equilibrar la cantidad de uva con la superficie foliar. Su efecto depende
de la época y del nivel de intensidad con el que se aplique. En diferentes variedades de
vid, se ha demostrado que mediante esta técnica es posible incrementar el contenido en
azucares, polifenoles y compuestos responsables del aroma de las bayas (Garcia-
Escudero et al., 1995; Guidoni et al., 2002; Hidalgo, 2003; Tardaguila et al., 2005;
Reynolds et al., 2007; Gamero et al., 2014; Talaverano et al., 2016). Como variante al
aclareo manual, el aclareo quimico consiste en la aplicacion de determinadas hormonas
(giberelinas y etileno principalmente) al vifiedo. Los resultados obtenidos con la
aplicacion de esta técnica son heterogeneos y varian en funcion de la variedad y de las
dosis del tratamiento aplicado (May, 2004; Avizcuri-Inac et al., 2013). Weaver (1960)
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observo efectos acumulativos de reduccidon del vigor y fertilidad en camparias posteriores

a la aplicacion del tratamiento quimico.

El deshojado clasico o tradicional, consiste en la supresion parcial de las hojas
basales de los pAmpanos y se ha empleado para incrementar la aireacion y la exposicion
de los racimos a la radiacion solar, y asi mejorar la calidad de las uvas (Dokoozlian vy
Kliewer, 1996; Haselgrove et al., 2000; Bergqvist et al., 2001), facilitar el control de
enfermedades criptogamicas (Bledsoe et al., 1988; Smart, 1985; Smart y Robinson,
1991; Percival et al., 1994; Reynolds et al., 1996; Petrie et al., 2000) e incrementar la
eficacia de los tratamientos fitosanitarios (Gubler et al., 1991). Tradicionalmente, el
deshojado se realiza tras el momento fenoldgico del cuajado o del envero, cuando el
impacto sobre el rendimiento es menor (Intrigliolo v Lakso, 2009) y el tamafio potencial
de la baya ya esta establecido (Ojeda et al., 2001). Frente a este deshojado clasico, surge
el deshojado precoz que consiste en la eliminacion de hojas basales en la época de
floracion (Poni et al., 2005; Poni et al., 2006). Mediante la supresion de estas hojas, se
pretende eliminar o al menos disminuir la principal fuente de nutrientes que garanticen el

cuajado (Quinlany Weaver, 1970).

1.5. Efecto del deshojado precoz sobre la produccion y la composicion

de la uva y vino

Los trabajos que analizan el efecto de la aplicacién del deshojado precoz, realizados
principalmente en climas relativamente frios y hiumedos y en variedades de excesivo
vigor, muestran una disminucién de la tasa de cuajado, con la consiguiente disminucion
de la compacidad del racimo y del rendimiento, traducido en una mejora de la calidad de
la cosecha (Poni et al., 2006; Intrieri et al., 2008; Diago et al., 2010; Poni y Bernizzoni,
2010; Sabbatini y Howell, 2010; Diago et al., 2012a; Diago et al., 2012b; Otero, 2015).
Por otra parte, diversos trabajos revelan que el efecto de esta técnica depende de multiples
factores como el cultivar (Lee v Skinkis, 2013), el momento de aplicacion (Intrieri et
al., 2008; Gatti et al., 2012; Poni et al., 2013; Sternad Lemut et al., 2013) e intensidad
con la que se efectle (Riscoetal., 2014). De manera general, una mayor intensidad tendra

mayores efectos sobre la planta y las caracteristicas de la vendimia obtenida.

Otra consecuencia del deshojado precoz es un aumento de la porosidad de la

vegetacion y la inmediata modificacion del area foliar de la cepa. A este respecto hay que
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tener en cuenta que dependiendo de la intensidad con que se lleve a cabo el deshojado y
de las caracteristicas meteoroldgicas del afio,el area foliar de las cepas deshojadas puede
Ilegar a igualarse al de las cepas control (no deshojadas) a lo largo del ciclo de la vid. Por
otra parte hay que considerar que varios trabajos han demostrado que las practicas
empleadas para la modificacion del dosel vegetal provocan un aumento de la exposicién
de los racimos a la luz, ejerciendo una influencia importante sobre la acumulacién de

metabolitos secundarios, como son los compuestos fendlicos y los aromaticos

Como consecuencia de la disminucion de la compacidad del racimo y del aumento de
la porosidad del dosel vegetal se produce una modificacion del microclima del racimo,

mejorando su aireacion y su estado sanitario

En un estudio realizado en cultivares altamente productivos (Sangiovese y Trebbiano)
desarrollado en Piacenza (ltalia), observaron en las uvas procedentes
de cepas del cv. Sangiovese a las que se aplic6 un deshojado precoz, aumentos en el
contenido en solidos solubles totales y una mayor acidez total, y en las procedentes del
cv. Trebbiano, incrementos del &cido tartarico y disminucion del &cido malico. Al aplicar
esta técnica en las variedades Graciano y Carifiena en La Rioja, :
no observaron un efecto significativo del deshojado precoz sobre el contenido en sélidos
solubles totales frente a las uvas de las cepas control. Sin embargo, si observaron una

disminucion en el contenido en &cido malico en las cepas deshojadas vs control.

En el caso de los compuestos fendlicos, y debido a que las diferentes familias se
sintetizan en distintas etapas de desarrollo de la baya, el momento de aplicacion del
deshojado incide de manera diferente en la sintesis de dichos compuestos

. En su estudio, mostraron que el deshojado
realizado en prefloracion aumentaba el contenido de fenoles totales y de antocianos del
cv. Sangiovese. Respecto a los flavonoles, observaron, en
uvas Pinot Noir procedentes de cepas deshojadas en prefloracion cultivadas en Eslovenia,
un incremento de la concentracion de estos compuestos durante los primeros estadios del
ciclo de maduracion y una disminucion en el momento de vendimia. En la variedad
Tempranillo cultivada en La Rioja, se observé que, en las uvas vendimiadas, la
concentracion de flavonoles se incrementaba en la baya cuando se aplicaba el deshojado

precoz
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El efecto positivo del deshojado precoz sobre la composicion volatil de uvas y vinos
ha sido mostrado por diferentes investigadores
. En un trabajo desarrollado en la Rioja con
el cultivar Tempranillo, observaron que el deshojado precoz
inducia una reduccion significativa de los compuestos C6 y un incremento de las
concentraciones de acetatos en los vinos, mientras que, de manera general, la
concentracion total de alcoholes, ésteres, acidos volatiles y terpenos no se vio afectada.
El octanoato de etilo, el acetato de 2-feniletilo, el acetato de isoamilo y el acido
hexandico, principalmente descriptores de olores frutales y florales, mostraron niveles
mas altos en los vinos procedentes de cepas deshojadas en comparacion con los de cepas
control. Un estudio reciente llevado a cabo en lItalia, mostré que el deshojado precoz
efectuado en el cv. Semillon ejercia un efecto significativo sobre los precursores
aromaticos glicosilados, en particular los terpenoles y los norisoprenoides glicésidos, que
incrementaban su concentracién en uvas procedentes de cepas sometidas a un deshojado
precoz, hecho que se vio reflejado en una mayor intensidad de notas afrutadas en los vinos

de los tratamientos deshojados frente al control

Una ventaja muy importante de esta técnica es que puede ser mecanizada, hecho que
ha sido objeto de investigaciones ya que pueden verse reducidos, tanto la mano de obra

como los costes de produccién

1.6. La variedad Tempranillo

Posiblemente, la referencia més antigua sobre el cv. Tempranillo (Vitis vinifera L.) sea
la del libro de Alexandre (Poema de Alejandro Magno, Mester de Clerecia, siglo XIII).
Posteriormente, en “El Libro del Viticultor” de Abela y Sainz de Andino del 1885, ya se
recogen las variedades denominadas Temprana Blanca, Temprana Negra, Tempranilla,

Tempranillo Blanco, Tempranillo de Peralta o de Rioja y Temprano entre otras.

En cuanto a su origen, manifiesta que se trata de una
variedad cuyo origen puede ser la zona del Ebro (Rioja y Aragon). la
considera una variedad de maduracion temprana, cultivada desde tiempos muy antiguos
en La Rioja, admitiendo que probablemente es propia y peculiar de esta zona. Este autor

plantea la posibilidad de su origen en la Borgofia, por la similitud con el periodo
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vegetativo de la Pinot Noir y aunque légicamente sean distintas, su dispersion pudo

realizarse a través de la ruta jacobea por los monjes de Cluny y Citeaux.

En la peninsula ibérica posee un numero elevado de sinonimias: Tempranillo de Rioja,
Aragonés, Cencibel (La Mancha), Chinchillana, Escobera, Tinta de Madrid (Madrid),
Tinta de Toro (Zamora), Tinta del Pais (D.O. Ribera del Duero), Tinta Fina, Tinta Roriz
(Portugal), Tinto Aragonés (Aragon) y Ull de Llebre (Catalufia)

Actualmente, es uno de los cultivares més extendidos en Espafa, con cerca del 21 %
de la superficie total del vifiedo espafiol, s6lo superada por Airén (23 %)

. Esta variedad, que esta presente en 28 de las 54 D.O. y en 27 de las 49 comarcas
productoras de Vino de la Tierra, puede considerarse la variedad tinta méas representativa
de Espafia. En Extremadura, supone alrededor del 86 % del total de la superficie cultivada
con variedades tintas . También se cultiva en otros paises como por

ejemplo Portugal, Francia, Argentina y Estados Unidos.

En su tratado de viticultura, la definen como una variedad
vigorosa, que se adapta a todo tipo de suelos, poco sensible a las heladas primaverales y
los &caros y en cambio muy sensible a los vientos calidos de primavera, al oidio y al
mildiu. Debido a su amplia distribucion en Espafa, es cultivada en zonas de
caracteristicas edafoldgicas y climaticas son muy diferentes. Este hecho induce
variaciones significativas del desarrollo de su ciclo fisiol6gico, que se correlacionan con
las diferencias en la duracién del ciclo de maduracion y, posteriormente, en la fecha de la

vendimia.

Cuando investigadores de diferentes zonas viticolas espafiolas analizaron la incidencia
de las caracteristicas edafoclimatoldgicas de esas zonas sobre sobre el ciclo vegetativo de
las cepas y la composicidn de las uvas en vendimia de esta variedad, observaron la gran
incidencia de los factores climaticos en las fechas en las que ocurren los momentos mas
representativos del ciclo, pudiendo existir incluso retrasos de mas de dos semanas en la
fecha de maduracion entre los diferentes vifiedos procedentes de los diferentes terroirs, y
en las uvas maduras se encontrd una alta y significativa correlacion entre el indice

heliotérmico y la acidez, pero no con los niveles de azucar
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Las uvas de esta variedad se caracterizan por presentar un elevado pH, superior muchas
veces a 3,5 debido principalmente,
entre otros factores, a su alta capacidad de absorcidn de potasio

El perfil fendlico de la variedad Tempranillo ha sido muy estudiado

. En
su trabajo, , al analizar las uvas de esta variedad procedentes de
cepas cultivadas en un clima semiarido (Jerez de la Frontera), hallaron que los glucésidos
de malvidina y miricetina, la catequina y el &cido caftarico, fueron los compuestos
fendlicos mayoritarios. Resultados similares hallo en uvas
procedentes de cepas regadas en Extremadura, aunque en este caso el &cido cumarico fue

el acido fenolico méas abundante. En lo que respecta al color, los estudios de
mostraron que la intensidad del color de
los vinos de esta variedad viene determinada principalmente por las concentraciones de

compuestos de delfinidina y petunidina, hallazgos que fueron confirmados por

En relacion a la composicion nitrogenada, observaron
que la prolina, arginina, histidina y glutamina representaban aproximadamente el 70 %
del total de aminoacidos libres hallados en las uvas Tempranillo procedentes de cepas
cultivadas en Somontano (Aragdn, Espafia), en tanto que las menores concentraciones
correspondian a la glicina, isoleucina, fenilalanina y lisina. Este perfil aminoacidico ha
sido confirmado por estudios realizados en La Rioja

y en Extremadura
. Ademas, en todas estas investigaciones se ha mostrado que, aunque las
concentraciones de los aminoacidos individuales varian de una campafa a otra, el perfil

permanece constante.

La relacion entre los aminoacidos arginina y prolina resulta interesante, ya que el
primero es un aminoacido que contribuye en un elevado porcentaje al YAN, en tanto que
el sequndo no es asimilable por las levaduras. A este respecto, en el estudio anteriormente
citado hallaron que el valor de arginina era mas alto que
el de la prolina, hecho que concuerda con los resultados obtenidos por

. En consecuencia, el ratio prolina/arginina tiene, por lo general, valores inferiores

a 1. Este hecho puede considerarse una caracteristica peculiar de esta variedad, ya que
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este resultado solamente se halla de forma ocasional en la variedad Pinot Noir.

Respecto a la composicion volatil de los vinos de la variedad Tempranillo, los estudios
realizados por y Ilevados a cabo en La
Rioja y Extremadura respectivamente, hallaron como familia mayoritaria a la formada
por los alcoholes superiores (92,4 %, principalmente 2-+3-metil-1-butanol), seguida de
los ésteres etilicos (3,6 %, principalmente lactato de etilo y succinato de etilo en Rioja y
Extremadura respectivamente), compuestos Cs (2,4 %, principalmente 1-Hexanol),
acetatos (1,2 %, principalmente 2-fenil-acetato y acetato de isoamilo en Rioja y
Extremadura respectivamente), acidos volatiles (0,3 %, principalmente los &cidos
hexandico y butanodioico en Rioja y Extremadura respectivamente) y en Gltimo lugar por
los terpenos (0,02 %, principalmente linalol). En un estudio sobre la composicion volatil
de vinos monovarietales pocedentes de diferentes variedades cultivada en zonas del
noreste de Espafia (Valle del Ebro) observaron que los vinos
Tempranillo presentaban un mayor contenido de eugenol, guayacol, acetato de isoamilo
y B-feniletil acetato y menores concentraciones de 2,3-butanodiona, linalol, acido
isovalérico, isobutanol, alcohol isoamilico, B-feniletanol y metionol en comparacion con
los elaborados a partir de Garnacha, Cabernet Sauvignon y Merlot. Estudios similares
Ilevado a cabo por , en el noroeste de Espafia, mostraron que los
vinos Tempranillo poseian mayores concentraciones de (Z)-3 hexen-1-ol y acetato de
isoamilo que los vinos de Merlot, Cabernet Sauvignon y Pinot Noir elaborados en la

misma region.

A nivel sensorial, los vinos de esta variedad se han descrito como vinos con una alta
intensidad aromatica, en la destacan los descriptores “bayas rojas”, “bayas negras” y
“floral” como los principales atributos aromaticos, mientras que, en la fase gustativa,
“alcohodlico” y “herbaceo” fueron los descriptores mas importantes
En su estudio, definio los vinos monovarietales del cv. Tempranillo de
Extremadura, como vinos con alta intensidad de color y con tonos cereza, violeta, aromas
con matices a frutos rojos, herbaceo, floral, regaliz, lactico y buena persistencia, y a nivel
gustativo los definié como vinos tanicos, con estructura, alcohdlicos, con acidez, tonos
amargos, vinos equilibrados y persistentes. En un estudio posterior,

observaron que los valores actividad odorifera (VAQO) maés elevados correspondian
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al hexanoato de etilo, acetato de isoamilo y octanoato de etilo, siempre por encima de los

umbrales de percepcion.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo general

Estudiar el efecto del deshojado precoz sobre el comportamiento agronomico, la
composicion de la uva y del vino de la variedad Tempranillo (Vitis vinifera L.) cultivada

en Extremadura.
2.2. Objetivos especificos

a) Determinar las caracteristicas microclimaticas del vifiedo experimental de la variedad

Tempranillo perteneciente al CICYTEX.

b) Estudiar el efecto del deshojado precoz sobre el desarrollo vegetativo y los

componentes de la produccion de las cepas del cv. Tempranillo.

c) Examinar la incidencia del deshojado precoz sobre la evolucién de la composicién
fisico-quimica de las uvas del cv. Tempranillo durante el periodo de maduracion y en

vendimia.

d) Evaluar el efecto del deshojado precoz sobre los pardmetros enoldgicos generales, la
composicion aminoacidica de las uvas y el perfil fenolico de los hollejos del cv

Tempranillo vendimiadas con similar contenido en solidos solubles totales (°Brix).

e) Estudiar la influencia del deshojado precoz sobre los parametros enoldgicos generales,
la composicion fendlica, las caracteristicas cromaticas y el perfil aromatico de los vinos

del cv Tempranillo.

g) Analizar el efecto del deshojado precoz sobre las caracteristicas sensoriales de los vinos

del cv. Tempranillo.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Viiiedo experimental. Caracteristicas edafoclimaticas

3.1.1. Localizacion y temporalidad del ensayo. Material vegetal

El ensayo se llevd a cabo en un vifiedo experimental situado en Guadajira (Badajoz),
(38°51"N; 6°40°W; altitud 198 m) y se desarrollé durante los afios 2009-2011. La parcela
tiene una dimension de 1,8 ha y pertenece al Instituto de Investigaciones Agrarias Finca
La Orden-Valdesequera, del Centro de Investigaciones Cientificas y Tecnoldgicas de
Extremadura (CICYTEX), propiedad de la Junta de Extremadura.

Las cepas del cv. Tempranillo (Vitis vinifera L.) clon RJ-43, se plantaron en el afio
2001 sobre portainjertos Richter 110/151, con un marco de plantacion de 1,20 m entre
cepas y 2,50 m entre filas lo que supone una densidad de 3.333 cepas/ha. El sistema de
formacion es en espaldera, en corddn bilateral, con una altura de tronco de 60 cm y
posicionamiento vertical de los brotes (VSP). La altura del sistema de conduccién es de
1,5m y la orientacion de las filas es noroeste-sureste. El sistema de poda de fructificacion
fue de 12 yemas totales por cepa distribuidas en 6 pulgares por cepa (3 hacia cada lado)

y dos yemas por pulgar.

En las 3 campafias de estudio (2009-2011), se realizd el manejo de la vegetacion
(despioje, guiado y despunte de los paAmpanos), acondicionamiento del suelo, control de
malas hierbas (pases de cultivador, rodo y aplicacién de herbicida) de acuerdo a los usos
habituales de la zona. También se efectud el control de plagas y enfermedades necesarios
mediante la aplicacion de los fitosanitarios correspondientes segin las recomendaciones

de las casas suministradoras.

La determinacion del estado fenologico se efectué semanalmente segin la
metodologia descrita por , visualizando el estado méas y menos avanzado,
y el mas representativo (en el que se encontraban al menos el 50 % de las cepas

controladas) de cada una de las parcelas elementales estudiadas.

La Tabla 3.1 muestra las fechas en las que se alcanzaron los principales estados

fenoldgicos en las 3 campafias de estudio.
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Tabla 3.1. Estados fenoldgicos expresados en dias del calendario juliano (dia del afio, DDA).

Afio Brotacion Floracion Cuajado Envero Caida de hoja
2009 79 134 146 196 329
2010 85 137 152 200 325
2011 83 129 136 192 329

3.1.2. Caracterizacion meteorolégica

La caracterizacion del meteoroldgica durante los afios 2009, 2010 y 2011 se ha llevado
a cabo a partir de los datos meteoroldgicos recogidos por la estacién agroclimatica
(CR10X datalogger; Campbell Scientific, Shepshed, Reino Unido) integrada dentro de la
Red de Asesoramiento al Regante de Extremadura (REDAREX), ubicada en el vifiedo

experimental.

Los datos registrados de temperatura y precipitaciones se muestran en la Figura 3.1.
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Figura 3.1. Datos pluviométricos y termométricos (maximos, medios y minimos) resgistrados

en la estacion meteorolégica situada en el vifiedo experimental durante los afios 2009-2011.

En la Tabla 3.2 se muestran los datos meteoroldgicos medios del ciclo vegetativo-
productivo de las cepas (V-P; 1 de abril al 30 de septiembre), los datos medios anuales
de los 3 afios que abarca el estudio (2009-2011), y los datos medios registrados por la

estacion agroclimatica durante el periodo (2004-2011).
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Tabla 3.2. Datos climaticos registrados en el vifiedo experimental del cv. Tempranillo correspondientes al periodo vegetativo-productivo (V-P, abril a septiembre) y anuales
durante los afios 2009-2011. Datos climaticos del periodo 2004-2011.

Periodo vegetativo-productivo (V-P)

Ao Parédmetro : : : : Vel ireele Valor medio Anual
Abril  Mayo  Junio  Julio  Agosto Septiembre V-P
T2 Maxima (°C) 20,5 27,1 30,5 32,3 34,0 29,2 28,9 23,6
T2 Media (°C) 13,5 19,4 23,2 23,8 25,4 219 21,2 16,6
2009 T Minima (°C) 6,7 11,1 15,6 14,8 16,5 14,9 13,3 9,8
Precipitaciones (mm) 35,8 21,0 23,4 10,6 4,2 6,8 101,8 5154
ITE (°C) 107,3 282,1 391,8 419,8 474,2 362,4 2037,5 2456,2
T2 Maxima (°C) 22,2 24,4 29,8 35,0 34,8 29,5 29,3 22,7
T2 Media (°C) 15,9 17,6 22,1 26,2 26,3 21,8 21,6 16,3
2010 T2 Minima (°C) 9,7 10,6 14,3 17,1 17,2 14,3 13,9 10,2
Precipitaciones (mm) 45,6 37,4 33,4 0,2 1,2 5,2 123,0 739,8
ITE (°C) 179,9 233,0 361,3 497,5 496,5 358,0 2126,0 2308,3
T2 Méaxima (°C) 24,3 27,2 30,4 32,5 32,2 30,2 29,5 23,5
T? Media (°C) 17,5 20,5 22,5 23,9 23,9 21,3 21,6 16,4
2011 T2 Minima (°C) 10,5 14,0 14,2 15,1 16,2 13,1 13,9 9,9
Precipitaciones (mm) 58,0 57,2 7,0 0,0 16,2 12,0 150,4 400,4
ITE (°C) 222,2 328,7 369,3 428,2 440,7 348,1 2137,1 2456,3
T2 Méaxima (°C) 22,2 26,0 30,3 33,3 33,5 29,5 29,1 23,3
T2 Media (°C) 15,5 19,0 22,6 2477 25,0 21,6 21,4 16,4
2004-2011 T2 Minima (°C) 8,9 11,8 14,7 15,8 16,4 14,1 13,6 9,8
Precipitaciones (mm) 47,2 41,3 19,4 9,0 11,4 18,0 146,2 540,6
ITE (°C) 166,8 276,3 3754  450,3 462,9 353,6 2085,4 2351,3

ITE: Integral térmica eficaz (acumulacion de grados dia en base 10 °C).
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Para efectuar la caracterizacion climatica del vifiedo se calcularon los siguientes

indices climaticos viticolas:

e Integral térmica eficaz (ITE) o grados dia acumulados (GDD)

« Indice heliotérmico (HI)
« Indice de frescor nocturno (Cl)
« Indice de sequia (DI)

La ITE proporciona la acumulacion de calor y se emplea para describir la idoneidad
del crecimiento de los cultivos en diferentes climas. Se calcula como la suma de las
temperaturas medias superiores a 10 °C durante el periodo vegetativo-productivo de la

vid (01 de abril-30 de septiembre) segun la Ecuacion 1.

Ecuacion 1. Integral térmica eficaz (ITE, °C).
30.09

ITE:Z (Ta— 10)

01.04

Ta Temperaturas medias diarias

El HI, que se calcula segun la Ecuacion 2, da informacion sobre el grado del potencial

heliotermal
Ecuacion 2. indice heliotérmico (HI).

W[ [T -10) + (Tx-10)]

HI= ) >

01.04

T: Temperatura media diaria.
Tx: Temperatura maxima diaria.
d: Coeficiente dependiente de la latitud; en este caso, su valor es 1 pues la latitud donde se encuentra el

vifiedo experimental es menor a 40 °.

El indice CI se corresponde con la temperatura minima media registrada durante el

mes previo al que se produce la maduracion de la uva (agosto en el vifiedo experimental
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en estudio). Este indice, combinado con HI, facilita una buena discriminacion del clima
de la zona, tanto de las condiciones heliotérmicas globales durante el ciclo vegetativo de

la uva, como del frescor nocturno durante el periodo de maduracion.

El indice DI esta basado en una adaptacion del indice del potencial del balance hidrico
del suelo de y permite la caracterizacion de la componente hidrica del
clima en una region viticola, considerando la demanda climética de un vifiedo estandar
(transpiracion potencial), la evaporacion desde el suelo desnudo, y las precipitaciones sin
tener en cuenta las pérdidas por escorrentia superficial o drenaje. Indica la disponibilidad
potencial de agua en el suelo en relacion con el nivel de sequia en una region. Se calcula

segun la ecuacion 3.

Ecuacion 3. indice de sequia (DI).
DI =W=Wo +P -Ty-Es

W: Estimacion de la reserva hidrica del suelo al momento de la cosecha.

Wo: Disponibilidad de agua en el suelo al comienzo del ciclo del cultivo, estimada en 200 mm.

P: Precipitacion total durante el periodo (abril-septiembre) (mm).

Ty: Transpiracién potencial del vifiedo (mm) (ETP x k, donde ETP = evapotranspiracion potencial estimada
por , k = coeficiente estimado en funcion de la intercepcion de la radiacion solar). El
coeficiente “k” se incrementa segtin el estado de desarrollo del cultivo k = 0,1 para abril, 0,3 para mayo y
0,5 para el periodo junio-septiembre.

ES = evaporacion directa a partir del suelo (mm) (ETP/N x (1-k) x JPm, donde N = nimero de dias del mes

y JPm = precipitaciones del mes en mm/5).

3.1.3. Caracteristicas edafoldgicas

El anélisis edafoldgico del vifiedo se realizé en el Laboratorio Agroalimentario y de
Residuos de Extremadura (LAR, Céaceres). Para ello se tomaron muestras en 16 puntos
distribuidos de forma homogénea sobre la superficie de la parcela y se determinaron las
caracteristicas fisico-quimicas del suelo del vifiedo a diferentes profundidades (0-30 cm
y 30-60 cm). Las caracteristicas fisico-quimicas del suelo se muestran en la Tabla 3.3. A
la vista de los resultados obtenidos, los suelos han sido clasificados como fluvisoles

, Sin otros horizontes de diagnostico, de textura predominantemente franca
con bajo contenido en materia organica (<1%) y nutrientes y minerales y pH ligeramente

neutro.
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Tabla 3.3. Caracterizacion edafolégica del vifiedo experimental del cv. Tempranillo.

Parametro

Profundidad

Interpretacion

Profundidad

Interpretacion

(0-30 cm) (30-60 cm)
Arena (%) 48,0 Textura 43,5 Textura
Limo (%) 30,2 franca- 35,7 franca-
Arcilla (%) 21,8 franco-arenosa 20,8 franco-arenosa
Conductividad eléctrica 01 No salino 0.2 No salino
(mmhos/cm)
pH 7,1 Neutro 6,8 Neutro
Materia organica oxidable (%0) 0,8 Muy bajo 0,4 Muy bajo
Carbonato total CaCOs (%0) <1 Muy bajo <1 Muy bajo
Relacion C/N 20,7 Muy alto 22,1 Muy alto
Intercambio cafionico 08 Bajo 119 Medio
Nitrégeno total (Kjeldahl) (%) 0,02 Muy bajo 0,01 Muy bajo
P asimilable (Olsen) (ppm) 23,5 Normal 51 Muy bajo
K* (ppm) 70,2 Muy bajo 50,7 Muy bajo
Na* (ppm) 124,2 Bajo 149,5 Normal
Mg asimilable (ppm) 151,0 Bajo 163,2 Bajo
Ca asimilable (ppm) 667,3 Bajo 581,2 Muy bajo

3.2. Diseiio experimental y tratamientos aplicados

Se establecieron dos tratamientos experimentales:

e Control (C). Cepas sin deshojar.

e Deshojado precoz manual (ED).

o En 2009 se eliminaron las primeras siete hojas basales de cada pAmpano

al comienzo del estado fenoldgico de pre-floracion, fase fenoldgica 19

o En 2010 y 2011, ademas de esas primeras siete hojas, se eliminaron las

hojas de los brotes secundarios presentes en los siete primeros nudos de

las cepas (Fig. 3.2) en el mismo estado fenoldgico que en el 2009.
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Figura 3.2. Detalle de cepas deshojadas al comienzo de la floracion en el vifiedo experimental cv.
Tempranillo.

El disefio experimental fue en bloques al azar con cuatro repeticiones por tratamiento,
lo que supuso un total de 8 parcelas elementales (Fig. 3.3). Cada parcela elemental
constaba de 108 cepas, dispuestas en 6 filas de 18 cepas cada una. De las cuatro filas
centrales, dos de ellas se emplearon para la realizacion de los analisis destructivos durante
los muestreos de maduracion de las uvas y las otras dos filas se utilizaron para evaluar el
crecimiento vegetativo, la produccién y sus componentes. De cada parcela experimental
se excluyeron las dos filas exteriores para evitar la posible influencia de las filas contiguas

con tratamientos diferentes.
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Tratamiento control

m Tratamiento deshojado precoz

B Lisimetro

R1 R2 R3 R4

C: Tratamiento no deshojado.
ED: Tratamiento deshojado.
R1-R4: Repeticiones experimentales

Figura 3.3. Disefio experimental de los tratamientos Ilevados a cabo en el vifiedo experimental del cv.
Tempranillo durante las campafias 2009-2011.

La Tabla 3.4 expone las fechas de realizacion de la practica del deshojado precoz en
las diferentes campafas de estudio.
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Tabla 3.4. Volumen de agua de riego aplicado, periodo de riego y fechas de aplicacion del deshojado y de
vendimia de los diferentes tratamientos experimentales (campafias 2009-2011) expresados en dias del
calendario juliano (dia del afio, DDA).

ELIE Periodo de riego Fecha de Fecha de vendimia (DDA)
Afi de agua de S .
fio riego (inicio-fin) deshojado
(mm) (DDA) (DDA) Control (C) Deshojado precoz (ED)
2009 666,6 140-280 132 244 237
2010 597,3 176-281 137 256 243
2011 483,6 172-284 123 243 230

Las cepas de ambos tratamientos (C y ED) se regaron mediante goteros
autocompensantes de 4 L/h, con una separacion entre goteros de 0,6 m. El volumen de
agua aplicado en ambos tratamientos fue el necesario para mantener la plantacion sin
limitaciones hidricas bajo las condiciones edafoclimaticas de la parcela de estudio,
mediante la reposicion del 100 % de evapotranspiracion del cultivo (ETc). En ambos
tratamientos el riego se aplic6 mediante un programador de riego (Agronic 4000,
Sistemes Electronics Progres, S.A.) y electro-valvulas de campo y se contabilizé el agua
aplicada con un medidor de caudal instalado en cada parcela elemental. EI consumo de
agua se calcul6 con un lisimetro de pesada instalado en la parte central del vifiedo
experimental (datos técnicos del lisimetro y célculos de ETc descritos en

. Los volumenes de agua aplicados al vifiedo en los afios de estudio se muestran
en la Tabla 3.4.

El estado hidrico de la cepa se determin mediante las medidas semanales de potencial
hidrico del tallo (‘Wt) a partir de la brotacion, desde que las hojas fueron lo suficientemente
grandes como para hacer mediciones, hasta la vendimia. La medida se realiz6 en dos
plantas representativas por parcela elemental y dos hojas por planta al mediodia solar.
Las hojas elegidas para las mediciones de Wt fueron de la misma edad y tipo, situadas en
la parte norte y sombreada de la vid, introduciéndolas en bolsas de aluminio plastificadas
y cerrandolas herméticamente dos horas antes de la medicion . La
medida del potencial hidrico se realizd con una camara de presion (Modelo de humedad
del suelo Corp., Santa Barbara, CA, EE.UU.). Para evaluar el estado hidrico de la vid se
calculo el valor promedio de las mediciones de Wt realizadas desde brotacion hasta la

cosecha.
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3.3. Evaluacion de parametros agronomicos

3.3.1. Evolucidn del desarrollo vegetativo y determinacion del area foliar total

media

En las tres campafias del estudio, se determino el area foliar total inicial (AFT;i), medida
justo antes de la aplicacion del tratamiento de deshojado precoz y el area foliar total media
(AFTm), calculada como el valor medio de tres medidas realizadas en envero, mitad de
ciclo (primera quincena de agosto) y vendimia. Las medidas se efectuaron en dos cepas
por parcela elemental (8 cepas por tratamiento). Dichas medidas se realizaron justo al
atardecer, bajo radiacién difusa con un analizador de cubierta vegetal LAI-2000 (LI-COR

Biosciences, Lincoln, NE) segin la metodologia descrita por
3.3.2. Determinacion del area foliar eliminada

En el momento de efectuar el deshojado, se estimd el area foliar eliminada (AFE)
segun la metodologia puesta a punto por nuestro grupo de investigacion
consistente en relacionar el peso de la materia fresca eliminada con su
correspondiente area foliar. En cada una de las campafas, se deshojaron por completo 12
cepas y en el laboratorio se pesaron las hojas de cada una de las plantas en una balanza
de precision (Precisa 2200C, Precisa Gravimetrics, AG). En el laboratorio se determiné
el area de hojas eliminadas en cada una de las cepas con un medidor de area foliar (LI-
3100C Area Meter, Li—Cor Bioscience, Inc.). Las relaciones obtenidas entre peso y area
foliar en las diferentes campafias se muestran en la Tabla 3.5.

Tabla 3.5. Correlacién obtenida entre el peso de hoja y el &rea foliar durante las campafias 2009-2011.

Afio Ecuacion R?

2009 Avrea foliar (cm?)= 24, 91 x Peso fresco de hoja (g) + 2761,0 0,9718
2010 Avrea foliar (cm?)= 33, 71 x Peso fresco de hoja (g) + 1118,2 0,9955
2011 Avrea foliar (cm?)= 31,47 x Peso fresco de hoja (g) + 1792,3 0,9766

Cada afo de ensayo, una vez realizada la calibracion, se determind el peso de las hojas
correspondiente al area foliar eliminada de 10 cepas en cada repeticion del ensayo (40
cepas en total) y a este peso de materia fresca se le aplicd la relacion obtenida en la
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calibracién (Tabla 3.5), De este modo se determiné el area foliar eliminada en cada

parcela elemental correspondiente a cada afio de ensayo.

3.3.3. Numero de botones florales por inflorescencia

El numero de botones florales por inflorescencia (nimero de flores por racimo) se
estimd segun el método no destructivo descrito por Poni et al. (2006) en el estado
fenoldgico 19 (Coombe, 1995) (Fig.3.4). Para calibrar este método se seleccionaron y
marcaron 15 racimos repartidos entre las cepas de las filas reservadas para anélisis de
cada tratamiento. Se realizaron fotografias perpendiculares a cada uno de los racimos
sobre un fondo negro justo antes del proceso de antesis mediante una camara fotografica
réflex digital (Cyber-shot DSC-F828, Sony Corporation). En estos racimos se determind
el nimero de botones florales fotografiados y el nimero de botones florales reales (conteo
destructivo), obteniéndose asi para los diferentes afios del estudio las relaciones
mostradas en la Tabla 3.6. Posteriormente, en cada afio, a partir de la relacion
correspondiente, se determino el nimero de botones florales de los racimos de las cepas

de cada tratamiento, en 10 racimos por parcela elemental.

control (C); b) Tratamiento deshojado precoz (ED).

Tabla 3.6. Correlacion lineal obtenida entre el nimero de botones florales contados a partir de la fotografia
(BFF) y el nimero de botones florales reales de la inflorescencia (BFR) en el cv. Tempranillo durante las
camparias 2009-2011.

Afio Ecuacién R?

2009 N° BFR= 1,81 x N° BFF - 32,78 0,9482
2010 N° BFR= 1,74 x N° BFF — 5,86 0,9807
2011 N° BFR= 1,99 x N° BFF + 15,26 0,8617
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3.3.4. Tasa de cuajado de baya

En vendimia, se estim¢ la tasa de cuajado a partir de la relacion existente entre el
namero de flores por racimo y el recuento manual del nimero de bayas totales de los

mismos
3.3.5. Componentes de la produccion

La produccion total de uva por cepa se determind, en el momento de vendimia,
mediante el pesado directo en el vifiedo de todos los racimos procedentes de 10 cepas
marcadas por cada parcela elemental (Balanza 10K32, Cobos precision, S.L.). Ademas,
se efectud el recuento de los racimos de cada una de las cepas marcadas y a partir de
ambos pardmetros, se calcul el peso medio del racimo. EI nimero de bayas totales se
estimé dividiendo el peso medio del racimo entre el peso medio de baya.

3.4. Composicion y caracteristicas fisico-quimicas de la uva

3.4.1. Muestreo de uvas

A partir del envero se tomaron periédicamente muestras de uva hasta la vendimia del
ultimo tratamiento, a primeras horas de la mafiana. Las muestras consistieron en la
recogida de 500 g de uvas en forma de pequefias porciones de racimos (3-5 bayas)
tomados al azar, procedentes de 36 cepas por parcela elemental (2 filas por tratamiento
experimental destinadas para el analisis destructivo) de cada uno de los tratamientos,
deshojado precoz (ED) y control (C). Las bayas se transportaron en frio al laboratorio de
Enologia del INTAEX (Instituto Tecnoldgico y Agroalimentario de Extremadura)
perteneciente al CICYTEX.

3.4.2. Determinacion de la composicién fisico-quimica de las uvas durante la

maduracion

Una vez en el laboratorio, las bayas fueron separadas del pedicelo y procesadas segun

el esquema que se muestra en la Figura 3.5.

58



Materiales y Métodos

Madurez
tecnologica

Bayas
frescas

Peso de
baya —— Triturado
Estrujado L Pasta
homogénea
Madurez
fenolica
Mosto Separacion
pulpa-hollejo
Liofilizacion
de hollejos
~_ Composicion L Composicion
nitrogenada fendlica

Figura 3.5. Esquema de procesado y analisis realizados para la determinacion de la composicion de las uvas del cv. Tempranillo procedentes del tratamiento control y deshojado

precoz.
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3.4.2.1. Andlisis de parametros indicadores de la madurez tecnoldgica

Una submuestra de 250 g de uva de cada una de las parcelas elementales se estrujo a
una velocidad 3 durante 1 minuto en Thermomix (Modelo TM-31, Worwek, Alemania).
A la pasta obtenida se le midi6 el pH. EI mosto separado de la pasta se centrifugd durante
5 minutos a una RCF= 21.952 (Centrifuga Allegra 25R, Beckman Coulter, California,
EEUU). El sobrenadante se empled para el anélisis del resto de los parametros. El
contenido en sélidos solubles totales (SST, °Brix) se determinG mediante refractometria
(refractometro digital ATR ST plus Schmidt+Haznsch, Berlin, Alemania). El pH y la
acidez titulable (AT, g acido tartarico/L) se evaluaron segin la metodologia oficial de la
Organizacion Internacional de la Vifa y el Vino en un valorador automatico
(Crison Micro pH-metro, Barcelona, Espafa). El acido tartarico (TH2, g/L) y el acido
malico (MHz, g/L) se analizaron mediante espectrofotometria, segun el método Rebelein

y mediante reaccion enzimatica respectivamente, en un autoanalizador
(Easychem Plus, Systea, Italia). La determinacion del potasio (K, g/L) se realizé mediante
espectrofotometria de absorcidn atomica (AA 240 FS, Varian, California, USA) segln la
metodologia oficial . Todas las determinaciones fueron realizadas por

triplicado.

En vendimia, se congel6 una alicuota de 20 mL de mosto a -20 °C procedente de cada

parcela elemental hasta el momento del andlisis de la composicién nitrogenada.

De las muestras recogidas de cada parcela elemental, se tomaron submuestras de 50
bayas (por triplicado) y se pesaron en una balanza (Metter Toledo PL602-S, Greifensee,
Suiza). Una vez pesadas, estas bayas se emplearon para la determinacion de los

pardmetros fenolicos.
3.4.2.2. Andlisis de parametros indicadores de la madurez fendlica

La extraccion y determinacion de compuestos fendélicos de las uvas se efectud segun
la metodologia propuestas por . Las uvas se trituraron y
homogeneizaron a velocidad méxima durante 3 min. (Omni-mixer homogenizer,
Warterbury C.T. USA). A 1 g del homogeneizado obtenido, se afiadio 10 mL de una
disolucidn de etanol/agua (50 % v/v) y se macer0 durante 1 hora a temperatura ambiente

en agitacion constante en un bafio orbital (New Brunswick Shaking Water Bath C76
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Gyrotory, Alemania). Transcurrido este periodo de tiempo, el extracto se centrifugo
(RCF=21.952, 10 min a 4 °C) (Allegra 25R, Beckman Coulter, California, EEUU) y se
midio el volumen final obtenido (extracto final obtenido, mL). A 0,2 mL de este extracto
se le afiadié 3,8 mL de una disolucion 1 M de &cido clorhidrico (HCI, 37 % PA-ACS-
ISO, Panreac, Barcelona, Esparfia) y se determinaron las absorbancias (Abs) a 280 y 520
nm.

A partir de las absorbancias obtenidas, se calcul6 la concentracion de los fenoles
totales y antocianos (mg/L) de los extractos se efectuo a partir de las rectas de calibrado
calculadas con &cido galico (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) y con cloruro de 3-
glucésido de malvidina (Extrasynthese, Francia) (Tabla 3.7).

Tabla 3.7. Rectas de calibracion obtenidas para el cdlculo de la concentracion de fenoles totales, antocianos

y taninos.

Parametro Recta de calibracion r2
Fenoles totales  Abs?®® (nm)= 0,047 x Fenoles totales (mg acido galico/L) + 0,02 0,9994
Antocianos Abs®2° (nm)= 0,059 x Antocianos (mg de cloruro de malvidina/L) +0,01  0,9995
Taninos Abs® (nm)= 0,013 x Taninos (mg de catequina/L) + 0,01 0,9905

Una vez conocido el contenido en fenoles y antocianos de los extractos, se calcularon
el PPT (potencial fendlico total) y AnT (antocianos totales) de las uvas en funcién del

peso de la muestra (mg/peso fresco de baya) segun las Ecuaciones 4 y 5.

Ecuacion 4. Potencial fendlico total (PPT) (mg de &cido galico/g de peso fresco de

baya).

(Abs 280 nm—0,02

0,047 ) x Extracto final obtenido (mL)

PPT =
1000 x Peso de muestra (g)

Ecuacion 5. Contenido antocianico total (AnT) (mg de cloruro de malvidina/g de peso

fresco de baya).

(Abs 520 nm—0.01

0059 )x Extracto final obtenido (mL)

AnT =
1000 x Peso de muestra (g)
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En el sobrenadante también se determind el contenido de taninos totales (TnT)
(expresado como mg de (+)-catequina/g de peso fresco de baya) segin el método
propuesto por . A1 mL de extracto se agregd 3 mL de una disolucion
de metil celulosa (0,04 %) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) y 2 mL de una
disolucion saturada de sulfato de amonio ((NH4)2SO4) (Panreac, Barcelona, Espafia) y
completando el volumen con agua destilada hasta 10 mL. La mezcla se centrifugd (RCF=
21.952, 10 min a 4 °C) (Allegra 25R, Beckman Coulter, California, EEUU) y en el
sobrenadante se midi¢ la absorbancia a 280 nm. Para cada muestra, se determind también
la absorbancia de una muestra control en la que la solucion de metilcelulosa se sustituyd
por agua destilada. La cuantificacion se realizé a partir de la recta de calibrado para (+)-
catequina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) (Tabla 3.7). El célculo de la
concentracion de taninos en funcion del peso fresco de baya se efectud segun la Ecuacion
6.

Ecuacion 6. Contenido de taninos totales (TnT) (mg de (+)-catequina/g de peso fresco

de baya).

((Contral Abs 280 nm -Muestra Abs 280nm)—0,01

0,013 )x Extracto final obtenido (mL)

™nT =

1000 x Peso de muestra (g)

Todas las determinaciones espectrofotométricas se llevaron a cabo en un
espectrofotometro ultravioleta/visible (UV-1700; Shimadzu, Shimadzu Corporation,
Kioto, Japon).

3.4.3. Composicion nitrogenada de la uva. Determinacion de aminodcidos libres'y

amonio

La composicién aminoacidica de la uva se analiz6 segin la metodologia puesta a punto
por . Antes de proceder al analisis cromatogréfico, tras la
descongelacion de las muestras, los mostos se desproteinizaron mediante la adicion de
acido sulfosalicilico (2,5 % p/v) (PA Panreac, Barcelona, Espafia). Tras 1 h a 4 °C de
contacto, se procedio a centrifugar la mezcla a 12.074 RCF, durante 5 min (Microfuga
JOUAN A 14, ltalia). El sobrenadante se filtro (0,22 um, Millex-GV; PVDF, Merck-

Millipore, Alemania) y se procedi6 al analisis cromatogréafico de la muestra.
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La separacion y cuantificacion del amonio y los aminoacidos se realizd en un
autoanalizador de aminoéacidos (Biochrom 30, Biochrom Ltd., Cambridge Science Park,
Inglaterra) en el que la separacion de los compuestos se lleva a cabo mediante una
columna de intercambio i6nico, usando como eluyentes tampones de citrato de litio de
diferentes concentraciones (0,2 M; 0,3 M; 0,5 M; 0,9 M; 1,65 M). La deteccion y
cuantificacion de los aminoacidos se efectia post-columna mediante reaccion entre la
ninhidrina y el grupo amino del amino&cido en cuestion. EI complejo aminoécido-
ninhidrina se detecta espectrofotométricamente a 570 nm para todos los aminoacidos
excepto para para la prolina e hidroxiprolina que se detectan a 440 nm. Cada muestra se

analizo por duplicado.

Ademas del nitrogeno organico, también se cuantifico el nitrégeno inorganico
correspondiente al ion amonio (NHs*, AMM) (mgN/L de mosto). Para la cuantificacion
se realiz6 una curva de calibrado para cada uno de los compuestos detectados usando los
correspondientes patrones (Sigma-Aldrich Ref. A6407/A6282, St. Louis, MO, USA)
(Tabla 3.8). Los compuestos nitrogenados se identificaron por su orden de elucion y por

comparacion con los tiempos de retencion de los patrones comerciales disponibles.
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Tabla 3.8. Aminoacidos y amonio analizados en mostos de uvas del cv. Tempranillo. Longitud de onda, tiempos de retencidn y patrones empleados para su deteccion y

cuantificacion mediante HPLC.

Recta de calibracion

Long. de onda (nm) Compuesto nitrogenado Tiempo retencion (min) Patrén o referencia y= Area R?
x= Concentracién (mmol/L)
Fenilserina (Phser) 4,6 O-Fosfo-L-serina y = 1E-07x - 0,030 0,9985
Taurina (Taur) 6,8 Taurina y = 1E-07x - 0,027 0,9983
Feniletilamina (Pea) 8,1 O-Fosfoetanolamina y =1E-07x - 0,014 0,9991
Ac. Aspértico (Asp) 20,4 Acido L-Aspértico y =7E-08x - 0,011 0,9997
Treonina (Thr) 27,0 L-Treonina y = 1E-07x - 0,005 0,9999
Serina (Ser) 29,3 L-Serina y =1E-07x - 0,006 0,9999
Asparagina (Asn) 35,9 L-Asparagina y = 4E-07x + 0,007 0,9997
Ac. Glutamico (Glu) 33,6 Acido L-glutamico y = 1E-07x - 0,002 0,9999
Sarcosina (Sarc) 42,3 L-Sarcosina y = 5E-07x + 0,004 0,9965
- Glicina (Gly) 50,0 Glicina y = 1E-07x - 0,008 0,9996
Alanina (Ala) 51,7 L-Alanina y = 1E-07x - 0,004 0,9997
Citrulina (Citr) 53,5 L-Citrulina y = 9E-08x - 0,003 0,9997
Valina (Val) 59,2 L-Valina y = 1E-07x - 0,006 0,9999
Cistina (Cys) 63,2 L-Cistina y = 1E-07x - 0,007 0,9986
Metionina (Met) 69,3 L-Metionina y = 1E-07x - 0,004 0,9999
Isoleucina (lle) 72,9 L-Isoleucina y = 1E-07x + 0,0003 0,9999
Leucina (Leu) 73,9 L-Leucina y = 1E-07x - 0,008 0,9999
Tirosina (Tyr) 78,4 L-Tirosina y = 1E-07x + 0,008 0,9986
Fenilalanina (Phe) 82,4 L-Fenilalanina y = 1E-07x - 0,001 0,9998
Ac. y-aminobutirico (Gaba) 91,3 Acido y-amino-n-butirico y = 1E-07x - 0,004 0,9996
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Tabla 3.8. Continuacion.

Recta de calibracion

Long. de onda (nm) Compuesto nitrogenado Tiempo retencion (min) Patrén o referencia y= Area R?
x= Concentracién (mmol/L)
Etanolamina (Ethan) 95,1 Etanolamina y = 2E-07x - 0,025 0,9997
Amonio (AMM) 98,4 Cloruro de amonio y = 9E-08x - 0,027 0,9997
Ornitina (Orn) 106,2 L-Ornitina y = 1E-07x - 0,012 0,9999
570 Lisina (Lys) 109,4 L-Lisina y =1E-07x - 0,010 0,9995
Histidina (His) 113,7 L-Histidina y = 1E-07x - 0,006 0,9995
Triptéfano (Trp) 115,6 L-Triptofano y = 1E-07x - 0,010 0,9997
Arginina (Arg) 130,8 L-Arginina y = 1E-07x - 0,004 0,9996
W Hidroxiprolina (Hypro) 23,4 Hidroxil-L-prolina y = 4E-07x - 0,001 0,9969
Prolina (Pro) 49,6 L-Prolina y = 2E-07x + 0,005 0,9854
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A partir de las concentraciones de los aminoacidos individuales y del AMM se

calcularon los siguientes indices nitrogenados:

e Nitrogeno aminoacidico total (Free Amino Acid Nitrogen, FAN) (mgN/L de
mosto), determinado a partir del nitrogeno aportado por cada uno de los
aminoacidos analizados.

e Nitrogeno aminoacidico asimilable (Asimilable Amino Acid Nitrogen, AAA-

N) segun la Ecuacion 7:

Ecuacion 7. Nitrégeno aminoacidico asimilable (mgN/L de mosto).
AAA-N = (FAN-NPRo-NHYPRo)

Nrro ¥ Nuypro son las contribuciones de nitrogeno procedentes de prolina e

hidroxiprolina respectivamente.

e Nitrégeno asimilable por las levaduras (Yeast Asimilable Nitrogen, YAN)

calculado segun la siguiente Ecuacion 8:

Ecuacion 8. Nitrdgeno asimilable por las levaduras (mgN/L de mosto).
YAN= AAA-N + AMM

e Precursores aromaticos nitrogenados (PAN) (mgN/L de mosto) determinado a
partir del nitrégeno aportado por la suma de los aminoacidos precursores de
aromas de fermentacion (&cido aspartico, fenilalanina, isoleucina, leucina, tirosina

treonina y valina)

¢ Nitrdgeno azufrado total (Total Sulphur Amino Acid Nitrogen, TAS) (mgN/L
de mosto) determinado a partir de la suma del nitrégeno aportado por los

aminoéacidos azufrados (cistina y metionina).

3.4.4. Determinacion de la composicion polifenolica de los hollejos de las uvas.
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Durante las camparias 2009 y 2010, de las muestras recogidas el dia de vendimia, se
separaron al azar, por triplicado, subgrupos de 50 bayas de cada parcela elemental que se
pesaron y almacenaron a -20 °C. Las uvas, aun congeladas, se pelaron con un bisturi y
los hollejos se pesaron y liofilizaron hasta la pérdida total de agua (Virtis Génesis 25LL
liofilizador; Gardiner, NY). Los hollejos liofilizados de cada subgrupo de 50 bayas se

pesaron y trituraron (molinillo 180W, Moulinex. Alencon, Francia).

Los compuestos fendlicos se extrajeron del liofilizado triturado con metanol/acido
formico segun el siguiente procedimiento puesto a punto en nuestro laboratorio: a 0,5 g
del liofilizado se afiadieron 4 mL de metanol/férmico (95:5 v/v) y se mezclaron durante
15 segundos con ayuda de un vortex (Heidolph Reax Control, Schwabach, Alemania). El
extracto obtenido se centrifugd (RCF= 202, 10 min, Centrifuga Orto Alresa Digicen 20,
Madrid, Espafa) y el sobrenadante se vertid en un matraz color topacio de 50 mL
mantenido a temperatura de refrigeracion (4 °C). El proceso de extraccion se repiti6 hasta
que el sobrenadante fue incoloro. Los sucesivos sobrenadantes se reunieron en el matraz
que se mantuvo en refrigeracion durante todo el proceso y finalmente se enrasé a 50 mL
con la solucion extractante. EI proceso se efectud por triplicado para cada liofilizado
obtenido de cada parcela elemental (n = 36 medidas por tratamiento: 4 blogues x 3

muestras x 3 extracciones).

Los extractos, previamente filtrados (Chromafil 0,25 pm de didmetro, Diiren,
Alemania), se analizaron mediante HPLC. Se emple6 un cromatédgrafo 1200 LC (Agilent
Technologies, Palo Alto, CA) equipado con un desgasificador, bomba cuaternaria, horno
de columna, automuestreador 1290 infinity, detector UV-vis de red de diodos (DAD),
detector espectrofotémetro de fluorescencia (FLD), y el paquete de software Chemstation
para sistemas LC 3D (Agilent Technologies, Palo Alto, CA) para controlar el instrumento
y para la adquisicién y andlisis de datos. El anélisis se llevo a cabo segun la metodologia
propuesta por con ligeras modificaciones para mejorar la
resolucion del método. La separacion se llevo a cabo en una columna Ace® 5 C18 250 x
4,6 mm (Advanced Chromatography Technologies, Escocia). Para la identificacion y
cuantificacion de los compuestos se inyectaron 10 puL de extracto directamente en el
cromatografo. Con el detector DAD se midieron las absorbancias a 320, 360, y 520 nmy

con el detector FLD se midio la excitacion a 280 y la emision a 320 nm.
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Los compuestos fendlicos se identificaron por su orden de elucion y por comparacion
con los tiempos de retencion de los patrones comerciales disponibles: catequina,
epicatequina, miricetina, quercetina y trans-resveratrol de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
USA), malvidin-3-glucosido, procianidinas B1 y B2, quercetina, glucésidos de
kaempferol e isorhamnetina, miricetina-3-glucésido, y kaempferol-3-rutindsido de
Extrasynthese (Genay, Francia), quercetina-3-rutindsido, kaempferol, isorhamnetina, y
quercetina-3-galactosido de Fluka (Buchs, Alemania), y &cidos cafeico, cumarico y

feralico de Merck (Darmstard, Alemania).

En los extractos se identificaron y cuantificaron los monoglucésidos (3-glu) de
delfinidina (Dp), cianidina (Cy), petunidina (Pt), peonidina (Pn), y malvidina (Mv); las
formas acetilglucoésidas (3-acglu) (DpA, CyA, PtA, PnA, y MvA), y las formas de p-
cumaroilglucésidas (3-pcmglu) (DpC, CyC, PtC, PnC, y MvC) de esas antocianidinas.
Los flavanoles (+)-catequina (CA), (-)-epicatequina (EC) y procianidinas B1, B2, y B3.
Los flavonoles miricetina (My), quercetina (Qc), kaempferol (Kp) y isorhamnetina (1h),
sus respectivos 3-glucosidos (MyG, QcG, KpG y IhG), 3-rutindsidos de quercetina (QcR)
y kaempferol (KpR), quercetina-3-glucurénido (QcGR) y quercetina-3-galactosido
(QcGL); los acidos fendlicos caftarico, cutarico y fertarico en sus isébmeros cis y trans
(cCa - tCa; cCo - tCo; cFt - tFt), &cidos cafeico (CF), cuméarico (COU), y ferdlico (Fe) y
el estilbeno t-resveratrol (tR). La identificacion de los compuestos de los que no existia
patron comercial se efectud en funcién de su orden de elucion y consultando referencias
bibliogréficas. La cuantificacion de estos compuestos se realizo utilizando el compuesto
siguiente en el orden de elucion perteneciente a la misma familia. En la Tabla 3.9 se
muestran los compuestos identificados y cuantificados, las rectas de calibracion y el

patrén de calibracién empleado en cada caso.

Los compuestos fenolicos totales se calcularon a partir de la suma de las
concentraciones (mg/kg de peso fresco de baya) de los compuestos individuales,
expresados en mg de malvidina-3-glucésido, quercetina-3-glucoésido, (+)-catequina, y el
acido cafeico para antocianinas, flavonoles, flavanoles, y &cidos hidroxicindmicos,

respectivamente.
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Tabla 3.9. Compuestos fendlicos analizados en hollejos de uva del cv. Tempranillo. Longitud de onda, tiempos de retencidn y patrones utilizados para su deteccion y

cuantificacion mediante HPLC.

Long. de - Tiempo . : Recta de calibracion
(()r?r(rj]? Compuesto fendlico rezﬁqnicr:]l)on Patron o referencia y=Area x= Concentracion (mg/L) R?
Cianidina 24,5 Cianidina-3-O-Glucdésido y =36,0x - 4,3 0,9968
Delfinidina 26,9 Malvidina-3-O-Glucdsido y=30,2x+1,2 0,9981
Monoglucosidos Malvidina 32,8 Malvidina-3-O-Glucdsido y =30,2x + 1,244 0,9981
Peonidina 31,6 Peonidina-3-O-Glucdsido y=444x-75 0,9998
Petunidina 28,5 Malvidina-3-O-Glucdsido y=30,2x+1,2 0,9981
Cianidina 40,4 Cianidina-3-O-Glucésido y =36,0x - 4,3 0,9968
§ Delfinidina 36,0 Malvidina-3-O-Glucdésido y=30,2x + 1,2 0,9981
520 'g Acetilglucésidos Malvidina 46,8 Malvidina-3-O-Glucdsido y=30,2x+1,2 0,9981
E Peonidina 45,7 Peonidina-3-O-Glucésido y=444x-75 0,9998
Petunidina 41,8 Malvidina-3-O-Glucdsido y=30,2x+1,2 0,9981
Cianidina 51,3 Cianidina-3-O-Glucésido y =36,0x - 4,3 0,9968
Delfinidina 47,7 Malvidina-3-O-Glucésido y=30,2x+1,2 0,9981
p-cumaril glucésidos Malvidina 56,7 Malvidina-3-O-Glucdsido y=30,2x +1,2 0,9981
Peonidina 57,1 Peonidina-3-O-Glucosido y=44,4x-75 0,9998
Petunidina 52,2 Malvidina-3-O-Glucdsido y=30,2x+1,2 0,9981
B Y S S (+)- catequina 23,1 (+)-Catequina y=16,2x + 8,3 0,9995
2 (-)-epicatequina 28,4 (-)-Epicatequina y=12,7x+ 17,6 0,9998
320 FL § Procianidina B1 21,2 Procianidina B1 y=6,9x +6,0 0,9983
m Oligoméricos Procianidina B2 27,8 Procianidina B2 y=70x+75 0,9999
Procianidina B3 22,3 Procianidina B1 y=6,9x+ 6,0 0,9983
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Tabla 3.9. Continuacion.

Lolldgee e Recta de calibracion
onda Compuesto fendlico retencion Patrén o referencia _ — - R?
. y=Area x= Concentracion (mg/L)
(nm) (min)
Isorhamnetina 35,2 Isorhamnetina-3-O-Glucoésido y=32,0x+1,1 0,9721
. Kaempferol 47,8 Kaempferol-3-O-Glucdsido y=20,1x-3,4 0,9999
Monoglucoésidos — — —
Miricetina 45,0 Miricetina-3-O-Glucdésido y=189x+1,4 0,9999
Quercetina 41,6 Miricetina-3-O-Glucosido y=189x+1,4 0,9999
0 L. Kaempferol 46,5 Kaempferol-3-O-Rutindsido y =158x+0,5 0,9993
= Rutinésidos . o -~
360 g Quercetina 39,8 Miricetina-3-O-Glucdésido y=189x+1,4 0,9999
c_>:s Galactosidos Quercetina 44,0 Quercetina-3-O-Galactosido y=21,3x-0,3 0,9997
LL
Glucuroénidos Quercetina 42,0 Miricetina-3-O-Glucdésido y=189x+1,4 0,9999
Isorhamnetina 49,0 Isorhamnetina-3-O-Glucosido y=319x+1,1 0,9721
. Kaempferol 63,0 Kaempferol-3-O-Glucdsido y=20,1x-3,4 0,9999
Agliconas
Miricetina 70,6 Miricetina-3-O-Glucésido y=189x+1,4 0,9999
Quercetina 71,2 Miricetina-3-O-Glucosido y=189x+1,4 0,9999
- Acido cafeico 26,8 Acido cafeico y=49,5x-1,7 0,9999
hi AORlS Acido cumaérico 35,1 Acido cumérico y=622x+23 0,9998
idroxicinamicos -~ .
§ Acido Ferdulico 38,3 Acido Ferulico y=38,1x+2,4 0,9956
§ Acido c-caftarico 18,4 Acido cafeico y=495x-17 0,9999
320 2 . Acido t-caftari Aci : _ )
2 Devensak %@ldot caftarico 20,7 ,?mdo cafeico y=495x - 1,7 0,9999
2 acido Acido c-cutéarico 24,6 Acido cumérico y=62,2x+2,3 0,9998
< hld':g;(tlglr?:om”- Acido t-cutérico 27,3 Acido cumaérico y=62,2x +2,3 0,9998
Acido c-fertarico 28,4 Acido Ferdlico y=38,1x + 2,4 0,9956
Acido t-fertarico 30,2 Acido Fertlico y=38,1x + 2,4 0,9956
3
c
320 S t-resveratrol 56,4 t-resveratrol y=752x-118 0,9999
i
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3.5. Vinificaciones experimentales

La vendimia se realiz6 de forma manual. En todos los afios de estudio, las uvas del
tratamiento de deshojado precoz y del tratamiento control se vendimiaron con similar
contenido en SST (23-24 °Brix). En la Tabla 3.4 se muestran las fechas de vendimia en

los tres afios de estudio.

Las uvas se transportaron a la bodega experimental del INTAEX vy se efectué una
microvinificacion por cada parcela elemental segln el proceso que se muestra en la Figura
3.6. La vendimia (60 kg por cada parcela elemental) fue despalillada y estrujada
mecanicamente (Estrujadora-Depalilladora Modelo Micra/15, Agrovin, Espafia) y la
pasta se encubd en depoésitos de acero inoxidable de 50 L de capacidad situados en
camaras termostatizadas. A cada depdsito se afiadieron sulfitos (70 mg/kg de SO> en
forma de K2S20s), el acido tartarico correspondiente para llevar el pH a 3,5y 25 g/hL de
levadura comercial (Saccharomyces cerevisiae, Viniferm CR de Agrovin). La
maceracion-fermentacion se llevo a cabo a 22-26 °C. Durante el proceso de maceracion-
fermentacion se sumergio el sombrero dos veces al dia, mediante la adicién de N2> con un
dosificador automatico (Delta TPO2, Delta AC Drives, EEUU).

Diariamente se controld la temperatura (sonda Hanna instruments, Woonsocket,
Rhode Island, Estados Unidos), la densidad, (balanza hidrostatica Super Alcomat,
Gibertini, Italia) y el indice de polifenoles totales (IPT), mediante medida de la
absorbancia a 280 nm, tras la dilucion apropiada de una muestra de la fraccion liquida de
cada deposito (espectrofotometro ultravioleta/visible UV-1700; Shimadzu, Shimadzu
Corporation, Kioto, Japon).

El descubado, que se realizo cuando el valor del IPT se estabilizo, se efectud por
gravedad. Se recogié unicamente la fraccion mosto-yema, que continud la fermentacion
alcohdlica en depositos de vidrio de 16 L. Una vez comprobado que la fermentacion
alcohdlica habia finalizado (azucar residual< 4 g/L), los vinos se trasegaron, se repuso el
SO total hasta 75 mg/L y se almacenaron a 1 °C durante 2 meses. Finalmente, los vinos
se embotellaron (botellas de 0,75 L) y almacenaron a 15 °C hasta su analisis, que fue
realizado tres meses después del embotellado. En ningun caso se llevo a cabo la

fermentacién malolactica.

71



Efecto del deshojado precoz sobre la calidad de uvas y vinos cv. Tempranillo en condiciones de clima semiarido

CORRECCIONES pH Y SO, HOLLEJOS
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Figura 3.6. Esquema de microvinificacion.
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3.6. Analisis de los mostos y vinos

3.6.1. Parametros enologicos generales

En los mostos de partida de las diferentes microvinificaciones experimentales, a demas
de la densidad, se analizaron el pH, acidez total (AT), acido tartarico (TH>), acido malico

(MHy>) y potasio (K) segun las mismas metodologias empleadas en la uva (epigrafe 3.4.2).

El grado alcohdlico de los vinos (% v/v) se determind mediante medida de la densidad
del destilado (balanza hidrostatica Super Alcomat, Gibertini, Italia), segun los métodos
propuestos por la . El andlisis de la acidez voldatil se realiz6 mediante la
valoracion acido-base de los &cidos volatiles separados por arrastre de vapor de agua y
rectificacion de vapores (Gibertini, Italia). La determinacién de SO libre y total se
efectudé mediante valoracion redox en un valorador automatico (Crison TritroMatic 2S-
3B, Barcelona, Espafia). Los azlcares residuales (g/L) se cuantificaron mediante
valoracion espectrofotométrica en los vinos previamente defecados con
carbon activo. Para ello se afiadieron 0,4 g a 5 mL de muestra y después se centrifugo
(RFC= 12.074, 5 min) (Microfuga JOUAN A14, Italia). Para cada parametro, todos los

analisis fueron realizados por triplicado.
3.6.2. Composicion fenolica y caracteristicas cromaticas de los vinos

La concentracion de fenoles totales (mg de acido galico/L), antocianos (mg de
glucoésido de malvidina/L) y taninos (mg de (+)-catequina/L) de los vinos se determinaron

siguiendo la misma metodologia que la utilizada para el analisis de los extractos de uva.

La contribucion de la copigmentacion al color total del vino a pH 3,6 (% de antocianos
copigmentados, % AC) se determind segun el método propuesto por
Tras ajustar el pH de la muestra de vino a pH 3,6 se realizaron las siguientes

determinaciones:

e Color total del vino (A%®): tras la adicién de 20 pL de acetaldehido al 10 % a 2
mL de muestra de vino y mantenido durante 45 minutos, se realizé la medida de
la absorbancia a 520 nm (utilizando agua como blanco) en un espectrofotometro

ultravioleta/visible.
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e Color del vino sin el efecto de antocianos copigmentados (A%°): Se calculd
mediante la medida de la absorbancia a 520 nm de la muestra de vino previamente
diluida (1:20) con una disolucién tamponada de pH 3,6 (24 ml de etanol puro se
afiaden a 176 ml de agua destilada y se disuelven en la solucién 0,5 g de bitartrato
potasico, cuyo pH es ajustado a 3,6 con HCI o NaOH segun sea necesario).

e Antocianos copigmentados (%o): se calcul6 segun la siguiente ecuacion:

Ecuacion 9. Antocianos copigmentados (AC, %).

_ ((Aacet -A20))
- Aacet

AC x 100

Las caracteristicas cromaticas de los vinos de han determinado mediante una serie de
parametros basados en la medida de las absorbancias a diferentes longitudes de onda (420,

520 y 620 nm) siguiendo el método de

- Absorbancia a 420 nm (As20).

- Absorbancia a 520 nm (As2o).

- Absorbancia a 620 nm (Ae20).

- Intensidad del color (IC)=Aas20 + As20 +As20.
- Tonalidad de color (TC)= As20/Asz.

- % Amarillo = Asz0/(As20 + Aszo +As20)

- % R0jo = As20/(As20 + As20 +As20)

- % Azul = As20/(As20 + Aszo +As20)

Las muestras de vino fueron filtradas (Chromafil 0,25 um de didmetro, Diiren,
Alemania) antes de realizar las medidas espectrofotométricas.

Todas las medidas espectrofotométricas se realizaron en un espectrofotometro UV
visible (Shimadzu UV-1700; Shimadzu Corporation, Kioto, Japén).

3.6.3. Composicion aromatica del vino

La identificacion y cuantificacion de los compuestos volatiles del vino se realiz6 segun
el método desarrollado por con ligeras modificaciones
. En un tubo de vidrio de 10 mL (Pyrex, ref. 1636 / 26MP), se afiadieron 8 ml

de vino, 2,4 pg de patron interno (4-nonanol, Merck ref. 818 773, Darmstadt, Alemania)
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y una barra de agitacion magnética (22,2 mm x 4,8 mm). La extraccion de los compuestos
volétiles se realizd mediante la agitacion de la muestra con 400 pL de diclorometano
(Merck, ref. 1.06054; Darmstadt, Alemania) durante 15 minutos. Después de enfriar la
mezclaa 0 °C durante 10 min, se retird la barra de agitacion magnética y se separo la fase
organica por centrifugacion (RCF = 5118, 5 min, 4 °C) y se recupero el extracto en un
vial usando una pipeta Pasteur. El extracto aromatico (200 pg/L aprox.) se secd con
sulfato de sodio anhidro (Merck, ref. 1.06649; Darmstadt, Alemania) y se trasvaso a un
nuevo vial. La extraccion de los compuestos volatiles de cada uno de los respectivos vinos

se realizo por triplicado.

El anélisis cromatografico de los compuestos volatiles se llevé a cabo en un
cromatografo de gases Agilent Technologies 6890N acoplado un espectrémetro de masas
ion-trampa Agilent 55975C. Se emple6 una columna capilar CP-Wax 52 CB (50 m x 0,25
mm i.d, 0,2 um espesor, Chrompack). Se inyectd 1uL de extracto en modo splitless (15
s). La temperatura del inyector (7683) se programé desde 20 °C hasta en 250 °C a 180
°C/min. La temperatura del horno se mantuvo a 40 °C durante 5 minutos, a razon de 3 °C
por min. Posteriormente se programo un incremento desde 20 °C a 250 °C y, finalmente,
programado desde 250 °C a 255 °C, a 1 °C/min. El gas portador fue helio N60 (Air
Liquide) a 103 kPa lo que se corresponde con 180 cm/s a 10 °C y la ventana del split fue
programada a 3 ml/min. El detector se configuré en modo de impacto electrénico (70 eV)

con un rango de adquisicion desde 2 a 360 m/z, y un ratio de 610 ms.

La identificacion de los compuestos volatiles se realizé usando el software gratuito
Wsearch32 mediante la comparacion con los espectros de masas (librerias Wiley y Nist)
y tiempos de retencion con los patrones puros y confirmandolos mediante GC-MS. Todos
estos compuestos fueron cuantificados como equivalentes de 4-nonanol. Los compuestos

identificados y cuantificados se muestran en la Tabla 3.10.
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Tabla 3.10. Compuestos volatiles identificados y cuantificados en los vinos del cv. Tempranillo.

Tiempo retencion

Compuesto volatil Familia (min)
1-Propanol Alcohol 9,3
Butirato de etilo Ester 9,5
2-Metil-1-pentanol Alcohol 10,9
Acetato de isoamilo Acetato 12,1
1-butanol Alcohol 12,7
2+3-Metil-1-butanol Alcohol 15,4
Hexanoato de etilo Ester 16,3
Acetoina C. Carbonilo 17,9
4-Metil-1-pentanol Alcohol 19,6
3-Metil-1-pentanol Alcohol 20,1
Lactato de etilo Ester 20,9
1-Hexanol Alcohol Cg 21,2
E-3-hexenol Alcohol Cg 21,6
Z-3-Hexanol Alcohol Cg 21,7
E-2-Hexanol Alcohol Cg 22,3
Z-2-Hexanol Alcohol Cg 22,6
Octanoato de etilo Ester 24,7
1-Octen-3-ol Alcohol 25,4
1-Heptanol Alcohol 25,5
3,3-Butanodiol Alcohol 29,2
Acido Isobutirico Acido 31,1
Butirolactona Lactona 33,1
Acido butirico Acido 33,4
Succinato de etilo Ester 34,5
Acido 2-metil-butanoico Acido 34,9
Metionol Alcohol 36,1
2 feniletilacetato Acetato 39,8
Acido hexanoico Acido 41,3
Alcohol bencilico Alcohol 42,0
2-feniletanol Alcohol 43,3
Malato de dietilo Ester 47,5
Acido octanoico Acido 48,5
Acido hexadecanoico Acido 70,4
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3.6.4. Valor de la actividad odorifera

Para evaluar la contribucion de cada uno de los compuestos volatiles al aroma del vino
se determind el valor de actividad odorifera (VAO). EI VAO se calcula como el cociente
entre la concentracion del compuesto individual y su umbral de percepcion. Se considera
que un compuesto contribuye al aroma de un vino cuando este cociente es > 1. Los
umbrales de percepcion utilizados en este estudio para calcular los VAO de cada

compuesto fueron los encontrados en la bibliografia

3.6.5. Analisis organoléptico del vino

La evaluacidn sensorial de los vinos del cv. Tempranillo se llevo a cabo durante los
afios 2010 y 2011, tras un periodo de 3 meses de permanencia en botella, con el fin de
determinar la influencia del tratamiento de deshojado precoz sobre las caracteristicas

organolépticas de los mismos.

Las sesiones de analisis sensorial se realizaron por un panel de cata formado por 9
jueces expertos en la sala de catas del INTAEX (CICYTEX). A los catadores se les sirvid

un volumen constante de 25 mL en catavinos normalizados (ISO 3591, 1997).

Se realizd un analisis descriptivo cuantitativo en fase visual, olfativa y gustativa. Los
atributos a valorar en cada fase del andlisis sensorial fueron previamente definidos por
nuestro grupo de investigacion para los vinos de la variedad Tempranillo

. En dicho trabajo los descriptores se generaron de acuerdo a la metodologia QDA
segun la cual los descriptores se seleccionan en funcién del

valor de su media geométrica (GM, %), que tiene en cuenta la frecuencia e intensidad con
la que fue percibido cada uno de los atributos . Se establecié como
criterio de seleccion de descriptores, aquellos que presentaron una GM> 10 % de acuerdo

con

La Figura 3.7 muestra la ficha de cata empleada . Cada descriptor se evalué mediante
una escala estructurada en 10 niveles de intensidad, donde O correspondia con la ausencia

de percepcidn y 10 con méaxima intensidad del descriptor.

77



Efecto del deshojado precoz sobre la calidad de uvas y vinos cv. Tempranillo en condiciones de clima semiarido

Se evaluaron un total de 16 vinos (4 bloques x 2 tratamientos experimentales por 2

repeticiones) repartidos en dos sesiones de cata.

Fecha:
Catador:
FASE VISUAL

0 1 2 3 4 5 6 7 8 10
Color cereza No perceptiblel I I I I I I I I i Muy intenso
Colorvioldceo No perceptiblel I I I I I I I I I Muy intenso
Intensidad de color No perceptiblel I i I I I I I I i Muy intenso

FASE OLFATIVA

0 1 2 3 4 5 6 7 8 10
Floral No perceptiblel I I I I I I I I I Muy intenso
Herbéceo No perceptiblel I I I I I I I I i Muy intenso
Frutos rojos No perceptiblel I I I I I I I I I Muy intenso
Regaliz No perceptibIeI I I I I I I I I i Muy intenso
Persistencia No perceptiblel I I I I I I I I I Muy intenso

FASE GUSTATIVA

0 1 2 3 4 5 6 7 8 10
Acidez No perceptiblel I I I I I I I I i Muy intenso
Estructura No perceptiblel I I I I I I I I I Muy intenso
Tanico No perceptiblel I i I I I I I I i Muy intenso
Amargor No perceptiblel I I I I I I I I i Muy intenso
Alcohdlico No perceptiblel I I I I I I I I I Muy intenso
Equilibrio No perceptiblel I I I I I I I I I Muy intenso

I I | I I | I | | |

Persistencia No perceptiblel | [ [ | [ [ I I

I Muy intenso

Figura 3.7. Ficha utilizada en el anlisis sensorial de los vinos del cv. Tempranillo.
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3.7. Analisis estadistico

Los resultados obtenidos en los pardmetros agronomicos, uva, mosto y vino se
sometieron a andlisis estadisticos con el objetivo de estudiar el efecto de cada uno de los
factores estudiados (deshojado precoz y afio) y la posible interaccion entre ellos. Se
realizaron analisis de la varianza (ANOVA) de dos factores (tratamiento y afio) y su
interaccion (Tr x Afio). La comparacion de medias se calculé mediante el test “t” de
Student, con un intervalo de confianza del 95 % (p<0,05). Se efectu6 un analisis de
componentes principales (ACP) con el objetivo de determinar la varianza explicada por
las variables y asi analizar la influencia de los tratamientos y el afio. El analisis de
regresion lineal se empled para analizar las relaciones entre los valores de la
concentracion de los aminoéacidos e indices nitrogenados y los de los parametros
agronoémicos. Todos los andlisis estadisticos fueron realizados usando el software
informético XLstat-Pro (Addinsoft, Paris 2011).
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Efecto del deshojado precoz sobre el desarrollo vegetativo y

productivo de la cepa y las caracteristicas de la uva

4.1.1. Condiciones meteorologicas de los afios 2009-2011

Las condiciones climéticas ejercen una fuerte influencia sobre la velocidad de sintesis
y acumulacién de los distintos componentes de la uva durante su desarrollo y condicionan
su composicion en el momento de la vendimia (\Winkler, 1965; Van Leeuwen et al.,
2004; Seguiny Garcia de Cortazar, 2005; Webb et al., 2008). Por eso, para evaluar el
efecto del deshojado precoz sobre los aspectos agrondémicos, la maduracion de la uva y
su composicion en el momento de la cosecha y la del vino a partir de ellas elaborados, el

presente estudio se ha desarrollado durante tres campafias consecutivas.

A pesar de que tanto las temperaturas medias del periodo vegetativo-productivo (V-P,
abril-septiembre) (21,2 °C en 2009 y 21,6 °C en 2010 y 2011) como las medias anuales
(enero-diciembre) (16,6, 16,3 y 16,4 °C en 2009 2010 y 2011 respectivamente) fueron
similares en los tres afios del estudio al realizar un analisis mas detallado y profundo de
las condiciones climatolégicas de esos afios se observan ciertas diferencias interanuales
(Tabla 3.2, epigrafe 3.1.2).

En 2009 y 2011, las temperaturas maximas registradas en los meses de mayo y junio
fueron superiores a las de la media del periodo 2004-2011 y en los meses de julio y agosto

fueron las habituales.

En 2010, los valores de las temperaturas maximas de los meses de mayo y junio fueron
inferiores a los del 2009 y 2011 e incluso menores que las de la media del periodo 2004-
2011. Sin embargo, en julio y agosto se registraron temperaturas maximas superiores a

las medias del mismo periodo.

Las temperaturas medias durante el periodo de maduracion de la uva (julio-
septiembre) fueron superiores a los 16 °C, lo que indica que el vifiedo de estudio se
localiza en una “zona Beta” de produccion, segun la clasificacion de Jackson y LLombard
(1993). Las zonas Beta son aquellas en las que la mayoria de los cultivares maduran

mucho antes de que las temperaturas desciendan por debajo de los 10 °C. Asi, los dias y
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las noches siguen siendo calidos, y alcanzar la madurez no supone, en principio, un

problema.

En lo que respecta a las precipitaciones, los valores registrados durante el periodo V-
P en los afios 2010 y 2011 se encontraron dentro de la media registrada en la zona (150
mm; media 2004-2011). Sin embargo en el afio 2009 apenas se sobrepaso los 100 mm,
afio en el cual, el 39 % de la precipitacion se registro durante el mes de diciembre (Fig.
3.1, epigrafe 3.1.2), y que, probablemente, dio lugar a una elevada disponibilidad hidrica
en el suelo en el inicio del ciclo vegetativo de la campafia siguiente. En el afio 2010,
aungue se registro el verano de menor precipitacion, en comparacion con los otros dos
estudiados, la precipitacion anual fue de 200 mm, superior a la media de los ultimos 8
afios, con el 58% de la precipitacion registrada durante el invierno y la primavera y el 39
% durante el otofio. De nuevo, las lluvias registradas en otofio posiblemente aumentaron
la disponibilidad hidrica del suelo durante la siguiente campafia. El 2011 fue el afio en el
que se registrd un menor volumen de precipitacion anual, 400,4 mm, valor inferior a la
media registrada durante los afios 2004-2011. El reparto de dichas precipitaciones fue del
59 % durante las estaciones de invierno y primavera, un 7 % durante los meses de verano

y el resto (34 %) durante el otofio.

La Tabla 4.1 muestra los valores de los indices bioclimaticos (indice heliotérmico, HI,
indice de frescor nocturno, CI; indice de sequia, DI) que definen el clima viticola de la
zona segun . Estos valores clasifican la zona del ensayo
como regién de clima célido, noches templadas y muy seco. Al analizar los valores de
manera detallada, y como consecuencia de las temperaturas y lluvias de los diferentes
afios, se observo que durante la camparia 2009 se registraron los menores valores de HI
(2764) y los valores mas negativos de DI (-197,7) respecto de las dos camparias siguientes
(HI, 2836 y 2846; DI, -178 y -162,2 en 2010 y 2011 respectivamente).

Debido a que las cepas de ambos tratamientos se regaron con el 100 % de la ETc, la
disponibilidad de agua durante el periodo de riego no debe haber sido un factor limitante
para el desarrollo del cultivo en ninguno de los afios de estudio (Tabla 3.4, epigrafe 3.2).,
El potencial hidrico de tallo (yt) (2009-2011), medido a medio dia solar, que determina
el estado hidrico de las cepas, fue de -0,55 MPa (valor medio obtenido de brotacién-
cosecha) en el caso del tratamiento C y -0,54 MPa (valor medio brotacion-cosecha) en el

de ED, sin descender, durante ninguno de los afios y tratamientos, por debajo de -1,0
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MPa, valor que, segun diferentes autores, es indicativo de ausencia de estrés hidrico en el

vifiedo

Tabla 4.1. indices biocliméticos correspondientes a los afios 2009, 2010 y 2011 en la zona del vifiedo

experimental del cv. Tempranillo.

2009 2010 2011 2009-2011
Indice i i i i
Valor (_Zl'lma Valor C_:I'lma Valor (_ZIJma Valor C_:IJma
viticola viticola viticola viticola
HI: Calido Calido Calido Calido
Heliotermico 204 (HI+2) 2830 (e 2 iy B (Hi)
Noches Noches Noches Noches

ClI: Frescor
16,6 templadas 17,2 templadas 16,2 templadas 16,7 templadas
nocturno (°C)

(CI-1) (CI-1) (CI-1) (CI-1)
DI: Sequia Muy seco Muy seco Muy seco - Muy seco
(mm) " (D142 T (DI+2) " (D+2) 1794 (DI+2)

4.1.2. Desarrollo vegetativo y componentes de la produccion.

La Tabla 4.2 muestra el efecto del deshojado precoz sobre desarrollo vegetativo de las
cepas en los tres afios de estudio. El &rea foliar eliminada (AFE), vario entre el 36 del area
foliar desarrollada en el momento del deshojado (AFT;) en 2009 y el 50% 2010. Esta
diferencia se explica principalmente en base a la diferente intensidad con que se efectud
el deshojado, ya que en 2009 se eliminaron las hojas de los siete primeros nudos del
pampano principal, y en las dos campafias siguientes se eliminaron éstas y también las
hojas de los brotes anticipados. Debido a los elevados valores de AFT; en 2011, los
mayores de las tres campafas, aunque la intensidad del deshojado fue similar a la del afio
anterior, el AFE solo alcanzo el 40% del AFT;.
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Tabla 4.2. Area foliar existente en el momento en el que se efectud el deshojado (AFTi), area foliar
eliminada (AFE) y éarea foliar total media en el periodo de envero a vendimia (AFTm) de las cepas del

tratamiento (Tr) control (C) y deshojado precoz (ED) del cv. Tempranillo (campafias 2009-2011).

) 2009 2010 2011 2009-2011 Significacion
Parametro o ~
ED C ED C ED C ED Tr Afno TrxAfo
AFT; (m?/cepa) 31 3,8 53 4,1 - - -
AFE (%) 0 36 0 50 0 40 0 42 - - -
AFTm (m?/cepa) 91 72*>* 71 6,7 111 87* 91 7.5 ed [ ERET &3

Nivel de significacion: los datos de cada afio se analizaron mediante el test t-Student; los datos de los tres afios se sometieron a un

ANOVA de dos vias (tratamiento x afio); *, ** y *** indican significacion a p<0,05, p<0,01 y p<0,001 respectivamente.

Tras la aplicacion del deshojado precoz, al igual que en las cepas C, el area foliar de
las ED continu6 aumentando hasta la parada de crecimiento proxima al envero, momento
en el que queda fijado el area foliar méxima de la campafia en cuestion. El deshojado
precoz provocO descensos significativos del valor del area foliar total media (AFTm)
respecto al tratamiento control en las camparias 2009 y 2011. Sin embargo, hay que
destacar que la amplitud de estos descensos fueron menores que las correspondientes
AFE. Este resultado implica una cierta recuperacion del area foliar en los tratamientos
ED debida, posiblemente, a una estimulacion en el crecimiento de los brotes anticipados.

observaron resultados similares en las cepas del cv. Barbera cultivadas
en Piacenza (Italia). En el afio 2010 la recuperacion foliar de ED lleg6 a igualar el AFTm

de ambos tratamientos.

La Tabla 4.3 muestras el efecto del deshojado precoz sobre el nimero de flores/racimo
(inflorescencia) y la tasa de cuajado. En la primera campafia de aplicacion del deshojado
(2009), esta técnica no modificé ninguno de estos dos parametros. Estos resultados
pueden ser explicados, por una parte, a la menor intensidad con que se efectud la practica,
como asi lo describe , 'Y por otro, a la capacidad de la vid para
amortiguar el fuerte estres causado por el deshojado, bien a través de la movilizacion de
reservas de estructuras permanentes, o a través de la compensacion fotosintética de las

hojas restantes
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Tabla 4.3. Nimero de flores por racimo y tasa de cuajado (%) determinados en las cepas de los tratamientos

(Tr) control (C) y deshojado precoz (ED) del cv. Tempranillo (campafias 2009-2011)

5 2009 2010 2011 2009-2011 Significacion
Parametro 5 5
C ED C ED C ED C ED Tr Afio TrxAfo
N° flores/racimo 349 341 565 560 712 599" 452 500 ns @ AF** *
Tasa de cuajado (%) 60 52 | 52 33" 42 35 51 40  F* x* ns

Nivel de significacion: los datos de cada afio se analizaron mediante el test t-Student; los datos de los tres afios se sometieron a un
ANOVA de dos vias (tratamiento x afio); *, **, *** y ns: indican significacion a p<0,05, p<0,01 p<0,001 y no significativo

respectivamente.

El deshojado precoz provocOd descensos significativos (p<0,05) del ndmero de
flores/racimo en 2011 y en la tasa de cuajado en el 2010, campafia en la que, ademas de
ser significativas, las diferencias de la tasa de cuajado (%) fueron las de mayor amplitud
(33 % en ED frente al 52 % de C). Este hecho puede explicarse en base a la mayor
intensidad con que se efectud el deshojado ese afio (Tabla 4.2). Estos resultados son
similares a los hallados por y al aplicar esta
técnica en otras variedades y zonas (cv. Aglianico en Salerno, Italia y cv. Pinot Noir en
Michigan, EEUU respectivamente). La tasa de cuajado es una funcién directa del namero
de hojas de los brotes principales durante la etapa de pre-floracion, pardmetro que
depende del aporte de hidratos de carbono

y de la tasa fotosintética durante el periodo de floracion
lo que explica que una limitacion en la disponibilidad de
carbohidratos reduzca las tasas de cuajado. La disminucién de la tasa de cuajado como
consecuencia del deshojado precoz ha sido observada por diferentes investigadores en
otras variedades y zonas como Sangiovese, Barbera, y Lambrusco en Italia
, Tempranillo, Graciano y Mazuelo en la

Rioja, Espafia o Albarifio en Pontevedra, Espafia

La Tabla 4.4 muestra el efecto del deshojado precoz sobre los compontes de la
produccién, y sobre el ratio area foliar total media/produccion (AFTm/P) en las cepas del
cv. Tempranillo en las camparfias 2009-2011. Los resultados indican que, en la mayoria
de los parametros evaluados, el efecto dependio del afio, como lo demuestra la existencia
de interaccidnes significativas tratamiento x afio (Tr*Afio). En el afio 2009, el deshojado
precoz (ED) no caus6 ninguna variacion sobre estos parametros. En 2010 provocd un
incremento (p<0,01) del n° de racimos/cepa y en 2011 un descenso (p<0,01) respecto de

los valores de las cepas control (C).
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Tabla 4.4. Compontes de la produccion y ratio area foliar total media/produccién (AFTm/P) en cepas del
cv. Tempranillo (campafias 2009-2011) a partir del tratamiento (Tr) control (C) y de deshojado precoz
(ED).

2009 2010 2011 2009-2011 Significacion

Parametro . Tr x
C ED C ED C ED C ED Tr Afio Afio

N° racimos/cepa 205 20,0 19,8 22,17 | 223 198" 209 20,6 ns ns Fxk
N° bayas/racimo | 127 161 = 216 1257 | 220 131 | 188 139 ** ns x*
Peso de racimo (g)  248,0 299,2 381,2 207,5™|264,7 225,8™ 298,0 2442 *** ns Fxk
Produccion (t/ha) = 16,8 19,7 20,4 150" | 195 151" 189 166 ** ns *

AFTm/P (M¥Kg) 18 127 12 1,5 19 1,9 1,6 15 ns *** ns

Nivel de significacion: los datos de cada afio se analizaron mediante el test t-Student; los datos de los tres afios se sometieron a un

ANOVA de dos vias (tratamiento x afio); *, **, *** y ns: indican significacion a p<0,05, p<0,01 p<0,001 y no significativo

respectivamente.

Estudios realizados por diferentes investigadores confirman que el deshojado precoz
es una herramienta eficaz para reducir la compacidad y conseguir controlar la carga de

cultivo en variedades caracterizadas por su gran tamafio de racimo

. En el presente estudio, el
deshojado precoz tendi6 a reducir la tasa de cuajado en los tres afios evaluados, siendo
esta reduccion significativa en el afio 2010 y como consecuencia se observo, en el
tratamiento ED una tendencia a la disminucion del nimero de bayas por racimo, de
manera significativa (p<0,01) en el afio 2010 y, con excepcion del 2009, a la diminucion
del peso de racimo y la produccidn en comparacion con el tratamiento C. Por lo tanto, y
en total concordancia con otros estudios ya citados

, la reduccion de la tasa de cuajado, que provoco la disminucion
del nimero de bayas/racimo y del peso del racimo, origind el consiguiente descenso
significativo de la produccion en los afios 2010 y 2011 en el tratamiento ED en

comparacion con el C.

Los resultados observados durante la campafia 2009 pueden ser una consecuencia
directa de los ataques de Botrytis cinerea al que se vio afectado el vifiedo durante dicha
campafia. La incidencia de esta enfermedad fue mayor en el tratamiento C con un claro
descenso en la produccion. El ataque fue menos severo en el caso de ED, ya que la
eliminacién de parte de la vegetacion favorecio la aireacidn de los racimos y la efectividad
de los tratamientos fungicidas. Estudios desarrollados en los cv Tempranillo en La Rioja
(Norte de Espafia) y Pinot Noir en Michigan (EEUU)
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mostraron que la incidencia de Botrytis cinerea se reducia
significativamente cuando se aplicaba el deshojado precoz, debido principalmente a la
reduccion del numero de bayas por racimo como consecuencia de la menor tasa de
cuajado, dando lugar a una menor compacidad de los racimos y mejorando la circulacion

del aire y exposiciéon luminica.

Ademas de la mayor intensidad con que se efectud el deshojado precoz en 2010 y
2011, para explicar el mayor efecto del tratamiento, hay que considerar también la
repercusion de la aplicacion de dicha técnica en campafias sucesivas. Estudios previos
sobre el efecto acumulativo del deshojado tradicional

indicaron que los mecanismos involucrados en la relacion entre el deshojado, la
disponibilidad y reserva de carbohidratos y los componentes florales podrian considerarse
por el efecto directo causado durante el afio de aplicacion del deshojado y por efecto
arrastrado en camparias posteriores al deshojado, incidiendo sobre la fertilidad de las
yemas. Este efecto se ha observado también en cepas en las que se ha practicado el
deshojado precoz como han mostrado los estudios de y :
efectuados en el cv. Tempranillo en las zonas de Rioja y Requena (Valencia)
respectivamente. Sin embargo, otros investigadores no han observado efecto del
deshojado precoz sobre el nimero de racimos en campafias posteriores a la aplicacion del

tratamiento

El ratio AFTw/P es un indice cominmente empleado para expresar el balance entre la
capacidad fuente de las cepas y la demanda de fotoasimilados por parte de los racimos
. A este respecto hay que destacar que, aunque el deshojado

precoz provocd reducciones significativas del area foliar total media (AFTm) respecto de
las C en las campafias 2009 (p<0,01) y 2011 (p<0,05), el ratio AFT~/P solo se modificd
significativamente (p<0,05) en 2009 disminuyendo su valor en ED vs C (Tabla 4.4). Este
resultado se explica en base a los ataques de Botrytis cinerea, anteriormente mencionados,
que provocaron descensos en la produccidn, con el consiguiente aumento de los valores

de ese ratio.
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4.1.2.1. Analisis de componentes principales (ACP) de los componentes de la

produccion

Con el objetivo de representar graficamente los resultados de los tres afios de estudio,
los valores medios de los pardmetros relacionados con los componentes del rendimiento,
el numero de flores por racimo y la tasa de cuajado determinados en las cepas control (C),
y en cepas sometidas al tratamiento de deshojado precoz (ED) se realiz6 un analisis de

componentes principales (ACP) (Figura 4.1).

Los dos primeros componentes principales (CP) explican el 79,4 % de la varianza total,
correspondiendo un 49,6 % al CP1yun 29,8 % al CP2 (Fig. 4.1). El eje CP1 se caracteriza
fundamentalmente por la produccion, peso de racimo y tasa de cuajado en su parte
positiva y por el n® racimos/cepa y AFTw/P en su parte negativa. Por otra parte, todos los
pardmetros, a excepcion de la tasa de cuajado, caracterizan la parte positiva del eje CP2.

La tasa de cuajado caracterizo la parte negativa de ese mismo eje (CP2).

El afio 2009 estuvo determinado por una alta tasa de cuajado, independientemente del
tratamiento. Sin embargo, si se observaron diferencias entre tratamientos en los afios 2010
y 2011. El deshojado precoz en 2010 dio lugar a un mayor ratio area foliar total
media/produccion (AFTm/P) frente al control que destacé por una mayor produccion y
peso de racimo. De la misma, forma el control en el afio 2011 también mostré diferencias
con el deshojado precoz, distinguiéndose fundamentalmente por un elevado nimero de

flores/racimo, racimos/cepa y nimero de bayas/racimo.
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Figura 4.1. Analisis de componentes principales (ACP) realizado con los valores medios del nimero de
flores por racimo, tasa de cuajado y de los componentes del rendimiento de cepas del cv. Tempranillo del

tratamiento control (C) y deshojado precoz (ED) durante las camparias 2009-2011.

4.1.3. Efecto del deshojado precoz sobre la evolucion de las caracteristicas fisico-

quimicas de las uvas durante el periodo de la maduracion

El deshojado precoz modifica el microclima del racimo y, por tanto, la velocidad y la
forma de acumularse, transformarse y degradarse los metabolitos en la baya durante el
periodo de maduracion, con las consiguientes variaciones de su composicion fisico-

quimica en el momento de vendimia (Poni et al., 2009).
Campafa 2009

La Figura 4.2 muestra la evolucion de los parametros incluidos en el andlisis de la
madurez de la pulpa, o madurez tecnoldgica. En esta campafia se muestrearon y
analizaron semanalmente las bayas de ambos tratamientos (ED y C) desde que las uvas

alcanzaron un valor de SST de 20 °Brix hasta la vendimia de las uvas C.
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Las uvas se vendimiaron en funcién de su madurez tecnoldgica. Se considerd que las
bayas habian llegado a la madurez tecnolégica cuando el SST alcanzo el valor de 23-24
°Brix. En funcién de ello, las uvas ED se cosecharon con 24,4 °Brix el dia 237 del afio
juliano (DDA) y las C con 23,5 °Brix una semana después (244 DDA).

Las graficas muestran que, respecto del control, en los diferentes muestreos realizados
el deshojado precoz no modifico significativamente los valores de los parametros
estudiados, y en las bayas de ambos tratamientos se observé una tendencia al incremento
de los valores de SST y de pH, y el descenso de los valores del contenido de acido mélico
(MH?2) y de acidez titulable (AT) tipicos del proceso de maduracion. Por tanto, la técnica
del deshojado precoz no modicié sustancialemnte la manera en cdmo se acumulan y
desaparecen los metabolitos durante la maduracion. Sin embargo, para un mismo
muestreo, las bayas ED tendieron a presentar valores ligeramente superiores de SST e
inferiores de MH,, AT y de la relacion entre el &cido tartarico y el &cido malico
(TH2/MH2) que las C. El ratio SST/AT, considerado a nivel enolégico como indicador
del grado de madurez tecnoldgica de las uvas, en general mostrd valores superiores en

ED que en C, y fue significativamente superior el 237 DDA.
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Nivel de significacion: los datos de cada afio se analizaron mediante el test t-Student; *: indica significacion a p<0,05. SST, sélidos
solubles totales (°Brix); AT, acidez titulable (g acido tartarico/L); TH,, &cido tartarico (g/L); MH,, &cido malico (g/L); DDA: Dia del

afio juliano.

Figura 4.2. Valores de los parametros de madurez tecnolégica de las uvas del cv. Tempranillo (campafia
2009) procedentes del tratamiento control (C) y deshojado precoz (ED).
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La Figura 4.3 muestra la evolucion de los parametros referentes a la madurez fendlica
de las uvas; PPT (potencial polifendlico total), AnT (contenido antociénico total) y TnT
(contenido de taninos totales). Segun refleja la Figura, los valores de estos parametros
fueron similares en las uvas de ambos tratamientos en todos los muestreos realizados.
Estos resultados indican que el deshojado precoz no repercutié de forma significativa en

la acumulacién de sustancias fendlicas en las bayas.

Se considerd que las uvas ED estuvieron fenolicamente maduras el 237 DDA (valor
maximo de AnT). En esta fecha, las uvas también habian alcanzado la madurez
tecnoldgica. Sin embargo, en el tratamiento C el maximo de PPT y AnT se produjo una
semana antes de alcanzar el valor de SST de vendimia (23,5 °Brix) y no se observo la

coincidencia entre la madurez fenodlica y tecnoldgica de las uvas.

El hecho de que en 2009 no se haya apreciado practicamente ninguna diferencia
significativa ni en los valores de los parametros indicadores de la madurez tecnoldgica ni
en los de la fendlica de las bayas puede ser debido, por un lado, a que la baja intensidad
de la préactica del deshojado aplicado en este primer afio de estudio haya provocado un
escaso efecto del deshojado sobre la composicion fisico-quimica de las bayas en
comparacion con el tratamiento control , 'y por otro lado, a la
capacidad amortiguadora de las cepas anteriormente comentada, a través de la

movilizacién de reservas o compensacion fotosintética
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PPT, potencial polifendlico total (mg acido galico/g baya); AnT, contenido antocianico total (mg cloruro de malvidina/g baya); TnT,
contenido de taninos totales (mg catequina/g baya). DDA: Dia del afio juliano.

Figura 4.3. Valores de los parametros de madurez fendlica del cv. Tempranillo (campafia 2009)

procedentes del tratamiento control (C) y deshojado precoz (ED).
Campafia 2010

En el afio 2010, los analisis comenzaron el 216 DDA cuando las uvas ED alcanzaron
los 20 °Brix, y continuaron hasta el 264 DDA (una semana después de la cosecha de las
uvas C). En esta campafia, las uvas se vendimiaron con valores proximos a los 23 °Brix
(23 °Brix en C y 23,5 °Brix en ED).

La Figura 4.4 muestra la evolucion de los parametros de madurez tecnoldgica en la
camparia 2010. Segun refleja la Figura, durante todo el periodo analizado se observo la
misma tendencia: el peso de las bayas ED fue menor y el SST mayor que las C. Los
valores Unicamente fueron significativamente diferentes en el muestreo 243 DDA.
Respecto a los &cidos, los valores de AT y MH> mostraron una tendencia a presentar
menores valores en ED que en C siendo la diferencia significativa en los muestreos 216
DDA, 252 DDA y 256 DDA para AT y 216 DDA para MH>). En consecuencia, los
valores de SST/AT de las bayas ED, fueron superiores (p>0,05) a los de las C en todos
los muestreos excepto en 252 DDA. A lo largo de todo el ciclo, excepto el 216 DDA, el
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pH de las uvas ED, fue significativamente superior al de las C, y es de destacar que el

incremento fue en aumento a lo largo del ciclo de maduracion.

El resultado més destacable de esta campafia es que las uvas ED alcanzaron la madurez
tecnoldgica, en fechas anteriores a las C. El valor del ratio de acumulacién de azucares
diario (°Brix/nimero de dias) correspondientes al periodo 216-243 DDA fue 0,11 en ED,

ligeramente superior al calculado en el tratamiento C (0,10) para el periodo 216 256 DDA.

96



Resultados y Discusion

Peso de baya SST
- .
22 23,0
19 21,0
> *% Z |
@
16 19,0 -
13 17,0
10 150 — — — -
216 243 252 256 264 216 243 252 256 264
DDA DDA
80 45
70 i
* 42 A %
6,0 *
39
250 . **
k% 3,6 |
40 - *
30 i 33 |
20 ! 30 | - - - .
216 243 252 256 264 243 252 256 264
DDA DDA
TH, MH,
70 40
6,5 m 3% *
ko 30 m
| .|
3 55 | 5 20
50 | 15 l
10
45 ‘ 05 <|
40 - - - - 00
216 243 252 256 264 243 252 256 264
DDA DDA
TH,/MH, SST/AT
*
*k
30 50
25
* 40
20 *
30
15
10 20
05 10
00 - - - 2 00
216 243 252 256 264 216 243 252 256 264
DDA DDA
LC HED

Nivel de significacién: los datos de cada afio se analizaron mediante el test t-Student; *, ** y *** indican significacion a p<0,05,
p<0,01y p<0,001 respectivamente. SST, sélidos solubles totales (°Brix); AT, acidez titulable (g &cido tartarico/L); TH,, &cido tartarico
(g/L); MH,, acido malico (g/L); DDA: Dia del afio juliano.

Figura 4.4. Valores de los parametros de la madurez tecnolégica de las uvas del cv. Tempranillo (campafia
2010) procedentes del tratamiento control (C) y deshojado precoz (ED).
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La Figura 4.5 muestra los valores de los parametros relativos a la madurez fendlica en
las uvas control y en las sometidas al deshojado precoz del cv. Tempranillo (campafia
2010). El deshojado precoz también tuvo repercusion en la velocidad de acumulacion de
los metabolitos secundarios de la baya, y en la evolucion de estos parametros en las uvas
C se observa cierto retraso respecto de las ED: en éstas Ultimas se alcanz6 la madurez
fendlica (valores maximos de PPT y AnT) en el muestreo 243 DDA, mientras que en C
en el 256 DDA. Por tanto en ambos tratamientos, coincidieron las fechas de vendimia con
la de la madurez fenolica. Los valores mas altos de TnT se hallaron el 216 DDA enED y
el 243 DDA en C. Respecto al efecto del deshojado precoz sobre la concentracion de
compuestos fendlicos en las bayas durante el periodo de maduracion, no se pudo
establecer una tendencia clara a lo largo de todo el ciclo, pues dependiendo del muestreo
se registraron incrementos y descensos significativos de PPT, AnT y TnT en los valores

de ED respecto de los C.
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Nivel de significacion: los datos de cada afio se analizaron mediante el test t-Student; * y **: indican significacién a p<0,05 y p<0,01
respectivamente. PPT, potencial polifendlico total (mg acido galico/g baya); AnT, contenido antocianico total (mg cloruro de

malvidina/g baya); TnT, contenido de taninos totales (mg catequina/g baya). DDA: Dia del afio juliano.

Figura 4.5. Valores de los parametros de madurez fendlica de las uvas del cv. Tempranillo (campafia 2010)

procedentes del tratamiento control (C) y deshojado precoz (ED).
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Campana 2011

Al igual que en la cosecha 2010, en el afio 2011 se comenzaron los analisis cuando las
uvas del tratamiento ED alcanzaron los 20 °Brix, y continuaron hasta una semana después
de la vendimia del tratamiento C. En esta campafian, las uvas C y ED se vendimiaron con
valores de SST de 23,2 y 23,4 °Brix respectivamente.

La Figura 4.6 muestra la evolucion de los valores de los parametros relativos a la de
madurez tecnologica en el cv. Tempranillo (campafia 2011). En los diferentes muestreos
se observo la misma tendencia que en la campafia anterior: el valor del peso de las uvas
ED fue menor (p<0,05en 230 DDAy 237 DDA) y el del SST mayor que los respectivos
las uvas C. El efecto del deshojado sobre los valores del acido tartarico y malico dependio
del muestreo considerado, pues, aunque el efecto Unicamente fue significativo en el
ultimo muestreo (250 DDA), en todos ellos la AT de las uvas C tendi6 a presentar valores
mas altos que los de las C. Ello provoc6 un aumento de los valores de la relacion SST/AT,
que fue significativo el 237 y 250 DDA. En esos mismos muestreos, el pH de las uvas

ED, tendié a mostrar valores superiores respecto al de las C.
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Nivel de significacion: los datos de cada afio se analizaron mediante el test t-Student; * y **: indican significacion a p<0,05 y p<0,01
respectivamente. SST, s6lidos solubles totales (°Brix); AT, acidez titulable (g &cido tartarico/L); TH,, &cido tartérico (g/L); MH,, acido
malico (g/L); DDA: Dia del afio juliano.

Figura 4.6. Valores de los parametros estimadores de la madurez tecnol6gica en las uvas del cv.
Tempranillo (campafia 2011) procedentes procedentes del tratamiento control (C) y deshojado precoz (ED).
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En la Figura 4.7 se muestran los valores de los pardmetros de la madurez fendlica en
uva del cv. Tempranillo. En todos los muestreos se observé la misma tendencia: un mayor
contenido de compuestos fendlicos en las uvas ED que en las C, siendo el efecto
significativo Unicamente en algunos momentos del ciclo. Respecto de las C, las uvas ED
presentaron mayores valores de PPT (p<0,05) en los muestreos 237 y 250 DDA, y de
ANnT (p<0,05) en el 237 DDA. En relacion al valor de TnT, Gnicamente se observaron
mayores valores en ED (p<0,05) al inicio del ciclo de maduracion en comparacién con
las bayas C.

En esta campafia, los valores maximos de AnT no se registraron en ninguno de los
tratamientos en las respectivas fechas de vendimia ED y C, demostrando cierta asincronia
entre las fechas correspondientes a la madurez tecnologica y la fendlica de las uvas de

ambos tratamientos.
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Nivel de significacion: los datos de cada afio se analizaron mediante el test t-Student; * y **: indican significacién a p<0,05 y p<0,01
respectivamente. PPT, potencial polifendlico total (mg acido galico/g baya); AnT, contenido antocianico total (mg cloruro de
malvidina/g baya); TnT, contenido de taninos totales (mg catequina/g baya). DDA: Dia del afio juliano.

Figura 4.7. Valores de los pardmetros de la madurez fendlica en las uvas del cv. Tempranillo (campafia
2011) procedentes del tratamiento control (C) y deshojado precoz (ED).
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4.1.4. Efecto del deshojado precoz sobre la composicion fisico-quimica de la uva

en el momento de vendimia

Los estudios que hasta la fecha han analizado los efectos del deshojado precoz en la
composicion fisico-quimica de las uvas, mostos y vinos lo han hecho por lo general en
uvas vendimiadas en idéntica fecha y con diferente contenido en SST. Sin embargo, desde
el punto de vista viticola, pero sobre todo enoldgico, es necesario disponer de resultados
del efecto de esta practica en uvas de similar contenido en SST para asi poder evaluar su
impacto sobre las caracteristicas fisico-quimicas de vinos de similar graduacion
alcoholica. Esta Tesis estudia y analiza los resultados del efecto del deshojado precoz en
la composicion del cv Tempranillo en idéntico estado de maduracion en un clima célido
y se ha considerado que las bayas estan tecnoldgicamente maduras cuando el contenido

en solidos solubles totales (SST, © Brix) alcanza el valor de 23-24 °Brix.

La Tabla 4.5 muestra los valores de los parametros de la madurez tecnolodgica y la
fenolica analizados en uvas a similar SST, es decir los correspondientes a las fechas de
vendimia de cada tratamiento en cada uno de los tres afios del estudio. Los resultados del
ANOVA indican que, cuando se consideran los valores medios trianuales, el deshojado
precoz Unicamente tuvo efecto significativo (p<0,01) sobre los valores del peso de baya
y de K (menores y mayores respectivamente en ED vs C). Asi mismo se aprecio un efecto
significativo del afio en los valores de AT (p<0,001), TH2 (p<0,001), SST/AT (p<0,001),
PPT (p<0,01) y AnT (p<0,01). Ademas, se observan interacciones significativas
tratamiento x afio en los pardmetros TH2 (p<0,01), TH2/MH2 (p<0,01) y TnT (p<0,01).

En el afio 2009, el deshojado precoz, en comparacion con el tratamiento control,
incremento los valores de pH (p<0,01) y disminuy6 los de MH; (p<0,001), aumentando
asi la relacion TH2/MH2 (p<0,01). En el 2010, el tratamiento ED mostré mayores valores
de TH2 (p<0,05), incrementando el ratio TH2/MH. (p<0,05). En la campafia 2011
Unicamente se observo un incremento del potasio (p<0,01) de las bayas ED en
comparacion con las C. obtuvieron resultados similares relativos al
aumento de la relacion TH2/MH2 observados en las camparfias 2009 y 2010, en un trabajo
realizado con el cv. Tempranillo cultivado en La Rioja cuando aplicaron un deshojado

dos semanas tras el momento de cuajado.
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Tabla 4.5. Composicion fisico-quimica de las uvas del cv. Tempranillo con similar concentracion de
solidos solubles totales. (campafias 2009-2011) procedentes del tratamiento control (C) y deshojado precoz
(ED).

Parmetro 2009 2010 2011 2009-2011 Significacion
ED C ED C ED C ED Tr Afio TrxAfo

Peso de baya (g) 2,0 1,8 22 17 21 1,8 21 18 ** ns ns
SST (°Brix) 235 244 230 235 232 234 232 238 ns ns ns
pH 38 40" 38 38 37 3,7 38 38 ns ns ns
AT (g TH2/L) 4,1 4,1 48 48 | 52 57 47 49 ns *** ns
MH:2 (g/L) 23 167 23 20 19 20 21 19 ns ns ns
TH: (g/L) 5,8 6,0 51 61" 49 4,6 53 56 ns *** faa
SST/IAT 57 5,9 48 49 45 4,1 50 50 ns *** ns
TH2/ MH: 26 377 22 30° 26 2,4 25 30 ns ns fol
K (g/L) 12 14 14 18 11 19" 12 17 ** ns ns
PPT (mg/g) 15 2,0 20 21 14 1,3 16 18 ns ** ns
ANnT (mg/qg) 1,2 13 09 09 05 0,5 09 09 ns ** ns
TnT (mg/g) 2,5 2,5 23 39 25 28 24 31 ns ns s

Nivel de significacion: los datos de cada afio se analizaron mediante el test t-Student; los datos de los tres afios se sometieron a un
ANOVA de dos vias (tratamiento x afio); *, **, *** y ns: indican significacion a p<0,05, p<0,01, p<0,001 y no significativo
respectivamente. SST: Sélidos solubles totales; AT: Acidez titulable; MH,: Acido malico; TH,: Acido tartarico; K: Potasio; PPT:
Potencial polifendlico total, mg &cido galico/g baya; AnT: Contenido antocianico total, mg cloruro de malvidina/g baya; TnT:
Contenido de taninos totales, mg catequina/g baya.

En la Tabla 4.6 se muestra la composicion fisico-quimica de los mostos C y ED de
partida. El resultado del andlisis de varianza muestra que el deshojado precoz, en
comparacion con el tratamiento control, provocé un descenso significativo (p<0,05) de
los valores medios trianuales de TH2 en los mostos. También se observan interacciones
significativas Tr x Afio en los parametros densidad (p<0,01), TH2 (p<0,01) y TH2/MH>
(p<0,01).

La composicién fisico-quimica de los mostos practicamente no se vio alterada por el
deshojado precoz. Unicamente, durante el afio 2009, se observaron descensos
significativos del pH y de MH: en el tratamiento ED vs C. Durante el resto de campanas
no se halld efecto significativo sobre los parametros analizados, aungue se observé una

tendencia similar de descenso de MH> a la apreciada en 2009 en ED.
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Tabla 4.6. Composicion fisico-quimica de los mostos del cv. Tempranillo (campafias 2009-2011)

elaborados a partir de las uvas del tratamiento control (C) y deshojado precoz (ED).

Parimetro 2009 2010 2011 2009-2011 Significacion
ED C ED C ED C ED Tr Afo TrxAfo

Densidad (g/L) = 1107 1101 1099 1104 1102 1102 11023 1102 ns ns faal
pH 37 34 36 36 35 36 36 35 ns ns ns
AT (g TH2/L) 52 48 55 42 52 57 53 49 ns *F** ns
MH2 (g /L) 23 177 19 17 19 20 2,0 1,8 ns ns ns
TH2(g/L) 55 49 44 45 49 46 49 a7 | R wk
TH2/MH:2 24 29 23 27 26 24 24 27 ns ns faled

Nivel de significacion: los datos de cada afio se analizaron mediante el test t-Student; los datos de los tres afios se sometieron a un
ANOVA de dos vias (tratamiento x afio); *, **, *** y ns: indican significacion a p<0,05, p<0,01, p<0,001 y no significativo

respectivamente. AT: Acidez titulable; MH,: Acido mélico; TH,: Acido tartarico.
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4.1.4.1. Andlisis de componentes principales (ACP) de la composicion de la baya en

vendimia

Los valores de la composicion fisico-quimica de las bayas en fechas de vendimia de
ambos tratamientos ED y C se sometieron a un analisis de componentes principales
(ACP).

Un primer ACP (Figura 4.8) fue realizado con los valores medios de los parametros
enoldgicos de las bayas del cv. Tempranillo procedentes del tratamiento de deshojado
precoz (ED) y control (C) muestreadas en la fecha de la vendimia en ED de las camparias
2009-2011 (237 DDA, 243 DDA y 230 DDA respectivamente). Los dos primeros
componentes principales (CP) explican el 81,30 % de la varianza total, correspondiendo
un 59,30 % al CP1 y un 21,97 % al CP2. El CP1 se define en su parte positiva por los
solidos solubles totales (SST), pH, &cido tartarico (TH>), relacion SST/AT, potencial
polifendlico total (PPT) y el contenido antocianico total (AnT) y en la negativa por la
acidez titulable (AT), peso de baya y el contenido de taninos totales (TnT). EI CP2 se
caracteriza en su parte positiva por el acido malico (MH) y en su parte negativa por la
relacion TH2/MHo2. En los afios 2009 y 2010, en la fecha de vendimia ED, las uvas de este
tratamiento mostraron mayor grado de madurez tecnoldgica (mayor SST, pH, SST/AT y
menor peso de baya y AT) y fendlica (mayor PPT y AnT), en comparacion con el
tratamiento C. En la campafia 2011, ambos tratamientos se caracterizaron por un alto
valor de AT.
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Figura 4.8. Andlisis de componentes principales (ACP) realizado con los valores medios de los parametros
enoldgicos de las uvas del cv. Tempranillo procedentes del tratamiento control (C) y deshojado precoz
(ED). en el momento de la vendimia ED (campafias 2009-2011).

Un segundo ACP (Figura 4.9) se aplico a los valores medios de los parametros
enoldgicos de las bayas del cv. Tempranillo procedentes del tratamiento de deshojado
precoz (ED) y control (C) en el momento de vendimia en el tratamiento C, en las
campafas 2009-2011 (244 DDA, 256 DDA y 243 DDA respectivamente). Los dos
primeros CP explican el 76,5 % de la varianza total, correspondiendo un 50,74 % al CP1
y un 25,84 % al CP2. EI CP1 se define, por los pardmetros de SST, TH>, relacion
TH2/MHa, relacion SST/AT y AnT en su parte positiva y por AT y peso de baya en su
parte negativa. El CP2 se caracteriza, en su parte positiva por la TnT y en su parte negativa
por el MHz, pH y PPT. En este caso, las muestras se distribuyen en tres grupos bien
diferenciados, correspondientes a las tres camparias del estudio. Unicamente en el caso
del 2010 se observé una diferenciacion entre los tratamientos C y ED, de forma que ED
se caracterizo por un mayor contenido de SST, TH2, TH2/MH,, SST/AT y pH frente a C,

gue mostré mayores valores de MH; y PPT.
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Figura 4.9. Analisis de componentes principales (ACP) realizado con los valores medios de los parametros
enoldgicos de las uvas del cv. Tempranillo procedentes del tratamiento control (C) y deshojado precoz

(ED). en el momento de la vendimia C (campafias 2009-2011).

El tercer ACP (Figura 4.10) se realizd con los valores medios de los parametros
enoldgicos de las bayas del cv. Tempranillo procedentes del tratamientos de deshojado
precoz (ED) y control (C) a similar contenido de SST, durante las campafias 2009-2011.
Los dos primeros componentes principales explicaron el 76,6 % de la varianza total,
correspondiendo un 50,67 % al CP1 y un 25,95 % al CP2. El CP1 quedd definido por la
relacion SST/AT, pH, THz, PPT, TH2/MH2 y AnT en su parte positiva y por AT en la
parte negativa. EI CP2 se caracteriz0, en su parte positiva por MH: y el peso de baya,
mientras que en la parte negativa quedd definida por K y TnT. EI ACP permitio
diferenciar los tratamientos ED, situados fundamentalmente en la parte positiva del eje

CP1 de los tratamientos C situados en la parte negativa del mismo eje.
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Figura 4.10. Andlisis de componentes principales (ACP) realizado con los valores medios de los
parametros enologicos de las uvas del cv. Tempranillo procedentes de los tratamientos de deshojado (ED)

y control (C) con uvas de similar contenido en sélidos solubles totales (campafias 2009-2011).

De los resultados obtenidos se deduce que, en la mayoria de los parametros que definen
la calidad de la uva, el sentido del efecto del deshojado precoz fue similar en los tres afios
del estudio, sin embargo, su amplitud y significancia dependi6 en gran medida de las
condiciones climaticas de la campafia considerada y de la intensidad con que se efectud
el deshojado precoz, ya que, como se ha comentado anteriormente, en 2009 no se
eliminaron las hojas de los brotes anticipados. En lo que se refiere al efecto afio, estudiado
también por otros investigadores (Poni et al., 2006), los resultados muestran que el mayor
impacto se produjo en el afio mas humedo. Ademas, los resultados obtenidos también
indican que podria existir una determinada intensidad umbral de deshojado precoz para
observar un efecto significativo sobre la composicion fisico-quimica de la baya, ya
demostrada en investigaciones previas (Acimovic et al., 2016). La menor intensidad con
la que se realizo el deshojado precoz en 2009, podria ser uno de los motivos por el que
en dicha campafia apenas se percibieran cambios significativos en los parametros
analizados en las uvas ED frente a las C. Resultados semejantes obtuvieron Risco et al.
(2014) en el cv. Tempranillo cultivado en Requena (Valencia) y Salvi et al. (2017) en el
cv. Foglia Tonda en Siena (Italia). En el afio 2010 la mayor intensidad de la practica de

deshojado precoz, sumado a las caracteristicas climatoldgicas de dicha campafia,
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favorecieron la diferencia de los valores en los pardmetros tecnoldgicos entre los

tratamientos C y ED.

En lo referente al efecto del deshojado precoz sobre el peso de baya, los resultados
obtenidos en investigaciones previas no son siempre concordantes entre si, y parecen
depender de la interaccion entre la variedad y el terroir. En un estudio realizado con el cv.
Tempranillo en la Rioja, no observaron efecto sobre el peso de baya
como respuesta al deshojado precoz, pero si en el cv. Graciano. Posteriormente,

hallaron descensos del peso de baya al aplicar esta técnica en el cv. Tempranillo

en Requena. Por otra parte, observo que el peso de las bayas procedentes

del cv. Albarifio sometido a deshojado precoz fue similar al de las de las cepas sin

deshojar. En el presente estudio, a lo largo de los tres afios analizados, el peso de las bayas

en el tratamiento ED tendid siempre a estar por debajo de las del tratamiento C. Segun

algunos autores, la limitacion de la fuente de carbono durante la etapa temprana de su

desarrollo de la baya es la causa de la diminucién de su peso en el tratamiento de
deshojado precoz

. Otros indican que este efecto estaria contrarrestado

por el aumento de temperatura y la mayor exposicion solar de los racimos en las cepas

deshojadas

Por otra parte, en todos los afios de estudio y, de una manera mas notable durante el
segundo afio, para una misma fecha de muestreo, se observé una tendencia al aumento
del contenido en SST de las bayas procedentes de cepas deshojadas en comparacion a las
procedentes de las cepas control. Este resultado se ha confirmado previamente en estudios

realizados en otros cultivares y condiciones edafoclimaticas distintas

. Diferentes fenOmenos pueden citarse para justificar este
efecto. Uno de ellos es la modificacion y mejora del microclima de la canopia provocado
por el deshojado precoz, pues en el periodo inmediatamente posterior al deshojado, los
racimos experimentan un aumento en la exposicion solar y la temperatura que
generalmente se prolonga en el tiempo. En este sentido, el estudio de :
anteriormente citado, y el de , con el cv. Semillon en Italia, han
indicado aumentos de 1-2 °C en las uvas procedentes de cepas sometidas a un tratamiento

de deshojado precoz en comparacion con las cepas control.
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Por otra parte, a la capacidad de compensacion fotosintética de las hojas que se
mantienen en la cepa después de un deshojado, y a la mayor translocacién de
carbohidratos, tanto desde el tronco y las raices hacia los racimos, como desde la zona
apical hacia la base del pampano en las cepas deshojadas, hay que afiadir que para
contrarrestar la superficie foliar eliminada, la cepa promueve la brotacion y crecimiento
de los brotes secundarios cuya importancia como exportadores netos de carbohidratos ha
sido ampliamente demostrada por diferentes investigadores

. Sin embargo, hay que considerar que esta
respuesta fotosintética compensatoria Unicamente se desencadena si se compromete
notablemente la relacién hoja/fruto y esta seria otra

de las razones por las que el efecto del deshojado precoz fue desigual en las tres campafias.

Finalmente, larelacion AFTm/P, que se vio afectada de forma diferente en las distintas
camparfias (Tabla 4.4), también pudo afectar a los valores de SST hallados en C y ED.
Este ratio es un indice cominmente empleado para expresar el balance entre la capacidad
fuente de las cepas y la demanda de fotoasimilados por parte de los racimos

. La relacion entre su valor y el azicar acumulado en las bayas del cv.
Tempranillo fue mostrada por , quien hallé una correlacion positiva y lineal

significativa entre ambos parametros.

Distintos estudios indican la existencia de diferentes interacciones entre genotipo y
entorno en la respuesta a las técnicas de deshojado sobre pardmetros de acidez y pH
. Para una misma variedad, el efecto del

deshojado precoz difiere en funcion de la intensidad con que se efectle 0
de la camparia considerada . En el presente trabajo se hallaron incrementos
de pH en los tratamientos ED respecto de los C. Estos resultados, que concuerdan con los
hallados por en la misma variedad y bajo condiciones climaticas
similares, indican que, en términos de AT, la practica del deshojado precoz no resultaria
conveniente en los climas semiaridos debido a la baja acidez que se obtiene en el cv

Tempranillo en estas zonas.

Los acidos tartarico y malico representan entre un 69 % y un 92 % de todos los acidos
organicos presentes en las uvas, y son los que de mayor modo determinan la acidez total

y el pH . La tendencia a presentar menores valores de MH> en
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las uvas ED respecto de las C durante el ciclo de maduracién en la campafia 2010, se
explicaria en base a la modificacion del microclima del racimo debido a la mayor
intensidad del deshojado practicada ese afio (Tabla 4.2, epigrafe 4.1.2). Esta menor area
foliar habria provocado el aumento de temperatura incrementando la respiracion celular
y por tanto habria acelerado la degradacién del &cido malico

. Sin embargo, no se ha observado una tendencia clara en el efecto del deshojado
precoz en los valores de &cido tartarico y los resultados hallados en la bibliografia
tampoco son siempre concordantes. hallo diferentes respuestas en funcién
del cultivar y afio de estudio. En dicho trabajo, en el cv Tempranillo observé una
reduccion en la concentracion de acido tartarico provocada por el deshojado en
prefloracion en los dos afos de estudio. En el mismo estudio, en la variedad Graciano
hall6 un descenso de este acido en uno de los dos afios, mientras que en la variedad
Mazuelo hallé un incremento en su concentracion provocado por el deshojado precoz en
ambos afos. Diversos autores han observado incrementos del acido tartarico en mostos
procedentes de cepas deshojadas respecto a las uvas control, hecho que puede ser
explicado por el aumento repentino de la luz y la temperatura provocado por el deshojado

precoz, que conduciria a una mayor sintesis de dicho acido

Por otra parte, es de destacar que la relacion TH2/MH; durante el proceso de
maduracion, fue similar en las uvas de ambos tratamientos (ED y C) en los afios 2009 y
2011 y aumentd, en la mayor parte de los muestreos, en las uvas procedentes de cepas
deshojadas frente a las control en el 2010. Los resultados de esa campafia 2010,
concuerdan con los trabajos de anteriormente citado. Generalmente,
para la elaboracion de vinos se prefieren unos valores elevados del ratio THo2/MHz, pues
el TH2 es un acido més estable que el MH: y que puede mejorar la calidad del mismo,

especialmente en el caso de vinos blancos producidos en climas mas frios

Es de destacar que, desde el punto de vista cuantitativo, fue durante la camparia 2011
en la que se hallaron los menores valores de AnT de las uvas a fecha de vendimia. En los
trabajos de y , Unicamente se hall6 un incremento en
la concentracion total de antocianos en los tratamientos ED durante su primer afio de

estudio. encontraron un incremento en la concentracion de compuestos
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fenolicos en mostos de cepas del cv. Tempranillo cultivadas en climatologia semiarida
(Requena, Valencia) provocados por el deshojado precoz.
observaron que el deshojado precoz incrementd la concentracion de fenoles totales y de
antocianos en las uvas del cv. Teran cultivado en Croacia. La tendencia en el tratamiento
ED a presentar una mayor concentracion de sustancias fenoélicas de las uvas durante el
ciclo de maduracion fue observada sobre todo durante la campafia 2011 (Fig. 4.7). Esta
tendencia puedo ser consecuencia de los efectos provocados por el deshojado precoz,
entre los que pueden citarse el efecto acumulativo observado en los componentes del
rendimiento a lo largo de los tres afios de estudio

, y a la tendencia a disminuir el peso de las bayas procedentes del tratamiento ED
con respecto a C durante el ciclo de maduracién (Fig. 4.6). Segln el
mayor valor del ratio superficie/volumen de las bayas méas pequefias, provoca un aumento
de la concentracion de sustancias fendlicas localizadas en el hollejo. Por otra parte, la
variacion de la temperatura del racimo como consecuencia de la alteracion del microclima
provocada por el deshojado precoz también afecta a la composicion antocianica de la
baya, puesto que existe un efecto combinado de la radiacion solar y la temperatura de las
bayas
En su estudio realizado en Tempranillo cultivado en La Rioja (Espafia),

también observaron un incremento de la concentracion de antocianos provocada

por un deshojado efectuado dos semanas tras el cuajado, aunque sélo fue significativo el

primer afio de estudio.

Como ya se ha comentado anteriormente, uno de los problemas més acuciantes de la
viticultura actual es la asincronia que se observa entre la acumulacién de azucares y la de
polifenoles en las bayas, de ahi que el paliar este problema es objetivo prioritario a la hora
de evaluar el efecto de una nueva técnica viticola. En este sentido, en el 2009 mediante el
deshojado precoz si se consiguio sincronizar los los maximos valores de SST, AnT y PPT.
En el 2010, la madruez tecnoldgica de las bayas coincidié con la fendlica en ambos
tratamientos. En el afio 2011, se observd que en el tratamiento ED la maduracion fendlica
mostré un retraso respeto a la maduracion tecnoldgica (SST), sin embargo, en las del

tratamiento C ambas maduraciones, fenolica y tecnologica coincidieron.

Por tanto, de los tres afios del estudio puede concluirse que el deshojado precoz

provocé un cierto adelanto en la maduracion fendlica y tecnologica con respecto a las
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cepas del tratamiento control. Sin embargo, la sincronizacion entre la madurez fenolica 'y

tecnoldgica en ambos tratamientos (C y ED) fue dependiente del afio de estudio.
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4.2. Efecto del deshojado precoz sobre la composicion nitrogenada de

la uva

4.2.1. Indices nitrogenados y familias aminoacidicas

En la Figura 4.11 se muestran los valores anuales (2009-2011) y los valores medios
trianuales del nitrogeno aminoacidico total (FAN), nitrégeno aminoacidico asimilable
(AAA-N), nitrégeno asimilable por las levaduras (YAN), precursores aromaticos
nitrogenados (PAN), nitrogeno azufrado total (TAS) y el amonio (AMM) hallados en las
uvas Tempranillo del tratamiento control (C) y en las del deshojado precoz (ED)
correspondientes a las respectivas fechas de vendimia de cada tratamiento. Por tanto, se
trata de uvas de similar valor de SST (23-24 °Brix en todos los casos). Junto a la Figura
se adjuntan los resultados del ANOVA efectuado para analizar los efectos del tratamiento

(Tr), el afio y la interaccion entre ambos.

Respecto del tratamiento control, la practica del deshojado precoz no modifico
significativamente los valores medios trianuales de los indices nitrogenados FAN, AAA-
N, YAN, AMM y TAS. ni del amonio, aunque en todas las campafas analizadas se
observd una tendencia al descenso en los valores de dichos parametros en las uvas ED,
que nunca supero el 20 %. Sin embargo, los valores del PAN fueron similares en las uvas
de ambos tratamientos en las campafias 2009 y 2010, y en 2011 se registrd un ligero
incremento, no significativo, de los valores hallados en ED respecto de los C. El efecto
afio fue significativo en todos los parametros analizados. La interaccion Tr x Afio no tuvo

significacion estadistica en ninguno de los pardmetros aqui evaluados.

Los mayores valores de FAN (356,2 y 343,5 mgN/L en C y ED respectivamente) y de
YAN (262,9 y 264,4 mgN/L en los mismos tratamientos) se hallaron el afio 2011, y los
menores en 2010 (171 y 137,6 mgN/L en el caso del FAN; 183,1y 153,4 en YAN en C
y ED respectivamente). Segun diferentes investigaciones son necesarios valores de YAN
superiores a 150 mgN/L para que las levaduras puedan llevar a cabo la fermentacion
completa de los azucares presentes en los mostos

. Por tanto, en todas las camparias estudiadas, los mostos de ambos tratamientos
presentaron cantidades suficientes de materia nitrogenada para finalizar la fermentacion

de los azucares de los correspondientes mostos.
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Nivel de significacion: los datos de cada afio se analizaron mediante el test t-Student; los datos de los tres afios se sometieron a un
ANOVA de dos vias (tratamiento x afio); *, **, *** y ns: indican significacion a p<0,05, p<0,01, p<0,001 y no significativo
respectivamente. FAN: Nitrdgeno aminoacidico total; AAA-N: Nitrégeno aminoacidico asimilable; YAN: Nitrégeno asimilable por

las levaduras; PAN Precursores aromaticos nitrogenados; TAS: Nitrogeno azufrado total; AMM: Amonio.

Figura 4.11. Concentracion de los indices nitrogenados (mgN/L) de las uvas del cv. Tempranillo
procedentes del tratamiento (Tr) control (C) y deshojado precoz (ED) en las correspondientes fechas de
vendimia C y ED (campafas 2009-2011).

115




Efecto del deshojado precoz sobre la calidad de uvas y vinos cv. Tempranillo en condiciones de clima semiarido

Los aminoacidos se agruparon en funcion de sus rutas de biosintesis y enlaces a vias

metabdlicas centrales en las siguientes familias:

e o-Cetoglutarato: Arg, Glu, Gaba y Pro.

e Oxalacetato: Asn, Asp, lleu, Lys, Mety Thr.

e Piruvato: Ala, Leu y Val.

e 3-Fosfoglicerato: Gly, Sery Cys.

e Fosfoenolpiruvato y eritrosa-4-fosfato: Phe, Tyry Trp.

e Ribosa-5-fosfato: His.

La Figura 4.12 refleja los valores anuales y la media trianual de estas familias en las
uvas analizadas. Independientemente del tratamiento experimental y del afio analizado,
la familia aminoacidica mas abundante en las uvas fue la del o-cetoglutarato, que
representd en torno a un 80 % de la concentracion total media de los tres afios (afios 2009-
2011), seguida de la del piruvato (7 %), oxalacetato (5 %), 3-fosfoglicerato (3 %), ribosa-
5-fosfato (3 %), fosfoenolpiruvato y 4-eritrosa fosfato (2 %). Esta distribucién es similar

a la indicada por otros autores en las uvas Tempranillo cultivadas en la Rioja

La Figura 4.12 muestra que no existe una norma general sobre el efecto del deshojado
precoz, pues la tendencia y significancia depende, tanto de la familia, como de la campafia
analizada. En la familia a-cetoglutarato, Gnicamente en el 2009 se hall6 un descenso
significativo en ED respecto de C. En el resto de las familias, el deshojado precoz no tuvo
efecto significativo en ninguna de las campafias, aunque es de destacar que los valores de
la familia piruvato y 3-fosfoglicerato de las uvas ED tendieron a mantenerse por debajo
de las C en los tres afios del estudio. Tampoco se hallaron diferencias significativas en la

media trianual de los valores C y ED de ninguna de estas familias aminoacidicas.

El afio tuvo efecto significativo en todas las familias aminoacidicas. En todas ellas, los
valores minimos se registraron en la campafia 2010 y los maximos en 2011. Entre los
valores correspondientes a esos afios, las variaciones de mayor amplitud se observaron en
la familia ribosa-5-fosfato (130,2 % en C y 175,0 % en ED), y las de menor en la del

piruvato (59,8 % en C y 83,9 % en ED), y fueron siempre mayores en las uvas ED respecto
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a las C. Al igual que en los indices anteriormente comentados tampoco fue significativo

el efecto Tr x Afo.
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Nivel de significacion: los datos de cada afio se analizaron mediante el test t-Student; los datos de los tres afios se sometieron a un

ANOVA de dos vias (tratamiento x afio); ** y *** y ns: indican significacion a p<0,01, p<0,001 y no significativo respectivamente.

Figura 4.12. Concentracién de las familias aminoacidicas (mgN/L) de las uvas del cv. Tempranillo

procedentes del tratamientos (Tr) control (C) y deshojado precoz (ED) en los correspondientes momentos
de vendimia C y ED ( campafias 2009-2011).
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4.2.2. Perfil aminoacidico

La Tabla 4.7 refleja los contenidos de los aminoacidos de las uvas C y ED, muestreadas
en sus respectivas fechas de vendimia en las campafas 2009, 2010 y 2011. Se trata por
tanto de uvas con similar contenido de SST en todos los casos. También se incluyen los
valores de Tau (compuesto azufrado constituido por los aminoacidos Cys y Met) y de las

aminas Ethan y Pea.

Las concentraciones de todos los aminoécidos identificados y cuantificados en estas
uvas se encuentran dentro de los rangos hallados en diferentes variedades de uva segun
la revision bibliografica de Bell y Henschke (2005), y son superiores a los hallados en
las uvas de esta variedad cultivada en otras zonas viticolas (Henandez-Orte et al., 1999;
Garde-Cerdan et al., 2014; Gonzalez-Santamaria et al., 2017). Lee y Schreiner
(2010) mostraron el efecto y la importancia del procedimiento de extraccion cuando se
cuantifican los aminoacidos libres de la uva. Por tanto, cuando se comparan los valores
de YAN de uvas de la misma variedad procedentes de diferentes terroirs hay que

considerar las metodologias analiticas empleadas.

En todas las uvas analizadas, independientemente del tratamiento experimental y afio
los aminoacidos méas abundantes fueron: Arg, Pro, Glu, Ala y Gaba. La suma de los
contenidos medios de estos aminodacidos represent6 el 78,9 % del FAN medio trianual.
Frente a éstos, el porcentaje de Lys, Gly, Orn, Met, Pea y Cys Unicamente significé el 0,9
% de ese indice, por lo que estos ultimos pueden considerarse aminoacidos minoritarios
en estas uvas. Estos resultados concuerdan con los de otros trabajos que han identificado
y cuantificado aminoacidos en uvas de variedades tintas (Spayd y Andersen-Bagge,
1996; Stines et al., 2000). Hernandez-Orte et al. (1999) hallaron que Arg, Pro, His 'y
Glu eran los aminoacidos mayoritarios de las uvas procedentes de cepas de esta variedad
cultivadas en el Somontano, y posteriormente Pascual et al. (2015) indicaron que la Arg,
Lys, Pro y GlIn eran los mas abundantes en las bayas procedentes del mismo cultivar y
zona. En un estudio realizado en la Rioja Garde-Cerdan et al. (2016) también
observaron que la Arg, Pro, GIn, Glu y GABA eran los aminoacidos mayoritarios de las

uvas del cv. Tempranillo.
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Tabla 4.7. Concentracion de aminoacidos identificados en uvas del cv. Tempranillo (campafias 2009-2011) Tempranillo procedentes del tratamiento (Tr) control (C) y deshojado

precoz (ED) en los correspondientes momentos de vendimia C y ED de las campafias 2009-2011.

Aminoéacido 2009 2010 2011 2009-2011 Significacion
mgN/L C ED C ED C ED Cc ED Tr Afio Tr x Afio
Alanina (Ala) 10,17 8,18 8,89 7,06 15,39 14,40 11,48 9,88 x* kel ns
Arginina (Arg) 65,88 53,97 59,92 46,47 107,85 107,86 77,88 69,43 ns Fkk ns
Asparagina (Asn) 1,75 1,26 1,23 0,95 6,31 4,05" 3,10 2,09 * Fxk ns
Acido aspartico (Asp) 2,37 3,83" 2,02 2,21 3,15 471" 2,51 3,58 ** Fxk ns
Cistina (Cys) 0,02 0,01 0,01 0,02 0,11 0,09" 0,05 0,04 ki ns e
Citrulina (Cit) 1,45 1,32 1,38 1,19 2,16 2,25 1,66 1,59 ns * ns
y-amino-butirico (Gaba) 11,03 6,78 7,86 4,83 14,97 11,117 11,29 7,57 ** falail ns
Acido glutamico (Glu) 11,46 9,71 7,57 8,76 13,59 13,37 10,87 10,61 ns 22 ns
Glicina (Gly) 0,67 0,42 0,52 0,34 0,95 0,71 0,71 0,49 ** Fxk ns
Histidina (His) 4,77 3,79 3,90 3,11 9,53 10,33 6,07 5,74 ns Fxk ns
Hidroxiprolina (Hypro) 2,35 3,80 2,01 2,18 6,48 9,69" 3,61 5,22 *x Fxk ns
Isoleucina (lle) 0,64 0,55 0,45 0,44 1,11 1,05 0,73 0,68 ns BEES ns
Leucina (Leu) 1,04 0,84 0,79 0,69 1,66 1,28 1,16 0,94 ns BEES ns
Lisina (Lys) 0,74 0,41 0,49 0,37 1,19 0,41 0,81 0,40 ** * ns
Ornitina (Orn) 0,38 0,23 0,36 0,34 0,53 0,48 0,42 0,35 ns ns ns
Fenilalanina (Phe) 0,67 0,63 0,49 0,43 0,99 0,92 0,72 0,66 ns bl ns
Fenilserina (Phser) 0,42 0,23 0,28 0,15 0,97 0,93 0,56 0,44 ns falaied ns
Prolina (Pro) 65,25 51,66 52,57 40,63 129,74 136,55 82,52 76,28 ns BEES ns
Sarcosina (Sarc) 1,07 0,89 0,61 0,53 2,23 1,52 1,30 0,98 * Fxx ns

Nivel de significacion: los datos de cada afio se analizaron mediante el test t-Student; los datos de los tres afios se sometieron a un ANOVA de dos vias (tratamiento x afio); *, **, *** y ns: indican significacion a p<0,05,

p<0,01, p<0,001 y no significativo respectivamente.

119



Efecto del deshojado precoz sobre la calidad de uvas y vinos cv. Tempranillo en condiciones de clima semiarido

Tabla 4.7. Continuacion.

Aminoéacido 2009 2010 2011 2009-2011 Significacion
mgN/L C ED C ED C ED Cc ED Tr  Afio Tr x Afio
Serina (Ser) 5,19 5,15 4,49 3,89 7,52 7,46 5,73 5,50 ns Fkk ns
Treonina (Thr) 3,82 3,71 3,13 2,86 6,08 5,97 4,34 4,18 ns Fkk ns
Triptofano (Trp) 2,06 2,18 1,80 1,29 3,98 4,21 2,61 2,56 ns HAx ns
Tirosina (Tyr) 0,85 0,82 0,74 0,59 1,24 1,73 0,94 1,05 ns Fkx ns
Valina (Val) 2,99 2,75 2,54 2,42 4,13 4,38 3,22 3,18 ns Fkk ns
Taurina (Tau) 6,13 5,65 4,92 4,29 7,06 6,76 6,04 5,57 * ol ns
Metionina (Met) 0,29 0,26 0,27 0,29 0,35 0,49 0,30 0,35 ns ns ns
Etanolamina (Ethan) 2,16 1,65 1,61 1,05" 2,79 2,82 2,19 1,84 * Hkx ns
Feniletilamina (Pea) 0,09 0,19 0,09 0,21 0,18 0,38" 0,12 0,26 * * ns
Pro/Arg 0,99 0,96 0,88 0,87 1,24 1,27 1,04 1,03 ns * ns

Nivel de significacion: los datos de cada afio se analizaron mediante el test t-Student; los datos de los tres afios se sometieron a un ANOVA de dos vias (tratamiento x afio); *, **, *** y ns: indican significacion a p<0,05,
p<0,01, p<0,001 y no significativo respectivamente.
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Cuando se analiza el efecto del deshojado precoz sobre la concentracion de los

aminoacidos en las diferentes camparfias se observan los siguientes resultados:

e En el afio 2009 Unicamente se observd un incremento (p<0,05) en los valores
de Asp en las uvas ED vs C.

e Enel 2010 no se hallaron diferencias significativas entre los valores de C y ED
en ningun aminoacido, y unicamente se observd un descenso significativo del
valor de Ethan en las uvas ED vs C.

e En la campafa 2011 se hallaron aumentos significativos (p<0,05) de los
valores de Asp, Hypro y Pea y descensos (p<0,05) de los de la Asn, Gaba, Lys
y Cys en las uvas C respecto de las ED.

El ratio Pro/Arg no se vio significativamente afectado por la practica del deshojado
precoz en ninguna de las campafas. Esta relacion refleja la proporcién de nitrégeno no
asimilable, proporcionado mayoritariamente por la Pro, con respecto al nitrégeno
asimilable, generalmente suministrado en una alta proporcién por la Arg. Por tanto, el
valor de este indice proporciona una informacion util del contenido de sustancias
nutritivas de un mosto para las levaduras, de modo que, para un determinado valor de
FAN, un menor valor del ratio Pro/Arg favorecera el desarrollo de la poblaciéon de
levaduras durante la fermentacion (Bell y Henschke, 2005). Ademas, el valor de este
ratio se ha empleado para clasificar las variedades de uvas en funcién de su capacidad de
acumular uno u otro de estos dos aminoacidos (Stines et al., 2000; Garde Cerdan et al.,
2009). Los valores medios de este ratio (0,98, 0,88 y 1,23 en 2009, 2010 y 2011
respectivamente) encontrados en este trabajo son préximos a los hallados por

Hernandez-Orte et al. (1999) en el estudio anteriormente citado.

En el estudio anteriormente citado, Pascual et al. (2015) observaron en las uvas
procedentes de cepas sometidas a un tratamiento de deshojado practicado en envero,
respecto de las procedentes de las cepas control, una tendencia a la disminucion de la

concentracion de aminoacidos.

Kliewer y Ough (1970) encontraron regresiones significativas y positivas entre las
concentraciones de Arg y Pro y el area foliar total de las cepas e indicaron que la sintesis
de aminoécidos esta positivamente correlacionada con la superficie foliar disponible. Los

trabajos posteriores de Lam et al., (1996) y Forde y Lea (2007) han mostrado que las
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hojas son el principal lugar de la asimilacién de nitrégeno, en un proceso impulsado por
la luz que implica la via glutamina sintetasa-glutamato sintasa (GS-GOGAT). Por tanto,
el descenso de AFTm observado en las cepas a las que se aplicd el deshojado precoz en
2009 y 2011, podria ser, entre otras, una de las causas de la tendencia al descenso de
concentracion observado en las uvas ED, respecto de las C en la mayoria de los
aminoacidos analizados en esas dos campafias. Por otra parte, la tendencia a la
disminucion de aminoacidos hallada en esas campafias también puede ser explicada en
base a los trabajos de Friedel et al. (2015), quienes demostraron que un deshojado severo
en las etapas tempranas del desarrollo de las bayas de la variedad Riesling (2 semanas
tras floracion), aumentaba la absorcion de luz e incrementaba el porcentaje de radiacion
UV-B que llegaba a las uvas, provocando en éstas una tendencia generalizada al descenso
del contenido de aminoacidos respecto a las uvas control, aunque Unicamente encontraron

diferencias significativas en algunos de los aminoacidos analizados (Thr, Glu y Arg).

El deshojado precoz modifico significativamente los valores medios trianuales (2009-
2011) de 12 de los 28 aminoacidos analizados en las uvas. Respecto de los valores
hallados en las uvas C, en las ED se hallaron aumentos del Asp (71,3 %), aminoacido
incluido en el PAN, y de Hypro (72,3 %) y Pea (106,0 %) y disminuciones en 9 de ellos:
Ala (13,7 %), Asn (32,6 %), Ethan (15,6 %), Gaba (32,9 %), Gly, (31,0 %), Lys (50,0 %),
Phser (45,0 %), Sarc (24,8 %) y Cys (80,0 %). También se observd una tendencia al
descenso de los valores de la Arg, Cit, His, Iso, Orn, Phe, Phser, Pro, Thr, Trp y Val en
las uvas ED respecto de las C. Otros, como la Tyr y el Trp no se vieron afectados
significativamente por el deshojado precoz. Este resultado es importante, ya que
Saccharomyces cerevisiae puede utilizar estos dos ultimos como fuente de nitrégeno
convirtiéndolo en tirosol, hidroxitirosol o triptéfol como los principales productos de su
catabolismo (Garde-Cerdan y Ancin-Azpilicueta, 2008). Estas sustancias son de interés
farmacéutico, ya que presentan diversas actividades beneficiosas para la salud, derivadas
de sus propiedades antioxidantes, anticancerigenas, cardiopreventivas y antimicrobianas
(Bordiga et al., 2016). Por lo tanto, el deshojado precoz no disminuiria

significativamente las potenciales propiedades beneficiosas de los vinos resultantes.

El efecto afio origind mas diferencias en la concentracidn de los aminoacidos presentes

en las uvas que la practica del deshojado precoz. De hecho, se hallaron diferencias
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significativas entre los valores medios anuales de todos ellos excepto de la Cys, Met y
orn.

Por lo general, los valores medios anuales mas pequefios del trienio analizado se
hallaron en 2010 y los mas altos en 2011. Para explicar estos resultados hay que
considerar que el mayor volumen de precipitaciones registrado durante el periodo de pre-
envero (abril-junio) en el 2011 (Tabla 3.2, epigrafe 3.1.2) favorecié un mayor desarrollo
del area foliar en ambos tratamientos (Tabla 4.2), en consecuencia, las cepas habrian sido
fotosintéticamente mas activas y se habria incrementado la sintesis de sustancias
precursoras, como pueden ser la ribosa-5-fosfato y la eritrosa-5-fosfato (Hunter vy
Ruffner, 1997). El efecto del factor campafia ya ha sido mostrado en estudios previos
realizados en la variedad Tempranillo cultivadas en Somontano (Hernandez Orte et
al.,1999) y La Rioja (Pérez-Alvarez et al., 2017). Garde-Cerdan et al. (2014) también
observaron cierta relacion entre las precipitaciones registradas y la concentracion de
amino&cidos de las uvas de las variedades Merlot, Monastrell, Shiraz, Petit Verdot

cultivadas en Jumilla.

A pesar de los cambios anuales comentados, tanto en las uvas ED como en las C, la
contribucion de cada aminoéacido al FAN fue similar en los tres afios analizados. En el
2009, 2010 y 2011 estas contribuciones (valores medios de los tratamientos C y ED)
fueron fueron del 31,8 %; 34,5 % y 30,5 % en el caso de la Arg; en el de la Thr, el 2,0 %,
1,6 %,y 1,7 %; en el de Gaba 4,7 %, 4,1 % y 3,7 %); las de Leu fueron del 0,5 % en 2009
y 2010 y 0,4 % en 2011. En consecuencia, el perfil aminoacidico de las uvas de ambos
tratamientos experimentales fue similar durante los tres afios analizados. Ya en 1991,
Huang y Ough (1991) mostraron que, aungue las concentraciones individualizadas de
los distintos aminoacidos, para una variedad y localizacion determinada, eran diferentes
de una camparia a otra, el perfil de aminoacidos se mantenia similar durante todos los

anos.
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4.2.3. Relaciéon entre el contenido nitrogenado de las uvas y los parametros

agronémicos del cv. Tempranillo

Con el objetivo de analizar las relaciones entre los parametros agronomicos
(componentes de la produccion), los relativos al crecimiento vegetativo de las cepas
(AFTm y AFTm/P) y los contenidos de sustancias nitrogenadas (familias aminoacidicas e
indices nitrogenados) de las uvas se sometieron a un analisis de correlacion los valores
obtenidos en las correspondientes fechas de la vendimia C y la vendimia ED de los tres

afios del ensayo en las diferentes parcelas elementales.

Los valores de los coeficientes de correlacion lineal de Pearson (r) para cada par de
parametros se muestran en la Tabla 4.7. Los resultados indican que, tanto el AFTm como
el ratio AFTw/P estan correlacionados con los contenidos de sustancias nitrogenadas
presentes en las uvas cv. Tempranillo en las condiciones de cultivo de este ensayo en el
momento de vendimia (23-24 °Brix). Se hallaron correlaciones lineales significativas (p
< 0,05) y positivas entre AFTm y a-cetoglutarato (r = 0,82), piruvato (r = 0,87), 3-
fosfoglicerato (r = 0,85), FAN (r = 0,84), AAA-N (r=0,85), YAN (r=0,85) y TAS (r=
0,88); también se hallaron relaciones de este tipo entre el ratio AFTm/P y a-cetoglutarato
(r=0,82) y piruvato (r= 0,83), FAN (r=0,81), AAA-N (r=0,81) y TAS (r=0,81).
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Tabla. 4.8. Coeficientes de correlacion de Pearson (r) y significancia entre parametros agronémicos y relativos al crecimiento vegetativo de las cepas y el contenido nitrogenado

de las uvas del cv. Tempranillo procedentes del tratamientos control (C) y deshojado precoz (ED) en las correspondientes fechas de vendimia C y ED de las campafias 2009-

2011.
Parametro cetogl‘:'tarato Piruvato  Oxalacetato Z?j:i%zfi:;rsl;v Fosfogfi'cerato R,ng::t: FAN AAA-N YAN AMM TAS PAN AFT, N:a*;"i"ms/ Produccién AFT,/P
a-cetoglutarato 1
Piruvato 0,09%** 1
Oxalacetato 0,97** 0,96** 1
Fosfoenopiruvato 0,98*** 0,96** 0,98*** 1
3-Fosfoglicerato  0,98%** 0,00%** 0,08*** 0,98%** 1
Ribosa-5-Fosfato ~ 1,00%** 0,08*** 0,97** 0,98%** 0,97** 1
FAN 1,00%** 1,00%** 0,97** 0,98%** 0,00%** 0,99%** 1
AAAN 1,00%** 1,00%** 0,97** 0,98%** 0,00%** 0,99%**  0,99%** 1
YAN 0,08*** 0,08*** 0,95%* 0,97** 0,08 *** 0,96%*  0,08%** 0,98*** 1
AMM -0,62 -0,57 -0,62 -0,61 -0,53 -0,67 0,60 059 -045 1
TAS 0,90 0,92%* 0,88* 0,83* 0,00* 0,88* 0,092** 091 085% -065 1
PAN 0,96%* 0,94%* 0,09%** 0,99%** 0,97** 0,97**  096%* 0,96%* 0095** -061 0,82% 1
AFT, 0,82* 0,87* 0,77 0,73 0,85* 0,76 084* 084* 085% -023 088* 072 1
N° uvas/ racimo 0,19 0,25 0,16 0,13 0,24 017 023 022 019 -003 036 007 032 1
Produccién -0,11 -0,04 -0,07 -0,11 0,01 -0,15 0,06 -007 -003 040 000 -014 011 0,86* 1
AFT,/P 0,82* 0,83* 0,75 0,74 0,78 08 081* 081* 080 -046 081* 074 085% -0,14 -0,43 1

Nivel de significacién: *, ** y *** indican significacion a p<0,05, p<0,01 y p<0,001 respectivamente. FAN: Nitrégeno aminoacidico total; AAA-N: Nitrogeno aminoacidico asimilable; YAN: Nitrégeno asimilable por

las levaduras; PAN Precursores aromaticos nitrogenados; TAS: Nitrogeno azufrado total; AMM: Amonio.
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Posteriormente, se sometieron a analisis de regresion los valores de AFTm y los de los
indices FAN, AAA-N, YAN, PAN, TAS, AMM vy los de las familias aminoacidicas. Se
efectu6 un analisis con los respectivos valores de cada tratamiento. Los resultados
expuestos en la Tabla 4.9 y en las Figuras 4.13 y 4.14 demuestran la gran relacién
existente entre el contenido nitrogenado organico de las uvas y el area foliar desarrollada
en la cepa, principalmente en el tratamiento control Excepto para AMM, se obtuvieron
relaciones lineales significativas que responden a la ecuacion lineal del tipo y=mx+b en
ambos tratamientos. Los valores de m, y por tanto la amplitud de la respuesta del
parametro nitrogenado, varié en funcion del parametro y del tratamiento considerado. En
ambos tratamientos los mayores valores de m, se obtuvieron en FAN. Por otra parte, ante
iguales variaciones de AFTm, los cambios de valores de FAN, AAA-N, y a-cetoglutarato

son netamente mayores en las uvas C que en las ED.

Tabla 4.9. Parametros de las regresiones lineales entre AFT, y el contenido nitrogenado de las uvas del
cv. Tempranillo procedentes del tratamiento control (C) y deshojado precoz (ED) en las correspondientes
fechas de vendimia C y ED (camparfias 2009-2011).

. - Control (C) . Deshojado precoz (ED)
Ecuacion modelo R? Ecuacion modelo R?

FAN y=37,2x-91,9 0,74™ y=32,1x-9,8 0,47
AAA-N y =20,9x - 53,8 0,75 y =18,5x-9,2 0,49™
YAN y =20,0x + 19,9 0,78 y=19,7x + 42,7 0,54"
PAN y=17x-17 0,65™ y=18x-1.3 0,58™
TAS y=17x-18 0,65 y=18x+1,3 0,59"
AMM y =-0,9x + 73,7 0,04 y=11x +51,38 0,04
a-Cetoglutarato y = 28,8x - 80,7 0,73™ y =26,3x— 23,5 0,49™
Oxalacetato y=2,0x-6,7 0,64™ y=1,7x-0,6 0,55™
Piruvato y=18x-14 0,68™ y=16x-19 0,53™
Fosfoenolpiruvato |y=0,7x-1,9 0,68™ y=0,8x-12 0,58™"
3-Fosfoglicerato y=0,7x-0,3 0,65™ y=0,7x-0,9 0,63
Ribosa-5-Fosfato | y=1,2x-5,1 0,72" y=12x-27 0,47™

Nivel de significacion: *, ** y *** indican significacion a p<0,05, p<0,01 y p<0,001 respectivamente.FAN: Nitrégeno aminoacidico
total; AAA-N: Nitrégeno aminoacidico asimilable; YAN: Nitrégeno asimilable por las levaduras; PAN Precursores aromaticos

nitrogenados; TAS: Nitrogeno azufrado total; AMM: Amonio.
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En las Figuras 4.13 y 4.14 puede observarse que, con la excepcion de AMM, para un
mismo valor de AFTm, el valor del correspondiente pardmetro nitrogenado es siempre
superior en el tratamiento ED. Ello puede ser debido a que, aunque sélo fue significativo
en 2010, en todos los afos del ensayo se observd la tendencia a un menor nimero de

bayas/racimo en ED y por tanto la relacion fuente/sumidero habria sido mayor en este

tratamiento.
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FAN: Nitrégeno aminoacidico total; AAA-N: Nitrégeno aminoacidico asimilable; YAN: Nitrégeno asimilable por las levaduras; PAN

Precursores aromaticos nitrogenados; TAS: Nitrégeno azufrado total; AMM: Amonio.

Figura 4.13. Representacidon gréafica de las relaciones lineales entre AFTr, y el contenido de FAN, AAA-
N, YAN, PAN y AMM de las uvas del cv. Tempranillo procedentes del tratamiento control (C) y deshojado

precoz (ED) en las correspondientes fechas de vendimia C y ED (campafias 2009-2011).
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Figura 4.14. Representacion grafica de las relaciones lineales entre AFTq, y el contenido de las familias
aminoacidicas de las uvas del cv. Tempranillo procedentes del tratamiento control (C) y deshojado precoz
(ED) en las correspondientes fechas de vendimia C y ED (campafias 2009-2011).

Tambien se sometieron a analisis de regresion los valores del ratio AFTm/P y los
valores de los indices y familias nitrogenadas de cada tratamiento. La Tabla 4.10 y las
Figuras 4.15 y 4.16 muestran los resutlados de estos anélisis. Los valores de R2
presentaron siempre valores inferiores a 0,5 en C. La bajada de produccion debida al
ataque de Botrytis cinerea de la cosecha 2009, que alteré el ratio AFTm/P, puede ser la
causa de estos resultados. En lo que respecta a los resultados obtenidas en ED, los valores
de las pendientes de las rectas calculadas fueron siempre mayores que los
correspondientes hallados en el analisis de la regresién con el parmatero AFTm. Ello

indica la importancia del factor produccion en el contenido nitrogenado de las bayas.
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Tabla 4.10. Parametros de las regresiones lineales entre AFT/P y el contenido nitrogenado de las uvas del
cv. Tempranillo procedentes del tratamiento control (C) y deshojado precoz (ED) en las correspondientes
fechas de vendimia C y ED (camparias 2009-2011).

: Control (C) Deshojado precoz (ED)
Parametro . .
Ecuacion R? Ecuacion R?

FAN y=77,7x +118,7 0,27 y =165,4x—-22,1 0,617
AAA-N y =38,9x + 73,6 0,22 y =88,0x - 5,3 0,54"
YAN y =34,5x + 163,7 0,24 y=817x + 82,8 0,42"
PAN y=44x+6,5 0,38" y=7,6x+3,3 0,50"
TAS y=44x+6,5 0,38" y=7,6x+3,3 0,15
AMM y =-0,4x + 66,4 0,00 y=-10,1x + 74,7 0,17
a-Cetoglutarato y =T74,7x +61,7 0,41" y=131,7x -27,6 0,60™"
Oxalacetato y=58x+25 0,44" y=69x+1,3 0,46"
Piruvato y=45x+17,6 0,37" y=6,9x + 3,2 0,49"
Fosfoenolpiruvato |y=1,5x+1,9 0,27 y=3,4x-0,6 0,56
3-Fosfoglicerato y=2,0x+3.2 0,41" y=29x+19 0,50"
Ribosa-5-Fosfato y=28x+1,6 0,32 y=52x-18 0,44"

Nivel de significacion: *, ** y *** indican significacion a p<0,05, p<0,01 y p<0,001 respectivamente.FAN: Nitrdgeno aminoacidico
total; AAA-N: Nitrégeno aminoacidico asimilable; YAN: Nitrégeno asimilable por las levaduras; PAN Precursores aromaticos
nitrogenados; TAS: Nitrégeno azufrado total; AMM: Amonio.

Las Figuras 4.15 y 4.16 muestran que, aunque los valores de las pendientes de las
correspondientes a ED son superiores en el caso del FAN, AAA-N, YAN y de las
diferentes familias aminoacidicas (con la excepcion de la oxalacetato). Por otra parte, a
partir de un valor umbral se debe superar un cierto valor umbral del ratio AFT»/P (1,5

m?/kg) se obtiene, segln las rectas, un mayor valor de estos indices en ED que en C.
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Figura 4.15. Representacion gréfica de las relaciones lineales entre AFT /P y el contenido de FAN, AAA-

N, YAN, PAN y AMM de las uvas cv. Tempranillo procedentes del tratamiento control (C) y deshojado

precoz (ED) en las correspondientes fechas de vendimia C y ED (campafias 2009-2011).
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Figura 4.16. Representacion gréfica de las relaciones lineales entre AFT/P y el contenido de las familias
aminoacidicas de las uvas cv. Tempranillo procedentes del tratamiento control (C) y deshojado precoz (ED)
en las correspondientes fechas de vendimia C y ED (campafias 2009-2011).

4.2.3.1. Analisis de componentes principales (ACP) de los parametros agronémicos

y del perfil aminoacidico de las bayas

Con el objeto de analizar conjuntamente los resultados de los tres afios del estudio, los
valores medios anuales de los componentes del rendimiento, desarrollo vegetativo,
indices nitrogenados y familias aminoacidicas de las uvas C y ED hallados en las
correspondientes fechas de vendimia se sometieron a un andlisis de componentes

principales.

La Figura 4.17 muestra el grafico resultante de dicho anélisis. Los dos primeros
componentes principales (CP1 y CP2) explican el 90,8% de la varianza total,
correspondiendo un 77,5 % al CP1 y un 13,2 % al CP2. El primer componente (CP1)

gueda caracterizado en su parte positiva por todas las familias aminoacidicas y los indices

131



Efecto del deshojado precoz sobre la calidad de uvas y vinos cv. Tempranillo en condiciones de clima semiarido

nitrogenados, y en menor medida por el AFTm. La Figura confirma la relacion existente
entre el AFTm de las cepas y la composicion nitrogenada de las uvas observada con
anterioridad (Tabla 4.9). La parte positiva del CP2 estd asociada a los componentes
relacionados con el rendimiento de la cepa (la produccion y el n® uvas/racimo) y el AMM,

y en la parte negativa, el ratio AFTm/P.

Las muestras se distribuyen en dos grupos, el primero de ellos, situado en el lado
positivo del componente CP1, estd formado por C-2011 y ED-2011. Las muestras de este
afio se separan del resto por el mayor contenido de sustancias aminoacidicas de las uvas
y por los mayores valores de AFTm y AFTm/P de sus cepas. El segundo grupo esta situado
en el lado negativo del mismo componente y estd formado por las muestras de los afios
2009 y 2010. EIl componente CP2 permite diferenciar los tratamientos C y ED en funcion
de los valores de la produccion de las cepas y el nimero de bayas por racimo. La Figura
4.17 confirma que, en lo referente al contenido aminoacidico, la separacion entre muestras
estuvo mas influenciada por el afio que por el tratamiento viticola aplicado. El contenido
en sustancias nitrogenadas no permite diferenciar las muestras procedentes de los

tratamientos C y ED en ninguna de las campafias analizadas.
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Figura 4.17. Andlisis de componentes principales (ACP) aplicado a las familias aminoacidicas, indices
nitrogenados y parametros agronémicos de las uvas cv. Tempranillo procedentes del tratamiento control
(C) y deshojado precoz (ED) en las correspondientes fechas de vendimia C y ED (campafias 2009-2011).
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4.3. Influencia del deshojado precoz sobre composicion fenoélica total

de hollejos de uva del cv. Tempranillo

En los hollejos de las bayas del cv. Tempranillo de ambos tratamientos se han
identificado y cuantificado un total de 42 compuestos fenolicos pertenecientes a las
siguientes familias fendlicas: antocianos, flavanoles (monémeros y dimeros), flavonoles

y &cidos hidroxicinamicos (simples y conjugados).

La Figura 4.18 muestra los efectos del deshojado precoz sobre la concentracion total
de estas familias fendlicas en los hollejos de las uvas recogidas en las correspondientes
fechas de Vendimia C y Vendimia ED de las camparias 2009 y 2010. Por tanto, se trata
en todos los casos de uvas de similar contenido en SST (23-24 °Brix). En ambos afios se
observo en los hollejos de las bayas del tratamiento de deshojado precoz (ED) respecto al
control (C), una tendencia al aumento de los valores de las concentraciones de esas

familias, lo que provoc6 un aumento de la concentracion total de compuestos fendlicos.

Antocianos Flavanoles
1200,0 10,0
1000,0 80
800,0
g £ 60
] 3
600,0
g g 40
£ 4000 g "
200,0 2,0
0,0 0,0
c ED ‘ c ED ‘ [ ED [ ED ‘ c ED ‘ c ED
2009 ‘ 2010 ‘ 2009-2010 2009 ‘ 2010 ‘ 2009-2010
Flavonoles Acidos hidroxicinamicos
200,0 200,0
*%
160,0 160,0
g *% s
=120,0 = 120,0
3 8
>
< 800 % 800
1 1
40,0 40,0
0,0 0,0
Cc ED c ED C ED C ED
2009 ‘ 2010 ‘ 2009-2010 ‘ 2009 ‘ 2010 ‘ 2009-2010 ‘

Nivel de significacion: los datos de cada afio se analizaron mediante el test t-Student; ** y ***: indican significacion a p<0,05 y
p<0,01 respectivamente.

Figura 4.18. Composicién fenolica (mg/kg peso fresco de uva) de los hollejos de las uvas del cv.
Tempranillo procedentes del tratamiento control (C) y deshojado precoz (ED) en las correspondientes
fechas de Vendimia C y ED (campafias 2009 y 2010).
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relacionaron el mayor contenido en solidos solubles y
polifenoles presentes en las uvas procedentes de cepas deshojadas, con una mayor
exposicion a la luz solar provocada por la eliminacion de las hojas basales en la zona de
los racimos. En el presente estudio, el incremento de sustancias fendlicas observado en
los hollejos ED fue superior en la campafia 2010. En ese afio, en ED, respecto de C, se
registraron aumentos significativos de flavonoles (87,1 %) y de acidos hidroxicindmicos
(42,3 %). hallaron que el efecto del deshojado aplicado en envero
variaba en funcidn de la interaccion genotipo-ambiente: en afios mas frios el deshojado
mejoraba la maduracion de las uvas Barbera y Malvasia, en tanto que, en condiciones
mas célidas y secas, no se observaba ningun efecto. Sin embargo, en otras variedades
como el cv. Croatina, se apreciaba el efecto opuesto. Bajo las condiciones experimentales
del presente trabajo, el deshojado precoz no ejercidé un efecto significativao sobre las
concentraciones de compuestos fendlicos en el afio mas seco (2009, con valores mas bajos
de HI y CI) (Tabla 4.1, epigrafe 4.1.1), mientras que en el afio de mayor volumen de
precipitaciones (2010, con valores de HI y Cl més altos) se observé un incremento en la

concentracion de los flavonoles y de los &cidos hidroxicinamicos y estilbenos.

4.3.1. Efecto del deshojado precoz sobre la concentracion de antocianos de hollejos
de la baya

La Tabla 4.11 muestra el efecto del deshojado precoz sobre los monoglucdsidos,
acetilglucésidos y cumarilglucésidos de cianidina, malvidina, petunidina, peonidina y
delfinidina identificados y cuantificados en los hollejos de las uvas Tempranillo. El perfil
antocianico observado es similar al hallado por en diferentes clones
de esta variedad. Segun la bibliografia, los efectos del deshojado sobre la concentracién
de antocianos no siempre son concordantes. En el estudio de la
concentracion de antocianos aumenté en las bayas de cepas deshojadas en floracion del
cv. Pinot Noir, mientras que el trabajo desarrollado por no varié o

aumento en las de Merlot, Cabernet Franc y Nebbiolo.
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Tabla 4.11. Concentracion de antocianinas (mg/kg peso fresco de uva) en los hollejos de las uvas del cv.
Tempranillo procedentes del tratamiento control (C) y deshojado precoz (ED) en las correspondientes
fechas de vendimia C y ED (camparias 2009 y 2010).

e 2009 2010 Media
C ED C ED C ED
Dp 83,5 85,6 68,2 113,0 75,9 99,1
Cy 15,6 9,6 8,6 9,6 12,1 9,6
Pt 79,9 84,5 71,2 104,6 75,5 94,6
Pn 25,8 17,9 24,3 18,6 25,1 18,3
Mv 279,1 303,9 306,8 363,4 293,0 336,0
> Monoglucoésido 483,9 501,6 479,1 609,2 481,6 557,6
DpA 3,9 4,4 4,5 6,5 4,2 5,45"
CyA 1,2 1,2 1,2 1,3 1,2 1,3
PtA 4,9 58" 6,4 8,5 57 72
PnA 0,8 0,8 0,9 1,2 0,9 0,9
MVA 23,7 28,6 35,9 41,6 29,8 35,1
> Acetilglucosido 34,5 40,8" 48,9 59,1 41,8 50,0
DpC 2,1 1,8 4,9 3,7 3,5 3,0
CyC 3,8 3,6 3,2 4,8 3,5 4,2
PtC 34,6 40,8" 42,4 54,2 38,5 475"
PnC 7,7 7,5 7,0 8,8 7,3 8,2
MvC 141,9 167,0 208,9 215,0 176,0 190,8

> Cumaroilglucésido 190,1 220,7 266,4 286,5 228,8 253,7

Nivel de significacion: los datos de cada afio se analizaron mediante el test t-Student; *: indica significacion a p<0,05.Dp, delfinidina-

3-glucésido; Cy, cianidina-3-glucésido; Pt, petunidina-3-glucésido; Pn, peonidina-3-glucésido; Mv, malvidina-3-glucésido; DpA,
delfinidina-3-glucésido acetato; CyA, cianidina-3-glucésido acetato; PtA, petunidina-3-glucésido acetato; PnA, peonidina-3-
glucésido acetato; MvA, malvidina-3-glucésido acetato; DpC, delfinidina-3-glucésido cumarato; CyC, cianidina-3-glucésido

cumarato; PtC, petunidina-3-glucésido cumarato; PnC, peonidina-3-glucdsido cumarato; MvC, malvidina-3-glucésido cumarato.

Los valores de la concentracion de los acetil y cumaroilglucésidos analizados fueron
superiores en el afio 2010 a las del 2009. Este hecho podria deberse a las diferencias de
clima existentes entre ambas campanas. Estos resultados coinciden con los de otro trabajo
gue mostrd que en afos calidos y soleados las concentraciones de antocianos fueron

superiores a las de afios frios y lluviosos

Entre las formas monoglucésidas, la Mv seguido por la Dp fueron las predominantes,
en tanto que la de Cy fue la menos abundante. En ninguno de los dos afios el deshojado
precoz tuvo efecto significativo sobre la concentracion total de monoglucoésidos (3
Monoglucosidos), sin embargo, en los hollejos de las uvas ED respecto de los C se

observé en ambos afios un ligero aumento de los valores de Dp, Pt y Mv y una
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disminucion de Cy y Pn. Dicho resultado puede ser debido al aumento de la sintesis de
antocianidinas trihidroxiladas (Dp, Pt y Mv) y la disminucion en las formas
dihidroxiladas (Cy y Pn) provocado por la mayor exposicion de los racimos a la radiacién
ultravioleta en las cepas ED . Resultados similares hallaron

en uvas del cv. Pinot Noir, aunque en dicho estudio no se

observé una tendencia a la disminucion de Cy.

La temperatura y la exposicion al sol afectan a la sintesis de compuestos antocianicos.
En zonas de climas frios, en las que la temperatura del racimo es menor, los hollejos de
las bayas procedentes de los racimos mas expuestos a la luz solar suelen presentar
mayores concentraciones de antocianos totales ; en las zonas de
climas calidos, una alta exposicion a la luz puede provocar aumentos de las
concentraciones de estas sustancias, pero si la temperatura de la baya es demasiado alta,
puede afectar negativamente, disminuyendo la concentracion de antocianos en los

hollejos

Con respecto a los acetilglucésidos, en los hollejos de las uvas ED, en comparacion
con C, en 2009 se hallaron aumentos significativos (p<0,05) y superiores al 15 % de PtA
y MvVA. En 2010 se observé la misma tendencia, aunque las diferencias no fueron

significativas.

En relacion a los compuestos cumaroilglucosidos, el deshojado precoz aument6 de
forma significativa la acumulacion PtC y del total de compuestos cumaroilglucdésidos sélo
en 2009.

Los compuestos de Mv y Pn son mas estables que los de Dp, Cy, y Pt, pues al carecer

de grupos hidroxilo en la posicion orto, son mas resistentes a la oxidacion
, siendo la malvidina la antocianidina mas roja . Por otro lado, los
compuestos antocianicos en los que la molécula de azlcar esta esterificada son mas
estables que las no esterificadas. En este trabajo, el deshojado precoz incremento las
formas acetiladas, aunque sélo significativamente en 2009. Este es un resultado
interesante debido a que la acilacién del azlUcar en las antocianinas también puede

favorecer su estabilidad quimica
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4.3.2. Efecto del deshojado precoz sobre la concentracion de flavanoles en hollejos

de uva.

La Tabla 4.12 muestra que, independientemente del tratamiento y la campafia, los
flavanoles predominantes fueron B1 y B3. En general, los hollejos de las uvas de los
tratamientos ED presentaron concentraciones superiores de flavanoles, aunque el efecto
no fue significativo ningun afio. Al analizar el efecto del deshojado precoz sobre la
acumulacién de flavanoles en bayas del cv. Pinot Noir,
observaron, en las muestras correspondientes al inicio del ciclo, aumentos en las bayas
procedentes de cepas deshojadas, sin embargo, las diferencias intertratamientos

desaparecian en los muestreos de vendimia.

También se ha observado que la concentracion de los flavanoles analizados difiere mas
entre las distintas campafas que entre los tratamientos experimentales aplicados. Estos
resultados coinciden con otros estudios en los que los flavanoles de los hollejos de la uva
no estan influenciados por la exposicién a la luz . Estos resultados
difieren a los observados por otros autores, que observaron en uvas Tempranillo

y Pinot Noir , un aumento de la
concentracion de catequinas, que podria estar relacionada con una mayor exposicién
luminica de los racimos que favoreceria la sintesis de dichos compuestos mediante el
aumento de la actividad de leucoantocianidina reductasa (LAR), la enzima relacionada

con la sintesis de (+) - catequina

Tabla 4.12. Concentracion de flavanoles (mg/kg peso fresco de uva) en los hollejos de las uvas del cv.
Tempranillo procedentes del tratamiento control (C) y deshojado precoz (ED) en las correspondientes
fechas de vendimia C y ED (campafias 2009 y 2010).

SIS [ 2009 2010 Media
C ED C ED C ED
CA 3,0 2,6 1,2 1,3 1,8 1,9
EC 0,6 0,5 0,2 0,6 0,4 0,5
Bl 6,2 6,5 2,5 4,8 4.4 5,6
B2 0,4 0,4 0,4 0,6 0,4 0,5
B3 1,0 1,0 3,3 4,7 2,1 2,9

CA, (+)-catequina; EC, (-)-epicatequina; B1, procianidina B1; B2, procianidina B2; B3, procianidina B3.
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4.3.3. Efecto del deshojado precoz sobre la concentracion de flavonoles en hollejos

de uva.

La Tabla 4.13 muestra los 12 flavonoles identificados y cuantificados en los hollejos
de bayas Tempranillo procedentes de los tratamientos C y ED. El perfil de flavonoles
obtenido es similar al descrito para el cv. Tempranillo por

, en el que los derivados de quercetina y miricetina (MyG, QCG y QcGR) fueron
los flavonoles mayoritarios. Al igual que observaron , el deshojado
precoz incremento, respecto del control, la concentracion de estas sustancias en los
hollejos de las uvas en los dos afios en que se efectuo este estudio. Sin embargo, el efecto
fue maés significativo en 2010, en el cual, a excepcion de las agliconas (formas no
glicosiladas), se observaron en ED aumentos significativos en las concentraciones de

todos los flavonoles en comparacién con C.

Tabla 4.13. Concentracion de flavonoles (mg/kg peso fresco de uva) en los hollejos de las uvas del cv.
Tempranillo procedentes del tratamientos control (C) y deshojado precoz (ED) en las correspondientes
fechas de vendimia C y ED (campafias 2009 y 2010).

e () 2009 2010 Media
C ED C ED C ED
My 3,6 4,3 2,6 4,4 3.1 4,3
Qc 0,1 0,1 0,1 0,2 0,1 0,2
Kp 0,1 0,2 0,1 0,1 0,1 0,1
Ih 0,7 0,2 0,1 0,1 0,1 0,1
MyG 24,2 29,5 7.8 42,47 16,0 36,0
QcG 5,2 7,3 1,4 31,3 3,3 19,3"
KpG 1,0 1,9 0,4 73" 0,7 4,6
IhG 3,6 4,2 2,3 8,6™" 3,0 6,4"
QcR 0,2 0,5 0,2 3,57 0,2 2,07
KpR 0,5 0,8 0,4 2,2 0,4 1,5
QcGR 10,8 18,2" 5,4 49,5 8,1 33,9™
QcGL 0,7 1,4 0,2 59" 0,5 3,77

Nivel de significacion: los datos de cada afio se analizaron mediante el test t-Student; *, ** y ***: indican significacion a p<0,05,
p<0,01y p<0,001 respectivamente. My, miricetina; Qc, quercetina; Kp, kaempferol; 1h, isorhamnetina; MyG, miricetina-3-glucésido;
QCG, quercetina-3-glucoésido; KpG, kaempferol-3-glucésido, IhG, isorhamnetina-3-glucésido; QcR, quercetina-3-rutinésido; KpR,

kaempferol-3-rutinésido; QcGR, quercetina-3-glucurénido; QcGL, quercetina-3-galactésido.
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En contraste con las sintesis de antocianos y taninos, que no se ve tan afectada por el
sombreado, la ruta bioquimica que conduce a la formacién de flavonoles es luminico
dependiente, favoreciendo su acumulacion en las bayas como consecuencia de una mayor

exposicion a la radiacion y al sol del vifiedo

Los resultados expuestos en la Tabla 4.13 son interesantes, ya que estos compuestos
estan directamente involucrados en los procesos de copigmentacion y estabilizacion del
color en vinos tintos , Cuya consecuencia mas directa
es un aumento de la intensidad de color de los vinos . Varios estudios
en soluciones modelo han demostrado que los flavonoles son las sustancias que mejor
actian como cofactores , 'y de todos ellos, la quercetina el que

mejor ejerce dicha funcién durante el proceso de copigmentacién

4.3.4. Concentraciones de acidos hidroxicinamicos y estilbenos en hollejos de uva

La Tabla 4.14 muestra la influencia del deshojado precoz sobre la concentracion de
los &cidos hidroxicinamicos (CF, COU, y Fe), acidos hidroxicinamoiltartaricos (Ca, Co,

y Ft), y estilbenos (tR) en ambas campafas.

Tabla 4.14. Concentracion de acidos hidroxicinamicos y estilbenos (mg/kg peso fresco de uva) en los
hollejos de las uvas del cv. Tempranillo procedentes del tratamientos control (C) y deshojado precoz (ED)
en las correspondientes fechas de vendimia C y ED (campafias 2009 y 2010).

ST (L) 2009 2010 Media

C ED C ED C ED

cCa 0,1 0,1 0,0 0,0 0,1 0,1
tCa 3,3 3,7 2,3 3,9 2,8 3,8"
cCo 1,6 1,0 1,3 0,9 1,4 0,9
tCo 0,8 1,2 0,5 1,7 0,7 1,4
CF 12,1 13,1 12,2 14,8 12,1 14,0
Ccou 2,1 3,67 9,3 9,2 57 6,4
cFt 6,2 7,4 3,3 15,4 4,7 11,4
tFt 2,0 2,8 1,7 7,89 1,9 53"
Fe 0,5 0,9 2,3 1,9 14 14
tR 0,9 1,0 1,3 2,3 1,1 1,6

Nivel de significacion: los datos de cada afio se analizaron mediante el test t-Student; * y ** indican significacién a p<0,05 y p<0,01
respectivamente. cCa, cido c-caftarico; tCa, acido t-caftérico; cCo, acido c-cutarico; tCo, acido t-cutérico; CF, &cido cafeico; COU,
acido cumarico; cFt, acido c-fertarico; tFt, cido t-fertarico; Fe, &cido feralico; tR, t-resveratrol.
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La concentracion total de &cidos fendlicos fue similar a la observada por otros autores
en los hollejos de este cultivar, aunque se encontraron diferencias en las proporciones
relativas de los acidos individuales . El
valor medio bianual de cuatro de estos compuestos (tCA, tCO cFT, y tFt) se incremento
significativamente en los hollejos ED respecto de los C. Cuando se observa el aumento
de cada camparia, en 2009 el deshojado precoz incrementd significativamente tCo un 32,2
% y COU un 40,3 %, mientras que, en 2010, no se observaron diferencias significativas

respecto al tratamiento control.

Los acidos hidroxicindmicos e hidroxicinamoiltartaricos también pueden actuar como
cofactores . Estos &cidos reaccionan con los antocianos para
formar piranoantocianos, que, al ser moléculas mas estables, estabilizan el color del vino

. Entre los acidos fendlicos, mostraron que

el &cido ferdlico era el que provocaba el mayor aumento en la intensidad del color.
hallaron que la adicion de los &cidos cafeico y p-cumarico a los

mostos antes de la fermentacion aumentaba la copigmentacion intermolecular en el vino
tinto resultante. Por lo tanto, es deseable el empleo de précticas viticolas que aumenten la
concentracion de los &cidos fendlicos en la baya. En este sentido el deshojado precoz
resulta una préctica potencialmente atil. EI incremento de estas sustancias observado en
el presente trabajo puede ser explicado en base al aumento de la porosidad del dosel
vegetal y a la mayor exposicion de los racimos a la luz solar, asi como a una mayor

aireacion de los mismos

Por otra parte, se debe prestar especial atencidn a la concentracion de estos compuestos
durante los procesos de vinificacion y almacenamiento. Los vinos con altas
concentraciones de acidos hidroxicindmicos (especialmente p-cumarico y acido ferulico)
en presencia de levaduras Brettanomyces pueden derivar en el desarrollo de fuertes olores
fenolicos . Por lo tanto, se deben tomar precauciones para evitar

la accion dicho microorganismo.
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4.4. Influencia del deshojado precoz en la composicion y calidad de

los vinos

4.4.1. Composicion fisico-quimica de los vinos

En la Tabla 4.15 se muestran los resultados del efecto del tratamiento de deshojado
precoz sobre los parametros generales analizados en los vinos de la variedad Tempranillo
durante los afios 2009-2011. EI ANOVA revel6 diferencias significativas en los valores
medios interanuales del grado alcohdlico, la acidez titulable (AT), el &cido malico (MH.)
y el &cido tartarico (TH2) de los vinos procedentes de los tratamientos control (C) y
deshojado precoz (ED). El efecto afio fue significativo en todos los parametros, con la
excepcion de AT y ademas se hallaron interacciones significativas Tr x Afio para todos

los pardmetros excepto THz y el potasio (K).
Al analizar de forma individual cada camparia, se hallaron los siguientes resultados:

e En la campafia 2009 se observaron diferencias significativas (p<0,05) en los
valores de pH, AT y TH.. Respecto del vino control, el procedente del
deshojado precoz present6 valores menores de pH y mayores de AT asociados
a la mayor concentracion de THo.

e En la campafa 2010, a diferencia de la anterior, la AT del vino ED fue menor
que la del C (p<0,01), relacionada con la disminucion significativa de la
concentracion de MH; (p<0,001) y con el aumento en la concentracion de K
(p<0,05) observada en esos vinos. Estos resultados concuerdan con los
obtenidos por quien, en su estudio, también observo que un
deshojado manual mas intenso (pre-floracion-8 hojas) provocaba una
disminucion de la concentracion de &cido malico en vinos de la variedad
Tempranillo.

e Enel 2011, el deshojado precoz provocé un incremento significativo del grado
alcohdlico (p<0,01), del pH (p<0,05) y de la AT (p<0,05) de los vinos.
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Tabla 4.15. Composicion fisico-quimica de los vinos del cv. Tempranillo elaborados a partir de las uvas del tratamiento (Tr) control (C) y deshojado precoz (ED) (campafias

2009-2011).
A 2009 2010 2011 2009-2011 Significacion
C ED C ED C ED C ED Tr  Afio Tr x Afio

Grado alcohélico (% viv) 132 134 | 135 14,1 120 136 | 12,9 137  *x  xx *

pH 3,8 3,77 3,6 3,5 3,8 4,0" 3,7 3,7 ns Fxk *
Acidez Titulable (AT, g TH2/L) 5,6 6,3 5,7 4,8™ 6,9 4,7 6,1 53 o ns &
Acido malico (MH2, g /L) 1,7 2,0 2,9 16™ | 20 2.1 2,2 1,9 wwx ax e
Acido tartarico (THz, g/L) 2,2 3,3 3,0 32 3,0 3,1 2,7 32 fs *x ns
Potasio (K, g/L) 1,3 1,2 0,7 1,0" 1,8 1,8 1,3 1,3 ns Fhx ns

Nivel de significacion: los datos de cada afio se analizaron mediante el test t-Student; los datos de los tres afios se sometieron a un ANOVA de dos vias (tratamiento x afio); *, **, *** y ns: indican significacién a p<0,05,

p<0,01, p<0,001 y no significativo respectivamente.
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En lo que respecta al efecto del dehojado precoz sobre la composicion fisico-quimica
de los vinos, mostraron que dependendia en gran medida de la
variedad. Asi, el deshojado provocaba en los vinos Sauvignon Blanc descensos de los
acidos tartarico y malico, mientras que en los elaborados a partir de uvas de la variedad
Riesling, el deshojado Unicamente incidia significativamente sobre el contenido del acido

tartarico respecto del vino control.

La Tabla 4.16 muestra los valores de los pardmetros referentes a la composicion
fenolica y caracterizacion cromatica de los vinos C y ED. En cuanto a los relativos a la
composicion fenodlica (fenoles totales, antocianos totales y copigmentados, taninos y
catequinas) la tendencia observada fue idéntica todos los afios, y los valores hallados en
los vinos ED fueron mayores que los C. En consecuencia, el deshojado precoz de las
cepas provoco en los correspondientes vinos aumentos significativos de los valores
medios trianuales de todos los pardmetros relativos a la composicion fendlica. Con la
excepcion de las catequinas y el porcentaje de color azul, el efecto afio fue significativo
para el resto de los pardmetros mostrados en la Tabla. Ademas, se hallaron interacciones

significativa Tr X Afio en antocianos, intensidad de color y % azul.

también observaron incrementos en la concentracion de
antocianos en los vinos del cv. Pinot Noir procedentes de uvas de cepas deshojadas, ya
sea en prefloracién, cuajado o envero. Por otra parte, es de destacar la tendencia al
incremento del porcentaje de antocianos copigmentados en los vinos ED respecto a los
vinos C, siendo este aumento significativo en las camparias 2010 y 2011. En el afio 2010,
la diferencia intertratamientos fue superior (63,4 %) a la obtenida en 2011 (23,5 %). Estos
resultados estan directamente relacionados con el incremento de flavonoles y acidos
hidroxicinamicos observado en los hollejos de las uvas del tratamiento ED vs C (Tablas
4.13 y 4.14) durante dicha campania.

En lo que respecta a la incidencia del deshojado precoz en las caracteristicas
cromaticas de los vinos, los resultados obtenidos de la intensidad del color no son
concluyentes, pues en el 2009 y 2010 no se observaron diferencias significativas entre los
valores de ambos tratamientos, mientras que, en la Gltima campafia, los vinos ED
presentaron un mayor valor de intensidad de color en comparacién con el control. La

tonalidad de color de los vinos no se vié modificada significativamente por la aplicacion
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del deshojado precoz. En su trabajo, , No aprecid diferencias en la tonalidad

del color de los vinos de ambos tratamientos en ninguna de las campafias.

Sin embargo, en el 2010 el incremento del porcentaje de copigmentacion, provoco un
aumento del % de azul (efecto batocromico) y de la intensidad del color (efecto
hipercromico) . Este resultado puede estar directamente relacionado con
el mayor porcentaje de antocianos copigmentados, como resultado del mayor contenido
de sustancias copigmentos (flavonoles y &cidos hidroxicindmicos) hallados en los hollejos

de esas uvas en esa campaﬁa.

En vista de estos resultados, podria concluirse que la composicion fendlica de los vinos
no refleja la composicion de las uvas de partida, pues en ninguno de los afios se
encontraron diferencias significativas en el total de sustancias fendlicas de las uvas (Tabla
4.5) ni en la concentracion de antocianos, ni flavanoles de los hollejos (Tablas 4.11 y
4.12) de las uvas vendimiadas. La explicacion a estos hechos puede ser el diferente
porcentaje de extraccion de las sustancias fendlicas de los hollejos ED que de los C. Si se
tiene en cuenta que el pH de los mostos fue similar, y por tanto no puede atribuirse a este
factor, cabria pensar que, aunque las uvas de ambos tratamientos se vendimiaron con
igual valor de SST, las uvas ED presentaban un estado de maduracion fendlica mas
avanzado que las C, por tanto, la pared celular estaria mas degradada, y el proceso de
extraccion estaria mas favorecido lo que habria facilitado la difusion de las sustancias
fendlicas existentes en el hollejo al mosto. La mayor concentracién de taninos de los vinos
ED avalaria esta idea. Ademas, el ligero aumento del grado alcohélico en los vinos ED
respecto a C, también puede haber facilitado la extraccion de los taninos presentes en las

bayas
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Tabla 4.16. Composicién fendlica y cromatica de los vinos del cv.Tempranillo (campafias 2009-2011) elaborados a partir de las uvas del tratamientos (Tr) control (C) y

deshojado precoz (ED).
Pardmetro 2009 2010 2011 2009-2010 Significacion
C ED C ED C ED C ED Tr  Afio Tr x Afio

Fenoles totales (mg/L) 849,4 1039,6 955,9 1537,2" 901,6 1289,6" 902,3 1288,8  *** fala ns
Antocianos (mg/L) 3354 456,4™" 389,2 633,5" 212,3 514,4™ 312,3 534,8 i &
Ant. Copigmentados. (%0) 37,8 43,9 26,9 44,0™ 16,4 20,7 27,0 36,2 x5 R ns
Taninos (mg/L) 563,0 878,5" 1357,1 1878,0 1072,0 2046,1 997,4 1600,9 bl fada ns
Catequinas (mg/L) 1050, 6 11241 778,1 1403, 9" 959,4 1304,6" 868,8 1214 .4 ** ns ns
Intensidad de color 9,5 7,7 9,6 12,8 5,3 10,0™ 8,1 10,2 R e %
Tonalidad de color 0,7 0,7 0,5 0,5 0,7 0,6 0,6 0,6 ns *x ns
Rojo (%) 53,1 54,2 58,3 56,5 52,1 55,6 54,5 55,4 ns F* ns
Azul (%) 11,5 10,9 10,7 12,4™ 11,5 11,8 11,2 11,7 ns ns wx
Amarillo (%) 354 34,9 31,0 31,2 36,4 32,6 34,3 32,9 ** *x ns

Nivel de significacion: los datos de cada afio se analizaron mediante el test t-Student; los datos de los tres afios se sometieron a un ANOVA de dos vias (tratamiento x afio); *, **, *** y ns: indican significacion a p<0,05,

p<0,01, p<0,001 y no significativo respectivamente.
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4.4.2. Efecto del deshojado precoz sobre la composicion volatil de los vinos

La Figura 4.19 muestra el efecto del deshojado precoz sobre la composicion volatil de
los vinos Tempranillo procedentes de ambos tratamientos en las campafias 2009-2011.
Los compuestos se agruparon en siete familias quimicas (alcoholes, compuestos-Cs,
ésteres etilicos, acetatos, &cidos volétiles, lactonas y compuestos carbonilicos). En la
cosecha 2009, el deshojado precoz indujo cambios en la concentracion de todas las
familias de compuestos volatiles analizadas, con excepcion de las lactonas y los
compuestos carbonilicos. Sin embargo, en 2010, solo se observaron cambios en los
acetatos, lactonas y compuestos carbonilicos y en el 2011, esta practica provoco
variaciones en los contenidos de alcoholes, acetatos, &cidos volatiles, lactonas y
compuestos carbonilicos. Varios trabajos han mostrado un aumento de la concentracién
de compuestos volatiles de las uvas y vinos procedentes de cepas deshojadas.

concluyeron que la eliminacion de hojas basales aumentaba la

concentracion de los compuestos volatiles libres en vinos de la variedad Gewd{rztraminer.

En el presente estudio, el efecto del deshojado precoz afectd de manera diferente a las
distintas familias de los compuestos estudiados. La concentraciéon de la familia de los
alcoholes, representados por 14 compuestos, mostré diferencias significativas en los
vinos de los procedentes de los tratamientos ED y C de las campafias 2009 y 2011, siendo
superior en los tratamientos ED. El deshojado precoz provocd un aumento significativo
de la familia de compuestos-Cs, en la campafia 2009, pero no mostré ningun efecto en las
campanas posteriores (2010 y 2011). En este sentido, mostraron
que el deshojado precoz provocaba una reduccién significativa de los compuestos-Cs en

los vinos elaborados con la variedad Tempranillo cultivada en La Rioja.

El deshojado precoz indujo un aumento de la concentracion de los ésteres etilicos
presentes en los vinos, respecto de los vinos control en la campafia 2009 y también
provoco un incremento de los acetatos totales en los vinos ED de todas las campafas en
estudio y de los &cidos volatiles totales solamente en 2009 y 2011.
también observaron un aumento de la concentracion de acetatos en los vinos elaborados

a partir de uvas procedentes de cepas deshojadas.
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Nivel de significacion: los datos de cada afio se analizaron mediante el test t-Student; los datos de los tres afios se sometieron a un
ANOVA de dos vias (tratamiento x afio); *, **, *** y ns: indican significacion a p<0,05, p<0,01, p<0,001 y no significativo
respectivamente.

Figura 4.19. Composicidn volatil (ug/L) de los vinos del cv. Tempranillo elaborados a partir de las uvas
del tratamiento (Tr) control (C) y deshojado precoz (ED) (campafias 2009-2011).
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Respecto a las lactonas, representadas por un dnico compuesto (butirolactona), no se
observaron diferencias entre los vinos C y ED en la cosecha 2009, sin embargo, en las
cosechas 2010 y 2011 se observO una disminucion de su concentracién en los vinos
procedentes de las cepas deshojadas. Finalmente, los compuestos carbonilicos mostraron
un comportamiento diferente en funcion de la campafia considerada, pues el tratamiento
de deshojado precoz indujo un incremento en los vinos 2010 y una disminucion de su

concentracion en los vinos 2011.

Un estudio desarrollado por con la variedad Istrian Malvasia, el
mostré que el deshojado en pre-floracion daba lugar a vinos con concentraciones
superiores de ésteres etilicos y alcoholes superiores en comparacion con los vinos de
cepas control. Sin embargo, cuando el deshojado se realizaba en envero se observo una
disminucion del contenido de estos compuestos. Los trabajos de
han mostrado que la eliminacion temprana de las hojas puede aplicarse para mejorar la
calidad del vino (compuestos volatiles) en la region Mediterranea.

Las diferencias observadas en la composicién volétil de los vinos procedentes de los
tratamientos C y ED en los distintos afios de estudio, podrian deberse al hecho de que la
fecha de la vendimia fue diferente (con el mismo contenido en sélidos solubles). Las
diferentes fechas podrian haber afectado al metabolismo secundario de la baya, aunque
estas mostraran similar valor de SST. observaron que la
evolucion de compuestos voldtiles durante la maduracion de la uva no era proporcional a
los cambios en el contenido de azucar cuando estudiaban la maduracién de diferentes
variedades cultivadas en Galicia. utilizaron la metodologia de
superficie de respuesta para evaluar el efecto simultaneo del momento de muestreo y del
contenido de SST de las bayas sobre la composicion volatil del cv. Moscato Bianco. Los
resultados de dicho estudio mostraron que algunos compuestos estaban més influenciados
por la fecha de muestreo que por la concentracion de SST de las bayas y concluyeron que
la estrategia de muestreo tenia un gran impacto sobre la calidad del aroma de las bayas,

afectando de diferente manera a las distintas familias de compuestos volatiles.

El efecto del deshojado puede estar influenciado por las condiciones climaticas anuales
. En el presente estudio, los compuestos volatiles podrian haberse
visto afectados por el deshojado precoz de una manera diferente en funcion de las

condiciones meteoroldgicas de cada camparia. En la Tabla 3.2 (epigrafe 3.1.2) se mostro
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que la integral térmica eficaz era ligeramente menor en 2009 que en las siguientes
campanas (2037,6 °C, 2126,0 °C y 2137,1 °C en 2009, 2010 y 2011 respectivamente).
Las diferentes condiciones climaticas anuales provocaron que el periodo de tiempo
transcurrido desde envero al momento de la vendimia de los tratamientos ED fuera mas
corto durante el afio 2011 (27 dias), mientras que el afio 2010 dicho periodo fue mayor
(41 dias).

La Tabla 4.17 muestra la influencia del deshojado precoz sobre la concentracion
(expresada en pg/L) de los compuestos volatiles individuales cuantificados en los vinos
del cv. Tempranillo en las camparias 2009-2011. En esta tabla también se incluy6 un
analisis de la varianza para el factor tratamiento, el factor afio, asi como la interaccion
entre ambos. Las concentraciones de los compuestos identificados se muestran agrupados
en las siete familias quimicas ya citadas (alcoholes, compuestos-Cs, ésteres etilicos,
acetatos, acidos volatiles, lactonas y compuestos carbonilicos). Los resultados del
ANOVA realizado muestran que el deshojado precoz (ED) afect6 significativamente al
72,5 % de los compuestos identificados y cuantificados en comparacion con el vino
control. El efecto del afio fue ligeramente mayor que el efecto del tratamiento (26
compuestos, lo que supuso un 76,5 %). El impacto del deshojado precoz fue mayor en la
cosecha 2009, alcanzandose la mayor concentraciéon de compuestos volatiles totales. La
interaccion Tr x Afio fue significativa para la concentracion de todos los compuestos
identificados y cuantificados en los vinos de la variedad Tempranillo, con la excepcién
del 1-butanol.

A nivel de compuestos volatiles individuales, el efecto del deshojado precoz fue
diferente en los distintos afios de estudio. En general, la mayor concentracion de estos
compuestos se encontro en los vinos ED de la cosecha 2009, en la que la intensidad de
dicha practica, respecto al area foliar total inicial (AFT;), fue menor que 2010 y 2011,
afios en los que también se eliminaron las hojas de los brotes anticipados en las cepas
deshojadas (ED).
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Tabla 4.17. Compuestos volatiles de los vinos del cv.Tempranillo elaborados a partir de las uvas del tratamientos (Tr) control (C) y deshojado precoz (ED) (campafias 2009-
2011).

» 2009 2010 2011 2009-2010 Significacion
Familia Compuesto (ng/L) . ~
C ED C ED C ED C ED Tr Afio Tr x Afio

1-propanol 683,2 18353 = 9145 822,1 760,7 812,2 786,1 11565 | * * X
2-metil-1-pentanona 64,0 209,4" 123,3 113,5 38,5 86,7" 75,3 136,5 @ ** & o
2-metil-1-pentanol 948,8 2669,0° = 1984,9 1369,3 @ 2082,3 1422,8" @ 16720 18204 | ns ns **

1-butanol 54,2 121,2 81,2 72,6 62,3 66,4 65,9 86,7 ns ns ns
2+3-metil-1-butanol 15771,5 70646,8" @ 27453,4 27698,8 | 17483,9 25849,8" | 20236,3 413985 ** *x *x
4-metil-1-pentanol 10,6 59,8" 26,9 22,2 16,4 22,6" 18,0 34,9 * *x Frk
Alcoholes 3-metil-1-pentanol 18,9 208,1™ 44,5 43,2 16,0 36,17 26,5 958 | *** BRI SRR
1-octen-3-ol 6,1 22,6™ 21,4 15,2 19,5 13,0 15,7 16,9 ns ns Frk
1-heptanol 23,8 115,9™ 33,3 251 60,8 21,5™ 39,3 54,2 * Fxk Frk

3,3 butanodiol 230,5 590,0" 589,8 421,9 404,6 310,4" 408,3 440,8 | ns * S
Alcohol bencilico 21,6 66,9 33,0 18,3" 83,7 39,2 46,1 41,5 ns S XS
2-feniletanol 10093,1 58987,2°  18576,2 17926,1 12840,6 16909,0° 13836,6 31274,1 *** Fxx ko

Metionol 40,0 40,5 88,4 57,4 35,7 66,4 54,7 54,8 ns *x *x
1-Hexanol 566,8 2896,8™ | 1190,1 952,4 858,2 967,6 871,7 16056 = ** *x Frk
E-3-Hexenol 3.1 14,5 24,6 55™ 7,5 3,9 11,7 8,0 *x Fxk Frk
Compuestos-Cs  E-2-Hexenol 25,8 65,8 8,2 51 12,7 55" 15,6 25,5 & SRR E5
Z-3-Hexenol 10,1 575" 7,2 31,9 151 25,0™ 10,8 38,1 Fxk * *
Z-2-Hexenol 46,5 356,5™ 79,6 1234 63,2 82,3" 63,1 187,4  *** *x Fxk

Nivel de significacion: los datos de cada afio se analizaron mediante el test t-Student; los datos de los tres afios se sometieron a un ANOVA de dos vias (tratamiento x afio); *, **, *** y ns: indican significacion a p<0,05,

p<0,01, p<0,001 y no significativo respectivamente.
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Tabla 4.17. Continuacién.

. 2009 2010 2011 2009-2010 Significacion
Familia Compuesto (pg/L) ~ o
C ED C ED C ED C ED Tr Ano TrxAfo

) Acetato de 2-feniletilo 18,2 173,9™ 60,2 243,9™ 38,7 23,3™ 39,0 147,0  F**  wE* faleie
Acetatos etilicos - - -

Acetato de isoamilo 180,5 22024 731,9 27858 119,0 230,9 343,8  1739,7 F*x  wE* faleie

Butanoato de etilo 247,6 829,2" 515,9 624,6 440,0 473,3 401,2 642,4 * ns *

Hexanoato de etilo 1152  1234,1™ | 311,22 324,8 146,3  4285™ = 190,9 662,5 « F*E  xx* faaled

3 Octanoato de etilo 13,1 281,8™ 64,0 68,0 14,9 79,47 30,7 143,1  **x  wE* faaled
Esteres etilicos ” -

Succinato de etilo 740,2 3719,0 1010,9 840,2 1793,3  878,0 11815 1812,4  ***  ** **

Lactato de etilo 108,3 507,7" 586,1 374,07 286,3 254,5 326,9 378,7 ns ks CEdd

Dietil malato 28,5 108,0" 89,8 446" 98,3 24,9™ 72,2 59,2 ns ns CEdd

Acido isobutirico 30,7 85,1" 70,5 68,1 68,1 62,8 56,4 72,0 ns ns *

Acido butirico 13,9 67,5" 31,2 24,8 15,1 24,2" 20,1 38,8 G 3 G

; Acido 2-metil-butanoico 58,2 248,2" 108,5 118,4 98,5 109,1 88,4 158,6 ~ ** ns G
Acidos volatiles " ” .

Acido hexanoico 153,1 1026,2 3939 369,4 193,4 379,4 246,8 591,7  ***  * EEE

Acido octanoico 87,2 652,0™ 328,0 287,9 103,8 3754™  173,0 438,4 | FEF xxxk falaled

Acido hexadecanoico 409 2343 125,3 106,4 79,5 81,4 81,9 1407  **  ns o

Butirolactona 133,7 263,8 360,9 194,8* 400,4 103,99 = 298,3 187,56  ***  * falaled

Otros compuestos .
Acetoina 29,5 67,1* 35,5 77,7 46,1 23,8 37,0 56,2 bl * bl

Nivel de significacion: los datos de cada afio se analizaron mediante el test t-Student; los datos de los tres afios se sometieron a un ANOVA de dos vias (tratamiento x afio); *, **, *** y ns: indican significacion a p<0,05,

p<0,01, p<0,001 y no significativo respectivamente.
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Los alcoholes fue el grupo mayoritario de compuestos volatiles, representado por 14
compuestos identificados y cuantificados y mas del 87 % de la concentracion total de
compuestos volatiles presentes en los vinos de los tratamientos de deshojado y control,
seguido de los esteres etilicos. Independientemente del tratamiento experimental, el
alcohol isoamilico (2+3-metil-1-butanol) y el 2-feniletanol mostraron la mayor
concentracion en los vinos Tempranillo. El deshojado precoz dio lugar a vinos con mayor
concentracion de 2+3-metil-1-butanol respecto al control en todos los afios de estudio,
mientras que el 2-feniletanol mostro un incremento en los vinos elaborados a partir de las
cepas deshojadas (ED) Unicamente en el afio 2009, aunque para ambos compuestos se

observo, tanto un efecto del tratamiento, como del afio.

El deshojado precoz provocod un efecto significativo sobre 7 de los 13 alcoholes
analizados frente al control, siendo la campafia 2009 la que mostré el mayor incremento
(11 compuestos). Este comportamiento varid en las siguientes campafias 2010 y 2011,
observandose interaccion Tr x Afio en todos los alcoholes con excepcion de 1-butanol.

observaron que un deshojado realizado dos o tres semanas tras la
floracién, provocaba un aumento de 2-feniletanol y alcohol bencilico en vinos elaborados
a partir de diferentes variedades de uva blanca. Los resultados de este trabajo son
contrarios a los observados en vinos del cv. Tempranillo de La Rioja, en los que no se
observaron diferencias significativas para estos alcoholes entre los tratamientos de

deshojado y control

Los efectos del deshojado precoz se observaron mayoritariamente en los compuestos-
Ce, entre los que el 1-hexanol mostré la mayor concentracion tanto en ED como en C.
Todos los compuestos en Cs identificados y cuantificados se vieron afectados por el
tratamiento de deshojado precoz en comparacion con el control, aunque el sentido del
efecto vario en funcion de la campafa estudiada. Al analizar cada afio de forma
independiente se observa que en 2009 el deshojado precoz provoc6 un incremento de
todos los compuestos-Cs vs control. Sin embargo, en 2010 y 2011 las concentraciones de
E-3-hexenol y E-2-hexenol disminuyeron en los vinos procedentes del deshojado precoz.
Los alcoholes con seis atomos de carbono, hexenoles y hexanoles, pueden aportar matices
vegetales y herbaceos al vino . En este sentido, se ha demostrado
que un deshojado tardio resulta ser menos eficaz para reducir la intensidad de los aromas

herbaceos de los vinos en comparacion con un deshojado precoz
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. En el presente estudio, el incremento de compuestos-Cs
en ED observado en el 2009 pudo ser debido a que el area foliar eliminada (AFE) ese afio
(36 %) fue menor que en las siguientes campafas 2010 y 2011 (50 % y 40 %
respectivamente) (Tabla 4.2, epigrafe 4.1.2).

Respecto a la familia de los acetatos, los resultados de este trabajo son similares a los
encontrados en los vinos de la variedad Tempranillo cultivada en la Rioja, donde se
hallaron aumentos en la concentracion de estos compuestos en los vinos procedentes del
deshojado aplicado en pre-floracion respecto de los vinos control

. En el presente trabajo, se hallaron incrementos de la concentracion de acetato de
isoamilo en los vinos procedentes del deshojado precoz respecto de los vinos control en
todos los afios de estudio. hallaron resultados similares cuando
compararon el efecto del deshojado aplicado en diferentes momentos del ciclo (pre-
floracion, post-floracion y envero) sobre la composicion aromética de vinos elaborados
con el cv. Istrian Malvasia. En dicho estudio, las mayores concentraciones de acetato de
isoamilo fueron encontradas en los vinos elaborados a partir de cepas deshojadas en pre-

floracion.

El deshojado precoz también mostré influencia del tratamiento sobre los ésteres
etilicos y los &cidos grasos volatiles, puesto que modificd la concentracién de la
concentracion de 9 de los 12 compuestos identificados (valor medio 2009-2011). En la
camparfia 2009, el deshojado precoz provoc6 un aumento de los acidos grasos volatiles y
ésteres etilicos. Sin embargo, este comportamiento no se hallé durante las campafias 2010
y 2011. EIl succinato de etilo, principal éster etilico presente en los vinos del cv.
Tempranillo, mostré un comportamiento opuesto en 2009 y 2011 y su concentracion no

se vio afectada por el deshojado en 2010.

Por otra parte, el deshojado precoz provocé la disminucion de la butirolactona en los
vinos del cv. Tempranillo en los afios 2010 y 2011. Numerosos estudios han relacionado
las lactonas con el aroma asociado con Botrytis cinerea en los vinos procedentes de
Sauternes , Barsac, Loupiac , Campania (vinos
dulces de Fiano) y Hungria (Tokaji Aszu)

. Enel afio 2009, la primera campafia en la que se realiz6 el deshojado, la uva estuvo

muy afectada por Botrytis cinerea, sin embargo, los valores de la butirolactona en los
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vinos no mostraron diferencias significativas entre tratamientos, aunque se observo una

tendencia a un mayor valor de este compuesto cuando se aplico el tratamiento ED.

Otro compuesto volatil implicado en el aroma del vino es la acetoina, que suele estar
en una concentracion de 0 a 140 mg/L . A diferencia de las cepas de
Saccharomyces cerevisiae, las especies no Saccharomyces son grandes productores de
acetoina . En el presente estudio se
observo efectos del tratamiento, afio y Tr x Afio sobre la concentracion de acetoina, en
los vinos elaborados. Analizando los resultados obtenidos por campafias, se observo un
aumento de la concentracion de acetoina en 2009 cuando se aplicé el deshojado precoz,
sin embargo, en 2011, el deshojado provoco una disminucién de dicho compuesto. En

2010, el deshojado precoz no afecto a la concentracion de acetoina.

Por otra parte, todos los compuestos volatiles analizados, con excepcion del 1-butanol,
mostraron una interaccion significativa Tr x Afio lo que explica que la cosecha ejercid
una influencia sobre el efecto del tratamiento (Tabla 4.17). Este resultado podria
explicarse por las condiciones climéticas y el ataque de Botrytis cinerea durante la
camparia 20009.

4.4.2.1. Analisis de componentes principales (ACP) de la composicion volatil de los

vinos

Con el objetivo de representar graficamente el efecto del deshojado precoz sobre la
composicion volatil de los vinos obtenidos en los tres afios de estudio se realiz6 un analisis
de componentes principales (ACP) con los valores medios de la concentracion de las
familias de compuestos volatiles analizadas (Fig.4.20).

Los dos primeros componentes principales (CP) explicaron el 88,5 % de la varianza
total, correspondiendo un 71,6 % al CP1 y un 16,9 % al CP2. El CP1 estuvo caracterizado
por una mayor contribucion de los compuestos carbonilados, eésteres, acetatos,
compuestos Cs, &cidos volatiles y alcoholes en el lado positivo. El eje PC2 se caracterizo

unicamente por la familia de las lactonas en el lado positivo.

El ACP mostro claramente tres grupos, un primer grupo situado en el lado positivo del
CP1, y formado por los vinos de los tratamientos de deshojado precoz de las camparias

de 2009 y 2010. Un segundo grupo formado por los vinos control de los afios 2010 y
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2011, situados en el lado positivo del componente CP2, y un tercer grupo formado por el
vino control de la camparia 2009 y el deshojado precoz del afio 2011 situados en el lado

negativo de los componentes CP1 y CP2.

Se observaron mayores diferencias entre los tratamientos de la camparia 2009, (en este
afio el volumen de precipitaciones durante la etapa de pre-envero fue menor) en la que el
vino del tratamiento de deshojado precoz mostré una mayor concentracion de todas las
familias de compuestos analizados, a excepcion de las lactonas. En 2010 (116 mm de
lluvia durante el periodo pre-envero), estas diferencias fueron menores, mientras que, en
2011, con més volumen de precipitacion durante la etapa de pre-envero (122 mm) las

diferencias entre tratamientos fueron debidas principalmente a la familia de lactonas.
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& 2 C-2011 carbonilicos
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-1 T Alcoholes
ED-2011 ® Acidos volatiles
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Figura 4.20 Analisis de componentes principales (ACP) aplicado a las familias de compuestos volatiles de
los vinos del cv. Tempranillo elaborados a partir de las uvas del tratamiento control (C) y deshojado precoz

(ED) (camparfias 2009-2011).
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4.4.3. Valor de Actividad Odorifera de vinos Tempranillo procedentes de cepas

control y deshojadas

Con el fin de conocer la influencia de los compuestos volatiles cuantificados sobre la
percepcion aromatica de los vinos, se calculd el valor de actividad odorifera (VAO) sobre
la media de las concentraciones obtenidas de las campafias 2009-2011. Los VAO se
calcularon como la relacion entre la concentracion de cada compuesto y su umbral de
percepcion, utilizando los umbrales descritos en la bibliografia

. Los resultados se muestran
en la Tabla 4.18, en la que se puede observar que 9 de los 34 compuestos volatiles
cuantificados en los vinos del cv. Tempranillo alcanzaron una concentracion por encima
del umbral de percepcion (VAO > 1). Los vinos procedentes del tratamiento de deshojado
precoz mostraron el mayor VAO para todos los compuestos volatiles con diferencias
significativas entre los tratamientos C y ED, representando un total de 175,9 del VAO
para ED vs 56,2 para C.

Tabla 4.18. Valores de Actividad Odorifera (VAO) en vinos del cv Tempranillo elaborados a partir de las

uvas del tratamiento control (C) y deshojado precoz (ED) (media de las campafias 2009-2011).

Compuestos (ug/L) Umbral (ug/L) Descriptor C ED
2+3 metil-1-butanol 30000 Alcohol, disolvente 0,7 1,4
2-feniletanol 14000 Rosa, miel 1,0 2,2
Octanoato de etilo 5 Manzana 6,1 28,6
Butanoato de etilo 20 Manzana 20,1 32,1
Hexanoato de etilo 14 Frutal, manzana 13,6 47,3
Acetato de isoamilo 30 Platano 11,5 58,0
Acido 2-metil-butanoico 33 Queso 2,7 48
Acido hexanoico 420 Queso 0,6 1,4

Descriptores y umbrales aromaticos de compuestos volatiles encontrados en bibliografia

En los vinos procedentes de cepas en las que se aplicé el deshojado precoz, los mayores
VAO se registraron en el acetato de isoamilo (platano), hexanoato de etilo (afrutado),
butanoato de etilo y octanoato de etilo (aroma de manzana).
hallaron valores més altos para el VAO de octanoato de etilo en los vinos de Tempranillo
elaborados a partir de tratamientos de deshojado manual en pre-floracion. El analisis de
VAO indicé que los compuestos que aportan aromas frutales se encontraron por encima

de sus umbrales de percepcidon en los vinos del cv. Tempranillo procedentes de cepas a
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las que se aplico el deshojado precoz. Ademas, el aumento conjunto de octanoato de etilo,
butanoato de etilo, hexanoato de etilo y acetato de isoamilo puede haber contribuido al
aumento de aroma afrutado general en los vinos de dicho tratamiento. Todos los
compuestos relacionados con los aromas herbaceos se encontraron por debajo de umbral
de percepcidén en todos los vinos analizados. Resultados similares se observaron en los

vinos Pinot Noir elaborados a partir de tratamientos de deshojado parcial de las cepas

4.4.4. Influencia del deshojado precoz sobre las caracteristicas sensoriales de los

vinos

Con el fin de determinar la influencia del tratamiento de deshojado precoz sobre las
caracteristicas organolépticas de los vinos se llevo a cabo el andlisis sensorial de los
elaborados en las campafias 2010 y 2011, tras un periodo de 3 meses de permanencia en
botella. El andlisis se realizd mediante analisis sensorial descriptivo cuantitativo en fase
visual, olfativa y gustativa. La interpretacién de los resultados se realiz6 mediante

comparacion de datos medios aplicando el test “t” de Student.

En ambas campafias el deshojado precoz modifico el perfil visual, aromatico y
gustativo de los vinos, aunque con diferente grado de intensidad. Los valores de la
intensidad de cada uno de los atributos y los resultados del test “t” de Student se muestran
en las Figuras 4.21, 4.22 y 4.23 donde aparecen reflejados la intensidad de los descriptores
del color, aroma y gusto respectivamente, que presentaron una media geométrica GM >10

% durante el proceso de generacion y seleccion de descriptores

Segun refleja la Figura 4.21, el vino ED elaborado en el afio 2010 obtuvo en la fase
visual valores significativamente mas altos en los descriptores “color violaceo” (p<0,01)
e “intensidad de color” (p<0,001) respecto del vino C. En la campafia 2011 se observo
una tendencia similar a la de la campafa anterior, aunque Unicamente se observaron
diferencias significativas en el caso del descriptor “color violaceo”, siendo el vino ED el
que presentd una mayor intensidad de dicho parametro (p<0,05) en relacion a los vinos
C. Estos resultados confirman los obtenidos en el analisis de la composicion fisico-
quimica (epigrafe 4.4.1), en el cual se observo en los vinos del tratamiento de deshojado
una tendencia a presentar valores superiores del pardmetro intensidad de color y del

porcentaje de color azul, relacionado con el mayor grado de copigmentacion. Estos
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resultados concuerdan con los obtenidos por VVerdenal et al. (2017), con cepas del cv.
Pinot Noir durante las campafias 2010-2015. Dichos investigadores mostraron que los
vinos procedentes de tratamientos de deshojado precoz presentaban una mayor intensidad

de color en la fase visual.
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Nivel de significacion: los datos de cada afio se analizaron mediante el test t-Student; * y **: indican significacién a p<0,05 y p<0,01

respectivamente.

Figura 4.21. Perfil sensorial visual de los vinos del cv. Tempranillo elaborados a partir de las uvas del
tratamiento control (C) y deshojado precoz (ED) (campafias 2010-2011).
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La Figura 4.22 muestra los resultados obtenidos en la fase olfativa. En el 2010 frente
al vino C, el ED obtuvo una puntuacion superior en el descriptor “frutos rojos” (p<0,05)
y menor en el “aroma herbaceo” (p<0,01). En el afio 2011 se obtuvieron unos resultados
similares a la campafa anterior y las diferencias siguieron la misma tendencia. Como se
ha comentado anteriormente, en los vinos elaborados con uvas cosechadas a partir de
cepas en las que se aplico el tratamiento de deshojado precoz, también se hallaron
mayores valores de actividad odorifera (VAQO) de compuestos aromaticos relacionados
con los aromas frutales y menores valores de VAO de los compuestos que pueden aportar

matices vegetales y herbaceos al vino.

Estos resultados coinciden con los hallados por en vinos
Tempranillo de la Rioja y por en vinos del cv. Pinot Noir de Suiza.
Ambos trabajos muestran que esta técnica produce en los vinos un incremento en la
intensidad de atributos florales, y una diminucién de los herbaceos. Por otro lado, en
estudios en los que se aplicé un deshojado tardio, , sobre el perfil
olfativo de vinos del cv. Chardonnay procedentes del sur de Australia y

en vinos del cv. Sauvignon Blanc de Sudéfrica, encontraron atributos frutales en

los vinos procedentes de cepas deshojadas, mientras que los vinos control se
caracterizaron por aromas herbaceos. Ademas, en otro trabajo realizado con diferentes
clones del cv. Sauvignon Blanc de Sudafrica, se mostré que el efecto del deshojado podria
diferir en funcion del genotipo A este respecto, en un estudio
realizado en diferentes cultivares blancos (Moscatel de Alejandria, Moscatel de Grano
Menudo y Albillo Real) en la Comunidad de Madrid se observé que los pardmetros
sensoriales de los vinos del cv. Moscatel de Grano Menudo apenas se vieron afectados
por la practica de deshojado tras el envero durante ninguno de los afios del estudio
Por otra parte, también se ha mostrado que las condiciones

climatoldgicas repercuten en la extension y significancia del efecto del deshojado sobre
los vinos. En ese sentido, encontraron una gran variedad interanual
en sus resultados: el primer afio, de apliacion de la técnica que fue calido y seco, no
observaron efecto del deshojado precoz sobre los atributos sensoriales del vino del cv.
Tempranillo, mientras que el segundo afio, mas fresco y lluvioso, se obtuvieron vinos con
mas aromas florales y frutales en comparacion con el control. también
observo una variabilidad interanual en el efecto del deshojado tardio, pues durante el afio

mas seco y caluroso, de forma general los vinos elaborados a partir de cepas deshojadas
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de los cv. Moscatel de Alejandria y Albillo Real obtuvieron, de manera general, una mejor
valoracion de la calidad e intensidad aromatica global y de los aromas florales y, por el
contrario, el afio que presentd temperaturas mas suaves y mayores precipitaciones, 1os
atributos visuales y aromaticos de los vinos control fueron mejor valorados en

comparacion con los deshojados.
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Nivel de significacion: los datos de cada afio se analizaron mediante el test t-Student; * y **: indican significacion a p<0,05 y p<0,01

respectivamente.

Figura 4.22. Perfil sensorial olfativo de los vinos del cv. Tempranillo elaborados a partir de las uvas del
tratamiento control (C) y deshojado precoz (ED) (campafias 2010-2011).
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La Figura 4.23 muestra los resultados de la fase gustativa. ElI deshojado precoz
provocd un aumento significativo en las puntuaciones de los parametros “estructura”
(p<0,05), “tanico” (p<0,05) y “persistencia” (p<0,05) de los vinos de la cosecha 2010 y
de “persistencia” (p<0,05) y “equilibrio” (p<0,01) en 2011 (Fig. 4.23b). Los vinos
procedentes de cepas en las que se aplico el tratamiento de deshojado precoz fueron
descritos por los catadores como vinos méas equilibrados y con mayor estructura en boca.
Estos resultados estan relacionados con la composicion fisico-quimica de los vinos
(epigrafe 4.4.1), ya que los vinos procedentes del tratamiento ED presentaron una
tendencia a un mayor contenido en grado alcohélico y concentraciones superiores de
taninos y catequinas respecto a C, principales compuestos responsables de la astringencia,
amargor y estructura de los vinos

en su estudio observaron una tendencia semejante y también, previamente,
, cuando aplicaron un deshojado en momentos mas avanzados del
ciclo en cepas del cv. Longanesi cultivadas en Ravenna (ltalia), obtuvieron vinos con

mayor sensacion alcoholica y astringencia.
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Figura 4.23. Perfil sensorial gustativo de los vinos del cv. Tempranillo elaborados a partir de las uvas del

tratamiento control (C) y deshojado precoz (ED) (camparfias 2010-2011).

163












Conclusiones

CONCLUSIONES

Los efectos del deshojado precoz aplicado sobre la variedad Tempranillo cultivada en
Extremadura, estuvieron muy condicionados por las caracteristicas climaticas del afio de

la cosecha:
DESARROLLO VEGETATIVO Y COMPONENTES DE LA PRODUCCION

El deshojado precoz realizado en prefloracion, en general, provocé una tendencia a la
reduccion del area foliar total media de las cepas, aunque dicho efecto dependid del afio.
Por otra parte, en el afio 2010 en el que la aplicacion del deshojado fue mas intensa, las

cepas mostraron un crecimiento vegetativo compensatorio.

El deshojado precoz redujo la tasa cuajado, lo que provocd un menor nimero bayas
por racimo, y por lo tanto menor peso de racimo, reduciéndose la produccidn. Este efecto
estuvo condicionado por el afio de la cosecha.

COMPOSICION Y CALIDAD DE LA UVA

El deshojado precoz provocd un adelanto en la maduracion tecnoldgica y fendlica de
la uva en los tres afios de estudio. En las uvas vendimiadas con similar valor de sélidos
solubles totales provoco un incremento de los valores de potasio en la uva y un descenso
del acido tartarico en los mostos. En el resto de los parametros analizados se observé una
tendencia a presentar mayores niveles cuando se aplicd el deshojado precoz en

comparacion con el tratamiento control.

La concentracion del nitrdgeno aminoacidico total (FAN), nitrégeno aminoacidico
asimilable (AAA-N), nitrogeno asimilable por las levaduras (YAN) y precursores
aromaticos nitrogenados (PAN) de los mostos, dependi6 del afio considerado y no se
vieron afectados por la aplicacion del deshojado precoz. A nivel individual, 12
aminoacidos modificaron su concentracion en los mostos procedentes del deshojado

precoz, mayoritariamente en el afio 2011.

Los hollejos de las uvas procedentes de cepas en las que se aplicé el deshojado precoz
presentaron mayores concentraciones de flavonoles y acidos hidroxicindmicos en el

hollejo, fundamentalmente en el afio 2010. Por tanto, el deshojado precoz aplicado en
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pre-floracion podria incrementar la concentracion de los compuestos que intervienen en

las reacciones copigmentacion, importantes para la estabilidad de color vino.
COMPOSICION Y CALIDAD DEL VINO

En los vinos, el deshojado precoz provoco una disminucion significativa del acido
malico y de la acidez total y un incremento del acido tartarico y de la concentracion de
los compuestos fendlicos totales, antocianos totales y antocianos copigmentados asi como

de la intensidad de color respecto de los elaborados a partir de las cepas control.

A nivel de composicién aromatica, los vinos ED (procedentes de cepas a las que se
aplico el deshojado precoz) presentaron valores significativamente superiores de
alcoholes, compuestos en C6, esteres etilicos, &cidos volatiles y compuestos carbonilicos
respecto de los C (procedentes de las cepas control). Como consecuencia de lo anterior,
el valor de la actividad odorifera de los compuestos que aportan aromas frutales fue

superior en los vinos ED. Este efecto tuvo mayor significacion en el afio 2009.

Sensorialmente, los vinos ED se caracterizaron por mayores puntuaciones en los
descriptores color violaceo y aroma a frutos rojos e intensidad de color que los C.
Ademas, el incremento de la tanicidad y de la estructura en boca de los vinos procedentes

de cepas deshojadas puso de manifiesto la obtencidn de vinos mas equilibrados.

Los resultados obtenidos indican que, bajo las condiciones agroclimaticas del presente
estudio, el deshojado precoz puede convertirse en una herramienta Gtil para el control del
rendimiento productivo de la vid, mejorando ciertas caracteristicas fisico-quimicas de las

uvas y, en consecuencia, mejorar el potencial enolégico de los vinos de Tempranillo.
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Effects of Preflowering Leaf Removal
on Phenolic Composition of Tempranillo in the
Semiarid Terroir of Western Spain

Daniel Moreno,! Mar Vilanova,?* Esther Gamero,' Diego S. Intrigliolo,?
M. Inmaculada Talaverano,' David Uriarte,* and M. Esperanza Valdés!

Abstract: The effects of preflowering defoliation on the qualitative and quantitative composition of phenolic com-
pounds in the grape skins of Tempranillo grapevines grown in a semiarid terroir of western Spain, Badajoz, were
determined. Control vines were compared with defoliation carried out before flowering (ED) in 2009 and 2010.
Forty-two phenolic compounds were identified and quantified in the grape skins, including anthocyanins, flavonols,
flavanols (cathechin and epi-cathechin and the flavanol dimmers B/, B2, and B3), and hydroxycinnamic acids, as
both simple and conjugated molecules. ED did not significantly alter the concentration of total anthocyanidins,
although in 2009, 3-O-acylated monoglucosides and p-coumaroylglucoside forms were more abundant in this treat-
ment. A nonsignificant tendency toward increased total flavanols due to defoliation treatment was observed. Leaf
removal increased concentrations of flavonols (glycosides of myricetin, quercetin, kaempherol, and isorhamnetin),
hydroxycinnamic acids, and stilbenes in season-specific ways. Preflowering leaf removal may contribute to increased
concentrations of compounds that can form complexes with anthocyanins (copigments) and may thus improve wine

color stability.

Key words: defoliation, copigmentation, phenolic compounds, Vitis vinifera L.

Color is an important factor in determining red wine qual-
ity. Wine color is linked to the accumulation of anthocyanins
in the grape berries and particularly in the skin. However, it
is not only the anthocyanin concentration and profile that is
responsible for wine color: copigmentation can account for 30
to 50% of color in young wines (Boulton 2001). Copigmen-
tation in wine results from molecular interactions between
anthocyanic pigments and other organic molecules, called
cofactors, which form molecular associations or complexes.
For copigmentation in young wines to increase, there must
be sufficient quantities of substances that can act as copig-
ments. The most common cofactors are compounds such as
phenolic acids, flavonoids, and in particular, flavonol and fla-
vone derivatives (Rustioni et al. 2012). Good quality grapes
should have high concentrations of both stable pigments and
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substances that can act as cofactors. Several agronomic tech-
niques have been used to improve the quality and quantity of
the phenolic compounds in berries. Early defoliation, manual
or mechanical, can be a useful tool to reduce vine yield and
improve fruit composition. Crop regulation is achieved in
early defoliated vines through reduced fruit set, leading to
smaller and looser clusters, and the canopy microclimate is
improved by increasing fruit exposure and canopy porosity
(Tardaguila et al. 2010), with substantial benefits in pigmenta-
tion and tolerance to rot (Intrieri et al. 2008). Phenolic com-
pounds belong to an important group of pigments widely
distributed throughout the plant kingdom. These compounds
include flavonoids (anthocyanins, flavonols, and flavanols)
and nonflavonoids (hydroxicinnamic acids and stilbenes)
and have been described as important indicators of grape
quality (Downey et al. 2004). Because different phenolic
compounds are not synthesized at the same developmental
stage, timing of defoliation may affect different aspects of
berry composition differently (Sternad Lemut et al. 2013). As
with other canopy management practices, the results of leaf
removal are influenced by timing (Gatti et al. 2012, Sternad
Lemut et al. 2013), severity (Risco et al. 2014), cultivar (Lee
and Skinkis 2013), other specific variables such as choice of
leaves removed/retained, and also by the climate of the areca
in general and the particular season. Prebloom leaf removal
reduced yield in Sangiovese vines and increased sugar, total
phenolics, and anthocyanin concentrations (Gatti et al. 2012),
possibly due to changes in microclimate conditions in the
cluster area (Sternad Lemut et al. 2013).

The purpose of this study was to evaluate the effects of
early defoliation on grape skin phenolic composition in Tem-
pranillo grapes grown in a semiarid terroir of Spain in two
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consecutive years, 2009 and 2010. Special attention was paid
to the concentrations of monomeric anthocyanins and other
compounds implicated in the formation of copigmentation
complex cofactors such as flavonols, epicatechin, and hy-
droxycinnamic acids.

Materials and Methods

Plant material and experimental layout. The experiment
was carried out in 2009 and 2010 in Badajoz, Extremadura
(western Spain) (lat. 38°51'N; long. 6°40"W; elevation 198 m
asl), in a Tempranillo vineyard (Vitis vinifera L.). Vines on
rootstock 110R were planted in 2001 and trained to a vertical
trellis on a bilateral cordon system oriented east-west. Vines
were spaced 1.20 m within the row and 2.50 m between rows.
Soil was loam to sandy-loam texture and >2 m deep. Drip
irrigation was based on replacing 100% of crop evapotrans-
piration. Water consumption was calculated with a weighing
lysimeter installed in the experimental vineyard. By the end
of the season, the total applied irrigation was 666 and 597
mm in 2009 and 2010, respectively. The climate is continen-
tal semiarid and annual rainfall is 351 mm, of which ~70%
falls during dormancy. A randomized block design was set up
with each treatment replicated across four blocks consisting
of six rows with 18 vines per row. Defoliated (ED) vines had
the first seven basal leaves from each shoot removed before
flowering, and were compared with a nondefoliated control
(C). In 2010, the main leaves of secondary shoots were also
removed from ED vines.

Environmental conditions. Climatic conditions were
measured by an automatic meteorological station (CR10X
datalogger; Campbell Scientific, Shepshed, UK) located in
the vineyard. Thermal integral was calculated as the accu-
mulation of maximum daily temperature above 10°C. Maxi-
mum, minimum, and mean temperatures and rainfall were
calculated from April 1 to September 30. Three climate in-
dices related to water balance and thermal conditions were
calculated: heliothermal index (HI, Huglin 1978), cool night
index (CI, Tonietto and Carbonneau 2004), and dryness index
(DI, Riou 1994).

Agronomic and must determinations. The leaf area
(LA) removed was estimated based on allometric relation-
ships between shoot length and LA. At the end of vegeta-
tive growth, vine vigor was estimated using a plant canopy
analyzer (LAI-2000; LI-COR Biosciences, Lincoln, NE) as
described (Uriarte et al. 2012). Bloom stage was estimated
from photographs of four clusters per vine for each experi-
mental unit as described (Poni et al. 2006). Photographs were
taken perpendicular to the cluster on a dark background just
before anthesis and a linear regression between actual number
of flowers and flowers counted in the digital photographs was
used. At harvest, fruit set was estimated in the four selected
clusters by counting the number of berries per cluster (Uriarte
et al. 2012).

All samples were harvested at 23 to 24 Brix, a common
harvesting criterion for Tempranillo in this area. In both sea-
sons, the treatments were handharvested on different dates
(20 Aug and 01 Sept, respectively, for ED and C in 2009; 31
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Aug and 13 Sept, respectively, for ED and C in 2010). Yield
was determined at harvest and berry weight was measured
(Mettler Toledo PL602-S, Greifensee, Switzerland). Total sol-
uble solids in grape must was determined by refractrometry
(ATR ST Plus; Schmidt + Haensch, Berlin, Germany) accord-
ing to the official methods of the International Organisation
of Vine and Wine (OIV 1990).

Compound extraction and HPLC conditions for sepa-
rating individual phenolic compounds. At harvest, 500 g
healthy grapes from each experimental plot were collected.
Subgroups of 50 berries were obtained in triplicate, weighed
(Mettler Toledo PL602-S), and stored at -20°C until analy-
sis. Berry skins were separated from pulp and seeds with a
scalpel. Dried skins were frozen at -80°C and lyophilized
to full dryness (Virtis Genesis 25LL lyophilizer; the Virtis
Company, Gardiner, NY). Berry skins were weighed and ho-
mogenized in a 180W Moulinex grinder (Alengon, France).
Phenolic compounds were extracted from 0.5 g homogeneous
grape skin powder with 4 mL methanol/formic acid (95:5
v/v) and mixed 15 sec by Heidolph Reax control (Schwabach,
Germany). After mixing, the solution was centrifuged at 3500
rpm for 10 min. The supernatant was collected in a flask and
refrigerated. The extraction was repeated until the superna-
tant was colorless. The combined supernatants were brought
up to 50 mL with methanol:formic acid. The acid-alcohol ex-
tracts, previously filtered (0.25 um diameter Chromafil filters,
Diiren, Germany), were analyzed by HPLC (1200 LC; Agi-
lent Technologies, Palo Alto, CA) equipped with a degasser,
quaternary pump, column oven, 1290 infinity autosampler,
UV-vis diode-array detector (DAD), fluorescence spectro-
photometer detector (FLD), and the Chemstation software
package for LC 3D systems (Agilent Technologies) to control
the instrument and for data acquisition and data analysis.

The analysis was carried out as described (Gomez-Alonso
et al. 2007) with slight modifications to improve peak reso-
lution. For identification and quantification of compounds,
10 pL extract was injected directly into the HPLC. Absor-
bance at 280, 320, 360, and 520 nm was measured by the
DAD detector and excitation at 280 and emission at 320 nm
was measured by the FLD detector. Phenolic compounds
were identified by their elution order and by comparison
to the retention times of commercially available standards
(catechin, epicatechin, catechin gallate, epicatechin gallate,
myricetin, quercetin, and trans-resveratrol from Sigma (St.
Louis, MO), malvidin-3-glucoside, procyanidins B/ and B2,
quercetin, kaempherol and isorhamnetin glucosides, myrice-
tin-3-glucoside, and kaempherol-3-rutinoside from Extrasyn-
these (Genay, France), quercetin-3-rutinoside, kaempherol,
isorhamnetin, and quercetin-3-galactoside from Fluka (Bu-
chs, Germany), and caffeic, coumaric, and ferulic acids from
Merck (Darmstard, Germany)). Quantification of non-com-
mercial compounds was made using the calibration compound
belonging to the same family which was next in the order of
elution. Total polyphenols was given in mg/kg of malvidin-
3-glucoside, myricetin-3-glucoside, catechin, and caffeic acid
for anthocyanins, flavonols, flavanols, and hydroxycinnamic
acids, respectively.
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Total phenolic compounds were calculated from the sum
of the concentrations (mg/kg berry fresh weight) of the
individual compounds. The anthocyanins present in extracts
were identified as the monoglucoside forms (3-glu) of del-
phinidin (Dp), cyanidin (Cy), petunidin (Pf), peonidin (Pn),
and malvidin (Mv); the acetylglucoside forms (3-acglu) (DpA4,
CyA, PtA, PnA, and MvA), and the p-coumaroylglucoside
forms (3-pcmglu) (DpC, CyC, PtC, PnC, and MvC). The
flavanols identified were (+)-catechin (C4), (-)-epicatechin
(EC), and procyanidins B/, B2, and B3. The flavonols identi-
fied were myricetin (My), quercetin (Qc), kaempherol (Kp),
and isorhamnetin (/4), their respective 3-glucosides (MyG,
QcG, KpG, and IhG), 3-rutinosides of quercetin (QcR) and
kaempherol (KpR), quercetin-3-glucuronide (QcGR), and
quercetin-3-galactoside (QcGL). The hydroxycinnamic ac-
ids, hydroxycinnamoyltartaric acids, and stilbenes identified
were caftaric, coutaric, and fertaric acids in their cis and
trans isomers (cCa — tCa; ¢cCo — tCo; cFt — tFt), caffeic
(CF), coumaric (COU), and ferulic (Fe) acids, and trans-
resveratrol (¢R).

Statistical data analysis. Statistical comparisons between
mean values were established with Student’s ¢ test using the
SPSS version 13.0 for Windows statistical package (SPSS Inc.,
Chicago, IL).

Results and Discussion

Weather conditions. The climate indices HI, CI, and DI
did not vary strongly in 2009 and 2010 and showed a very
dry viticultural climate defined by warm, temperate nights
(Table 1). The 2010 season had slightly higher temperatures
(2126.0°C day thermal integral versus 2037.6°C in 2009) and
more rainfall (123.0 mm versus 101.8 in 2009). There were
41 days between the beginning of veraison and harvest in
2010, but only 30 in 2009, with a maximum daily temperature
above 35°C. Daytime temperature above 35°C is detrimental
to color in sensitive cultivars (Spayd et al. 2002). In warm
years, the concentrations of compounds in Tempranillo grapes
that are considered primitive pigments leading to formation of
different anthocyanins are lower than in relatively cool years
(Ryan and Revilla 2003).

Vine vegetative growth, yield, and classical parameters.
Preflowering defoliation by removal of leaves from the seven
basal nodes of the main shoots eliminated 36% of the vine LA

in 2009. In 2010, the intensity of this practice was increased
with removal of leaves from secondary shoots, representing
50% of the vine LA (Table 2). Average total vine LA from
veraison to harvest was significantly affected by defoliation
only in 2009. Although more severe defoliation was applied
in 2010, no differences in total LA were observed between
control and defoliation vines. This response could be due to
canopy management, since in this year the total LA of the
control did not exceed 7.2 m?/vine, indicating a greater in-
tensity of shoot topping, so the total LA was similar between
treatments.

The influence of defoliation on yield components is shown
(Table 2). Fruit set rates were not significantly affected by
defoliation in 2009, while in the following season, defolia-
tion reduced fruit set by a notable 36%. These results can
be explained by the greater intensity of defoliation in 2010,
when the main leaves of secondary shoots were also removed.
Preflowering leaf removal had no effect on berry weight in
either year. The effects of preflowering defoliation on yield
were only significant in 2010, in which defoliation decreased
yield. This yield reduction may be due to reduced fruit set in

Table 2 Influence of preflowering defoliation on vegetative growth
and cluster and yield components.

Parameter Treatment 2009 2010 Average
Leaf area removed (%) ca - - -
ED 36.0 50.0 43.0
Total leaf area (m?/vine) C 9.1 7.1 8.1
ED 7.2** 6.7 6.9
Fruit set (%) C 60.0 52.0 56.0
ED 52.0 33.0* 42.5
Berry weight (g) C 2.0 2.0 2.0
ED 2.0 1.8 1.9
Yield (t/ha) C 17 20.4 18.7
ED 19.7 15.0* 17.4
Total soluble solids (Brix) C 23.5 23.0 23.3
ED 24 1 23.5 23.8
Date of harvest C 01 Sept 13 Sept

ED 20 Aug 31 Aug

aTotal leaf area: Average from veraison to harvest. C, nondefoliated
vines; ED, defoliation performed just before flowering.

bWithin each column, * and ** indicate a significant difference among
treatments (n = 4) at p < 0.05 and p < 0.01, respectively.

Table 1 Yearly meteorological data and bioclimatic indices of the experimental site in western Spain (Badajoz) in 2009 and 2010.

2009 2010
Index Viticulture climate Value Viticulture climate Value
HI: Heliothermal Warm (HI+2) 2764 Warm (HI+2) 2836
Cl: Night cold (°C) Temperate nights (Cl-1) 16.6 Temperate nights (Cl-1) 17.2
DI: Dryness (mm) Very dry (DI+2) -197.7 Very dry (DI+2) -178.2
Parameter Seasonal Annual Seasonal Annual
Max T (°C) 29.0 23.6 29.3 22.7
Mean T (°C) 21.2 16.6 21.6 16.3
Min T (°C) 13.3 9.8 13.9 10.2
Rainfall (mm) 101.8 515.4 123.0 739.8
Thermal integral 2037.6 2456.2 2126.0 2308.3
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this season caused by defoliation. Similar effects on yield have
been reported in Tempranillo (Tardaguila et al. 2012), Barbera,
and Lambrusco (Poni et al. 2009), with slightly higher reduc-
tions in Pinot noir and Pinot gris (Sabbatini and Howell 2010).

Some studies also reported that early defoliation can in-
crease sugar (Poni et al. 2006). Similar results were observed
in our study. In both years, to obtain grapes with the same
sugar concentration at harvest for both treatments, ED was
harvested 12 days before C, and therefore had a greater sugar
concentration at that time.

Grape berry skin total phenolic composition. Forty-
two phenolic compounds were identified and quantified in
Tempranillo grape skins, including anthocyanins, flavonols,
simple and conjugated hydroxycinnamic acids, and flavanol
monomers and dimmers. The effects of defoliation on the
different phenol families in both seasons are shown (Figure
1). Defoliation increased both total phenolic concentrations
and the concentrations of individual phenolic families in both
years. Enhanced exposure to sunlight due to basal leaf re-
moval has been linked to improved grape quality, leading
to fruit richer in soluble solids, anthocyanins, and phenols
(Smart and Robinson 1991). In our study, the increase in phe-
nols in ED was greater in 2010, with a significant increase
in total flavonols (+87%) and total hydroxycinnamic acids
(+42%). The effect of defoliation may be influenced by yearly
weather conditions and cultivar (Bavaresco et al. 2008). In
that study, genotype-environment interactions showed that
in cool years, leaf removal improved ripeness of Barbera and
Malvasia grape, while no effects were observed under warm-
er and drier conditions. In other cultivars such as Croatina,
however, the opposite effect was observed. Under our ex-
perimental conditions, the defoliation effect on anthocyanin,
hydroxycinnamic acid, and stilbene concentrations was most
noticeable in dry years with lower HI and CI values, while
the effect on flavonol concentration was most noticeable in
wetter years, with higher HI and CI values.
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Grape berry skin anthocyanin concentrations. The ef-
fect of defoliation anthocyanin compounds was studied during
two vintages (Table 3). Fifteen compounds were identified,
quantified, and grouped into monoglucosides, acetylgluco-
sides, and coumaroylglucosides.

The anthocyanin profile was similar to that observed in
other studies carried out with different clones of Tempra-
nillo grapes (Revilla et al. 2009). Anthocyanin concentra-
tions increased in berries of defoliated Pinot noir vines and
remained unaltered or increased in other cultivars such as
Merlot, Cabernet franc (Mazza et al. 1999), and Nebbiolo
(Chorti et al. 2010).

In our study, a greater year effect than defoliation effect
was observed on anthocyanin compounds. This situation
could be due to weather differences between the seasons.
In 2010, more anthocyanins were found than in 2009. These
results are consistent with reports of higher concentrations
of anthocyanins in warm, sunny years than in cool and rainy
years (Diago et al. 2012a).

My and its derivatives were predominant, followed by Dp
and its derivatives, while Cy and its derivatives were least
abundant. Monoglucosides were not affected by defoliation
in either year, although in both years the same trend was
observed, with slightly increased Dp, Pt, and Mv monoglu-
cosides and decreased Cy and Pn monoglucosides in defoli-
ated treatments. Similar results were observed in Pinot noir
grapevines, although there was no decrease in cyanidin ac-
cumulation (Sternad Lemut et al. 2013). These results could
be explained by enhanced synthesis of trihydroxylated an-
thocyanins over dihydroxylated pigments in the presence of
ultraviolet radiation (Cortell and Kennedy 2006).

Temperature and sunlight exposure affect synthesis of an-
thocyanin compounds in cool climates, where sun exposed and
chilled to the temperature of shaded clusters tended to have
the highest total monomeric skin anthocyanin concentrations
(Spayd et al. 2002). In warm climates, high light exposure
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Figure 1 Effect of early defoliation on grape skin concentrations of total anthocyanins, flavanols, flavonols, and hydroxycinnamic acids. For each year
and compound, * or ** indicate significant differences at p < 0.05 or p < 0.01, respectively. Vertical bars represent + SD. C, nondefoliated vines; ED,

defoliation performed just before flowering.
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can increase concentrations of anthocyanins, although if the
berry temperature is too high, fruit quality can be adversely
affected (Mori et al. 2007).

When the acetylglucosides were analyzed individually,
early defoliation significantly increased P¢t4 and Mv4 in
2009 by over 15%, while differences were not significant in
2010, although the same trend was observed in both seasons.
Preflowering defoliation increased accumulation of coumar-
oylglucoside compounds, although this was only significant
for PtC in 20009.

Table 3 Preflowering defoliation effects on grape skin
anthocyanin concentrations (mg/kg berry fresh weight).

Compound? Treatment® 2009 2010 Average
Dp C 83.5 68.2 75.9
ED 85.6 113 99.1
Cy C 15.6 8.6 12.1
ED 9.6 9.6 9.6
Pt C 80 71 75.5
ED 84.5 105 94.6
Pn C 25.8 24.3 25.1
ED 17.9 18.6 18.3
Myv C 279 307 293
ED 304 363 336
% Monoglucoside C 483.9 479.1 481.6
ED 501.6 609.2 557.6
DpA C 3.9 4.5 4.2
ED 4.4 6.5 5.45°
CyA C 1.2 1.2 1.2
ED 1.2 1.3 1.3
PtA C 4.9 6.4 5.7
ED 5.8 8.5 7.2
PnA C 0.8 0.9 0.9
ED 0.8 1.2 1
MvA C 23.7 35.9 29.8
ED 28.6* 41.6 35.1
¥ Acetylglucoside C 34.5 48.9 41.8
ED 40.8* 59.1 50.0*
DpC C 2 4.9 3.5
ED 1.8 3.7 2.8
CyC C 3.8 3.2 3.5
ED 3.6 4.8 4.2
pPtC C 34.6 42.4 38.5
ED 40.8* 54.2 47.5*
PnC C 7.7 6.9 7.3
ED 7.5 8.8 8.2
MvC C 142 209 176
ED 167 215 191
% Coumaroylglucoside C 190.1 266.4 228.8
ED 220.7* 286.5 253.7

aDp, delphinidin-3-glucoside; Cy, cyanidin-3-glucoside; Pt, petunidin-
3-glucoside; Pn, peonidin-3-glucoside; Mv, malvidin-3-glucoside; DpA,
delphinidin-3-glucoside acetate; CyA, cyanidin-3-glucoside acetate;
PtA, petunidin-3-glucoside acetate; PnA, peonidin-3-glucoside acetate;
MvA, malvidin-3-glucoside acetate; DpC, delphinidin-3-glucoside
coumarate; CyC, cyanidin-3-glucoside coumarate; PtC, petunidin-
3-glucoside coumarate; PnC, peonidin-3-glucoside coumarate; and
MvC, malvidin-3-glucoside coumarate.
5C, nondefoliated vines; ED, defoliation performed just before flowering.
°Within each column, * indicates a significant difference among
treatments (n = 4) at p < 0.05.

The stability of DpA and PtC is greater as the number of
methoxyl-B rings increases. Thus, Mv and Pn derivates are
more stable than Dp, Cy, and Pt because they lack ortho-
positioned hydroxyl groups, which results in comparatively
higher resistance to oxidation than Dp, Cy, and Pt, which have
an o-diphenol structure on the B ring (He et al. 2010). Mal-
vidin is also the reddest individual anthocyanidin (Jackson
2008). On the other hand, esterified coumaric acid derivatives
are more stable than unesterified anthocyanins. Defoliation
increased acetylated forms, although it was significant only
in 2009. This is an interesting result because acylation of
the sugar moity in the anthocyanins can also favor chemical
stability (Gueffroy et al. 1971).

Flavanol concentration in grape berry skins. The effect
of early leaf removal on the flavanol concentrations in grape
berry skin was also analyzed (Table 4). Independent of treat-
ment and season, the predominant flavanols were B/ and B3.
In general, ED vines had more flavanols, although these differ-
ences were not significant in either year. In a study of flavanol
accumulation in Pinot noir berries during development, similar
results were reported early in the season but disappeared by
harvest (Sternad Lemut et al. 2013). There was also a vintage
effect on the concentrations of B/ and B3 (Table 4). These
results agree with other studies in which grape skin flavanols
are not influenced by light exposure (Downey et al. 2004).

Flavonol concentration in grape berry skins. Twelve
flavonol compounds were identified and quantified in defoli-
ated and control Tempranillo berry skins (Table 5). Defolia-
tion increased the concentrations of nine flavonol compounds.
This effect was greater in 2010 than in 2009. The flavonol
profile was similar to that reported by others for Tempranillo
(Hermosin-Gutiérrez et al. 2011), with quercetin- and myric-
etin-based flavonols, MyG, OcG, and QcGR, dominating. The
effect of preflowering defoliation on flavonol concentration
in berries differed slightly between seasons, although simi-
lar trends were observed. Leaf removal had a stronger effect
in 2010, when flavonol concentrations significantly increased
except for the aglycone forms. Flavonol concentrations have
been enhanced by prebloom defoliation (Diago et al. 2012a).

Table 4 Preflowering defoliation effects on grape skin flavanol
concentrations (mg/kg berry fresh weight).

Compound® Treatment® 2009 2010 Average
CA C 2.49 1.18 1.84
ED 2.55 1.33 1.94
EC C 0.58 0.24 0.41
ED 0.51 0.57 0.54
B1 C 6.17 2.54 4.36
ED 6.5 4.76 5.63
B2 C 0.4 0.35 0.38
ED 0.39 0.55 0.47
B3 C 0.95 3.29 2.12
ED 1.08 4.71 2.87

aCA, (+)-catechin; EC, (-)-epicatechin; B1, procyanidin B1; B2, pro-
cyanidin B2; B3, procyanidin B3.
bC, nondefoliated vines; ED, defoliation performed just before flowering.
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The branch of the flavonoid pathway leading to flavonol
biosynthesis is light-dependent, in contrast to anthocyanin
and tannin synthesis, which are not greatly affected by shad-
ing (Downey et al. 2004). Sunlight favors the accumulation
of flavonols in the berries (Spayd et al. 2002). Other authors
report that the increase in flavonol synthesis is a consequence
of higher radiation and sun exposure in the vineyard, be-
cause they are involved in UV screening (Downey et al.
2004, Giovanelli and Brenna 2007). This result should be
highlighted because these compounds are directly involved
in copigmentation and the stabilization of color in red wines
(Boulton 2001, Spayd et al. 2002), which results in improved
color density (Diago et al. 2012b). Several studies in model
solutions identified flavonols as the best cofactors (Baranac et
al. 1996). Among flavonols, quercetin produces strong copig-
mentation (Bakowska et al. 2003).

Hydroxycinnamic acid and stilbene concentrations in
grape skins. The influence of early defoliation on the concen-
tration of hydroxycinnamic acids (CF, COU, and Fe), hydroxy-
cinnamoyltartaric acids (Ca, Co, and F?), and stilbenes (¢R)
was determined in both seasons (Table 6). Four of these com-
pounds increased significantly with early leaf removal (tCa,

Table 5 Preflowering defoliation effects on skin flavonol
concentrations (mg/kg berry fresh weight).

Compound® Treatment® 2009 2010 Average
My C 3.57 2.55 3.06
ED 4.26* 4.38 4.32*
Qc C 0.12 0.09 0.11
ED 0.12 0.23 0.16
Kp C 0.13 0.05 0.09
ED 0.20 0.04 0.12
Ih C 0.16 0.12 0.14
ED 0.16 0.10 0.13
MyG C 24.20 7.83 16.02
ED 29.54 42.36***  35.95*
QcG C 5.17 1.44 3.31
ED 7.33 31.31* 19.32*
KpG C 1.04 0.41 0.73
ED 1.93 7.30* 4.62*
IhG C 3.64 2.27 2.96
ED 4.24 8.63"** 6.44**
QcR C 0.20 0.23 0.22
ED 0.54 3.54* 2.04*
KpR C 0.46 0.39 0.43
ED 0.75 2.18* 1.47
QcGR C 10.75 5.37 8.06
ED 18.18* 49.53***  33.86**
QcGL C 0.70 0.22 0.46
ED 1.42 5.90* 3.66*
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tCo, cFt, and tFf). In 2009, defoliation significantly increased
tCo by 32% and COU by 40%, while in 2010, no differences
were observed. Total phenolic acid concentration was similar
to that reported by other authors in Tempranillo, although dif-
ferences were found in the relative proportions of individual
acids (Goémez-Alonso et al. 2007, Diago et al. 2012b).
Hydroxycinnamic and hydroxycinnamoyltartaric acids
can act as cofactors and enhance and stabilize anthocyanin
(Markovic et al. 2000). These acids react with monomeric
anthocyanins to form pyranoanthocyanins, which are more
stable and thus stabilize wine color (Schwarz et al. 2003).
Among the phenolic acids, ferulic acid exhibits strong color
enhancement (Markovic et al. 2000). Thus, viticultural prac-
tices that increase the concentration of phenolic acids in the
berry should be applied. Defoliation is a potentially useful
practice because the concentration of some phenolic acids can
increase. This is an interesting result, since several studies
reported that the addition of caffeic and p-coumaric acids
to musts before fermentation enhances intermolecular copig-
mentation in the resulting red wine (Bloonfield et al. 2003).
This increase may be explained by higher canopy porosity and
increased cluster exposure (Tardaguila et al. 2010), although
the greatest effect was seen in 2010, possibly due to the previ-
ously discussed increased intensity of defoliation. Although
increased color stability was seen, special attention must be
paid during winemaking and storage because wines with high
concentrations of hydroxycinnamic acids (especially p-cou-
maric and ferulic acid) can develop strong phenolic flavors

Table 6 Preflowering defoliation effects on skin hydroxycinnamic
acid and stilbene concentrations (mg/kg berry fresh weight).

@My, myricetin; Qc, quercetin; Kp, kaempherol; /h, isorhamnetin;
MyG@G, myricetin-3-glucoside; QcG, quercetin-3-glucoside; KpG,
kaempherol-3-glucoside; IhG, isorhamnetin-3- glucoside; QcR,
quercetin-3-rutinoside; KpR, kaempherol-3-rutinoside; QcGR,
quercetin-3-glucuronide; QcGL, quercetin-3-galactoside.

bC, nondefoliated vines; ED, defoliation performed just before flowering.
“Within each column, *, **, and *** indicate a significant difference among
treatments (n = 4) at p < 0.05, p < 0.01, and p < 0.001, respectively.

Compound?® Treatment® 2009 2010 Average
cCa C 0.03 0.00 0.02
ED 0.06 0.00 0.03
tCa C 3.25 2.26 2.76
ED 3.65 3.94 3.80*¢
cCo C 1.59 1.25 1.42
ED 1.02 0.86 0.94
tCo C 0.82 0.52 0.67
ED 1.21** 1.66 1.44**
CF C 12.08 12.16 12.12
ED 13.13 14.78 13.96
cou C 2.13 9.26 5.70
ED 3.59* 9.18 6.39
cFt C 6.20 3.27 4.74
ED 7.40 15.41 11.41**
tFt C 2.02 1.69 1.86
ED 2.75 7.85 5.30*
Fe C 0.51 2.34 1.43
ED 0.88 1.91 1.40
tR C 0.90 1.32 1.11
ED 0.97 2.26 1.62

acCa, c-caftaric acid; tCa, t-caftaric acid; cCo, c-cuotaric acid; tCo,
t-cuotaric acid; CF, caffeic acid; COU, coumaric acid; cFt, c-fertaric
acid; tFt, t-fertaric acid; Fe, ferulic acid; tR, t-resveratrol.

5C, nondefoliated vines; ED, defoliation performed just before flowering.

°Within each column, * and ** indicate a significant difference among
treatments (n = 4) at p < 0.05 and p < 0.01, respectively.
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in the presence of Brettanomyces yeasts through decarboxyl-
ation of hydroxystyrenes, which are subsequently reduced to
ethyl phenols (Steinke and Paulson 1964). Precautions should
therefore be taken to avoid the action of this microorganism
where possible.

Conclusions

Preflowering defoliation advanced grape ripening by 12
days in both years studied. At harvest, concentrations of phe-
nolic compounds in Tempranillo grape skins increased with
early leaf removal. The different families of phenolic com-
pounds responded differently to defoliation. The most note-
worthy response to preflowering defoliation was a significant
increase in flavonol concentrations. Flavanol concentrations,
in contrast, were not modified by leaf removal.

The concentrations of total flavonols, hydroxycinnamic ac-
ids, hydroxycinnamoyltartaric acids, and ¢-resveratrol in grape
skins increased in early defoliated vines, possibly due to en-
hanced synthesis under conditions of greater radiation and sun
exposure. These results indicate that preflowering leaf removal
could increase the concentrations of compounds involved in
copigment reactions, which are crucial for wine color stabil-
ity. However, the potential benefits of leaf removal treatments
should be confirmed in wines made from these grapes.
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Defoliation is a cultural practice with demonstrated benefits in grape and wine quality. The objective of this study
was to evaluate the effect of early leaf removal applied in warm climatic conditions on volatile composition of
Tempranillo wines. During three consecutive vintages (2009-2011) wine volatile compounds (alcohols, Cg-com-
pounds, ethyl esters, acetates, volatile acids, lactones and carbonyl compounds) from defoliated and non-
defoliated vines were identified and quantified by GC-MS. Early leaf removal induced the increase of the concen-
tration of all families of volatile compound quantified with exception of lactones. Significant increase was ob-
served for 23 out 34 volatile compounds analyzed. The vintage effect also was shown, where the highest effect
of defoliation was exhibited in 2009 vintage. Principal component analysis (PCA) showed a good separation of
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value (OAV) exhibited an increase of fruity and floral odour on Tempranillo wines when early defoliation was
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1. Introduction

Aromatic composition has an important impact on grape and wine
quality. In the last years have been demonstrated that modifications in
the canopy management could be an important tool to improvement
the aromatic grape quality.

Several works have shown management practices in the canopy in-
creasing grape light exposure, has an important influence in the accu-
mulation of secondary metabolites, like aroma compounds (Diago,
Ayestaran, Guadalupe, Garrido, & Tardaguila, 2012; Poni, Casalini,
Bernizzoni, Civardi, & Intrieri, 2006; Poni et al., 2013; Risco, Pérez,
Yeves, Castel, & Intrigliolo, 2014). Leaf removal is usually applied on
grapevines, whether manual or mechanical, from fruit set to veraison
to improve light exposure, increase air circulation around the clusters
penetration of fungicide sprays and decrease disease incidence, espe-
cially rot (Bledsoe, Kliewer, & Marois, 1988; Reynolds, Yerle, Watson,
Price, & Wardle, 1996; Smart, 1985; Smart & Robinson, 1991). These ef-
fects were more pronounced in pre-bloom leaf-pulled vines than in
those defoliated at fruit set (Vilanova, Diago, Genisheva, Oliveira, &
Tardaguila, 2012). Poni et al. (2006) reported that defoliation near

* Corresponding author.
E-mail address: mvilanova@mbg.csic.es (M. Vilanova).

http://dx.doi.org/10.1016/j.foodres.2016.09.017
0963-9969/© 2016 Elsevier Ltd. All rights reserved.

bloom improved grape composition because controlled cropping of
high-yielding cultivars by reducing fruit set.

Volatile composition of grapes is affected by this canopy manipula-
tion increasing several free and bound compounds, important compo-
nents of fruit quality (Jackson, 2000; Smith & Codrington, 1988;
Zoecklein, Wolf, Marcy, & Jasinki, 1998). In this regard, several authors
have shown the increased of volatile composition in different cultivars
and wines like Gewtirztraminer, Bachus, Pearl of Csaba, Schonburger
and Siegerrebe cultivars from Valley of British Columbia (Reynolds &
Wardle, 1989), Muscat grape cultivars (Belancic et al., 1997), Riesling
from Virginia (Zoecklein et al., 1998), Chardonnay Musqué from Ontario
(Roberts, Reynolds, & De Savigny, 2007), Traminette from Indiana
(Skinkis, Bordelon, & Butz, 2010), Tempranillo from La Rioja, Spain
(Vilanova, Diago, et al., 2012) and Ciliegiolo from Umbria region, Italy
(Palliotti, Gardi, Berrios, Civardi, & Poni, 2012). Research performed by
Ristic et al. (2007) established that bunch shading of Shiraz grapes de-
creased the levels of norisoprenoids in wine and other compounds
may be altered inducing changes in wine aroma and flavor. Leaf removal
in Sauvignon Blanc resulted in a greater reduction in vegetal aromas and
flavors when is applied after fruit set, compared to veraison (Arnold &
Bledsoe, 1990). It was described that early defoliation reduce berry
weight and consequently fruit yield (Diago, Vilanova, & Tardaguila,
2010; Poni et al.,, 2006), whereas defoliation after veraison affects pri-
mary and secondary metabolite synthesis (Hunter & Visser, 1989;
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Zoecklein, Wolf, Duncan, Judge, & Cook, 1992; Zoecklein et al., 1998).
Therefore, the lack of information on the effects of pre-bloom basal
leaf removal on the wine volatile composition opens an important
field of research.

In previous research we have studied the effects of the manual pre-
flowering early defoliation on phenolic composition of Tempranillo
grapes in the semiarid terroir of western Spain (Moreno et al., 2015).
The aim of the present study, as a continuation of previous studies,
was to identify and quantify the main differences in volatile composi-
tion of Tempranillo wines affected by manual basal leaf removal at
pre-flowering stage during three vintages (2009-2011).

2. Materials and methods
2.1. Experimental design and climatic conditions

This experiment was carried out in a Vitis vinifera L. cv Tempranillo
vineyard located in Extremadura (western Spain) (lat. 38°51'N; long.
6°40'W; altitude 198 m) over the years 2009-2011. The vineyard was
planted in 2001 on Richter 110 rootstock at a spacing of 2.5 by 1.2 m
(3333 vines/ha). Row orientation was north-south and vines were
trained to a bilateral cordon and vertical trellis. Vineyard soil had a
silt-loam texture with 37.3% sand, 25.5% clay, 6.1% silt and 1.1% of organ-
ic matter (average depth 0.0-1.6 m).

The experimental design was a split-plot with four replicates by
treatment accounted 108 plants per plot distributed in 18 plants across
6 rows. The experiment comprised 864 plants in total. The two treat-
ments were: (a) manual leaf removal of the first seven basal leaves at
pre-bloom, at stage 19 (Coombe, 1995) (ED) and control or non-
defoliated (C). In 2010 and 2011 secondary shoots were also removed
from ED vines. Drip irrigation was based on replacing 100% of crop
evapotranspiration. Water consumption was calculated with a
weighing lysimeter installed in the experimental vineyard. By the end
of the season, the total applied irrigation was 666.6, 597.3 and
483.6 mm in 2009, 2010 and 2011, respectively.

The climate is continental semiarid and annual rainfall is 351 mm, of
which ~70% falls during dormancy. Climatic conditions were measured
by an automatic meteorological station (CR10X datalogger; Campbell
Scientific, Shepshed, UK) located in the plot. Rainfall registered from
vegetative period (April-September) was 101.8, 123 and 150.4 mm
for 2009, 2010 and 2011 respectively. The mean temperatures were
16.6, 16.3 and 16.4 °C for 2009, 2010 and 2011 respectively.

2.2. Agronomic determinations

The leaf area removed (LAR) was measured by LI-3000 area meter
(LI-COR Biosciences, Lincoln, NE). The percentage of LAR represented
36%, 50% and 40% of the total leaf area at defoliation date in 2009,
2010 and 2011 respectively. In 2010 and 2011, the intensity of this prac-
tice was increased by removing of secondary shoots, if exist, from the
first seven nodes from ED vines.

Vine total leaf area (TLA) was estimated using a plant canopy analyz-
er (LAI-2000; LI-COR Biosciences, Lincoln, NE) as described Moreno et
al. (2015). TLA measured as the average from veraison to harvest
shown 9.1 and 7.2 m?/vine for C and ED respectively in 2009
(p < 0.05), 7.1 and 6.7 m?/vine for C and ED respectively in 2010
(p >0.05) and 11.1 and 8.7 m?/vine for C and ED respectively in 2011
(p<0.05).In 2011 vine TLA was, for the same phenological stage, higher
than in 2010, which explains the lower percentage of LAR.

Bloom stage was estimated from photographs of four clusters per
vine for each experimental unit as described (Poni et al., 2006). Photo-
graphs were taken perpendicular to the cluster on a dark background
just before anthesis and a linear regression between actual number of
flowers and flowers counted in the digital photographs was used. The
number of flowers per cluster was 349 and 341 for C and ED respectively

in 2009 (p > 0.05), 565 and 560 for C and ED respectively in 2010
(p>0.05) and 712 and 599 for C and ED respectively in 2011 (p < 0.05).

At harvest, the percentage of fruit set was carried out by the ratio be-
tween the number of inflorescences, previously estimated, and the
manual count of the total number of berries per cluster (Poni et al.,
2006). Fruit set in 2009 was 60% and 52% for C and ED respectively
(p > 0.05), in 2010 was 52% and 33% for C and ED respectively
(p < 0.05) and in 2011 was 42 and 35% for C and ED respectively
(p>0.05) (Moreno et al., 2015).

2.3. Microvinifications, must and wine composition

Vines were manually harvested when total soluble solids concentra-
tion (TSS) reached 23-24 °Brix (common harvesting criterion for this
variety in this area). According to that criterion, control vines were har-
vest at September 01st, September 13th and August 31st in 2009, 2010
and 2011 respectively, while ED vines were harvest at August 20th, 31st
and 18th in 2009, 2010 and 2011 respectively. The grapes were
transported to the Technological Institute of Food and Agriculture ex-
perimental winery from INTAEX. Must were analyzed for TSS, pH, titrat-
able acidity (TA), malic acid and tartaric acid. Analysis for density, TSS,
pH and TA was according to the official methods of the OIV (1990).
Malic acid and tartaric acid were, respectively, analyzed enzymatically
(European Commission 1990) and according to the Rebelein method
Blouin (1972), using a multidetector Easychem system (Systea S.p.a.,
Anagni, Italy). Yield weight at harvest was determined on ten marked
vines per experimental plot.

The must from each experimental block was fermented in 50-L steel
tanks at 22-24 °C. Total SO, was added to the musts at 50 mg/L and
commercial yeast Saccharomyces cerevisiae Viniferm from Agrovin Com-
pany (Spain) was inoculated at 25 g/hL. Fermentation was monitored
daily by measure of density and total phenolic index (TPI). The must
were drawn off when a maximum in the TPI values was recorded during
two consecutive days. Once fermentation was completed, the wines
were settled at 4 °C and sulphur content was adjusted to 35 mg/L (as
free SO,). Finally, the wines were bottled and stored at 15 °C until
analysis.

Wine analysis was carried out four months after bottling. Wine alco-
holic degree (% v/v) was analyzed according to OIV methods (1990), pH,
total acidity (TA), tartaric and malic acids were analyzed like musts de-
terminations. Potassium was determined by an atomic absorption spec-
trophotometer (AA 240 FS, Varian, California, USA) by official method
(OIV, 1990). All analyses were carried out in triplicate.

2.4. Wine volatile composition

In a 10 mL culture tube (Pyrex, ref. 1636/26MP), 8 mL of wine, 2.4 g
of internal standard (4-nonanol, Merck ref. 818773, Darmstadt, Germa-
ny) and a magnetic stir bar were added. Extraction of volatiles was done
by stirring the sample with 400 mL of dichloromethane (Merck, ref.
1.06054; Darmstadt, Germany), according to the method of Oliveira,
Fari, Sa, Barros, and Araujo (2006). After cooling at 0 °C for 10 min, the
magnetic stir bar was removed and the organic phase was detached
by centrifugation (RCF = 5118, 5 min, 4 °C) and the extract was recov-
ered into a vial, using a Pasteur pipette. The aromatic extract (200 pg/L)
was dried with anhydrous sodium sulphate (Merck, ref. 1.06649; Darm-
stadt, Germany) and placed in a new vial. Extractions of volatile com-
pounds from each of the respective wines were performed in triplicate.

Gas chromatographic analysis of volatile compounds was performed
using a GC-MS system constituted by an Agilent Technologies 6890N
Chromatograph and an ion-trap mass spectrometer Agilent 5975C. A
1 pL injection was made into a capillary column, coated with CP-Wax
52 CB (50 m x 0.25 mm i.d., 0.2 um film thickness, Chrompack). The
temperature of the injector (7683) was programmed from 20 °C to
250 °C, at 180 °C min~ !. The oven temperature was held at 40 °C, for

5 min, then programmed to rise from 40 °C to 250 °C, at 3 °C min~',
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then held 20 min at 250 °C and finally programmed to go from 250 °C to
255 °Cat 1 °C min~ . The carrier gas was helium N60 (Air Liquide) at
103 kPa, which corresponds to a linear speed of 180 cm/s at 150 °C
and the split vent was set to 13 mL/min. Each 3 pL extract was injected
in the splitless mode (vent time 15 s). The detector was set to electronic
impact mode (70 eV), with an acquisition range from 29 to 360 m/z, and
an acquisition rate of 610 ms.

Identification was performed using the free software Wsearch32 by
comparing mass spectra and retention index with those of pure stan-
dard compounds and confirming these by GC-MS. All of the compounds
were quantified as 4-nonanol equivalents.

2.5. Odour activity value

The odour activity value (OAV) was determined to evaluate the con-
tribution of a chemical compound to the aroma of a wine. OAV > 1 indi-
cates possible contribution to the wine aroma. This was calculated as
the ratio between the concentration of the individual compound and
the perception threshold found in the literature (Etiévant, 1991;
Ferreira, Lopez, & Cacho, 2000; Francis & Newton, 2005; Vilanova,
Genisheva, Bescansa, Masa, & Oliveira, 2009).

2.6. Statistical analyses

The data analyses were performed using XLstat-Pro (Addinsoft). The
data were subjected to two-way ANOVA with interaction analysis
(ANOVA). The mean differences between treatments by year were cal-
culated according to the least significant difference from Fisher's test
(LSD), with a confidence interval of 95%. Principal component analysis
(PCA) was applied to the wine volatile families of compounds to study
the possible grouping of the treatments.

3. Results and discussion
3.1. Influence of early defoliation on must and wine chemical composition

The values of musts chemical composition and yield from 2009 to
2011 vintages are reported in Table 1. Only yield was affected by early
defoliation in all vintages studied where early defoliation exhibited in
2010 and 2011 a decreasing vs control. Furthermore, defoliation in-
duced a reduction of the total leaf area (TLA) in 2009 and 2011 vintage,
however the TLA/yield ratio only was altered in 2009 (Table 1). Previous
studies have reported that grape composition is usually affected by this

ratio as more assimilates are available per gram of fruit (Poni et al.,
2006; Poni, Bernizzoni, Civardi, & Libelli, 2009). The effect of leaf remov-
al on yield is quite variable depending upon timing and severity. When
defoliation is applied before flowering, the carbohydrate supply is re-
duced and consequently reduces yield (Hunter & Visser, 1990). In
2009 vintage, Botrytis rot decreased the yield in control vines at harvest
(data not shown), therefore the defoliation results most effective for
yield in 2010 and 2011 vintages because lack of Botrytis rot incidence
was observed. Diago et al. (2010) reported that Botrytis rot incidence
was significantly reduced when early leaf removal was applied to
Tempranillo vineyard in La Rioja (North of Spain) because the reduction
the number of berries per cluster.

ANOVA showed the vintage effect on total acidity and tartaric acid.
However the interaction Tr « Year was only significant for yield, since
the behavior between years was different between treatments. In
2009 vintage significant differences were shown for pH and malic acid
in Tempranillo musts.

Table 2 shows the effect of the defoliation treatment on Tempranillo
wine chemical composition. The result of analysis of variance revealed
differences between defoliation and control treatments for alcohol con-
tent, total acidity, malic and tartaric acid. The vintage showed higher ef-
fect than the treatment since all parameters studied exhibited
differences between treatments with exception tartaric acid. However
the interaction Tr = Year was shown for alcohol, pH, TA, and malic
acid. Early leaf removal led to wines of higher alcohol content and
tartaric acid, lower TA and malic acid, whereas pH and potassium
remained unaffected. Similar results were found by Verzena et al.
(2016), showing higher ethanol wine content, when early defoliation
was applied to Nero d'Avola cultivar.

These results may be due to increased light exposure induced by de-
foliation, related to improve grape quality (Mabrouk & Sinoquet, 1998;
Crippen & Morrison, 1986) leading to obtain berries with higher TSS and
lower TA and malic acid concentration (Dokoozlian & Kliewer, 1996;
Poni et al,, 2006; Smart, 1985). Similar results were also found by others
authors in Tempranillo wines from La Rioja (North Spain) (Vilanova,
Diago, et al., 2012) and Istrian Malvasia wines (Croatia) (Bubola,
Persurie, Ganie, & Cossetto, 2009), where defoliation induced higher al-
cohol content as a result of higher sugar accumulation in grapes of these
treatments. On the other hand early defoliation induced an advanced in
grape ripening around 10-13 days in all years studied and this aspect
means to be affecting to chemical composition.

When the analysis was performed by vintage, in 2009 an effect was
exhibited for all parameters analyzed with exception of ethanol and

Table 1
Chemical composition of Tempranillo must before fermentation and yield from defoliation (ED) and control (C) treatments.
Year Treatment SST pH Titratable acidity Malic acid Tartaric acid Yield TLA TLA/yield
°Brix g/L tartaric acid g/L g/L t/ha m?/vine m?/kg
2009 C 235 3.7 52 2.3 55 16.8 9.1 1.8
ED 24.1 34" 48 1.7" 49 19.8" 727 12"
2010 C 23.0 3.6 5.5 1.9 44 204 7.1 1.2
ED 235 3.6 4.1 1.7 4.5 15.0" 6.7 15
2011 C 232 3.5 5.2 19 49 19.5 111 19
ED 234 3.6 5.7 2.0 46 15.17 8.7" 1.9
Average years Treatment SST pH Titratable acidity Malic acid Tartaric acid Yield TLA TLA/yield
°Brix g/L tartaric acid g/L g/L t/ha m?/vine m?/kg
2009-2011 C 23.2 3.77 4.69 1.92 5.29 20.56 9.1 1.6
ED 23.7 3.70 4.88 1.90 5.63 16.63 7.3 15
ANOVA SST pH Titratable acidity Malic acid Tartaric acid Yield TLA TLA/yield
Significance Treatment ns ns ns ns ns * ns ns
Year ns ns o ns o ns ns ns
Tr+Y ns ns ns ns ns * ns ns

ns indicates no significant difference.
* Significance at p < 0.05.
** Significance at p < 0.01.
*** Significance at p < 0.001.
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Table 2

Chemical composition of Tempranillo wines from defoliation (ED) and control (C) treatments.

Year Treatment Alcohol (% v/v) pH Titratable acidity (g/L tartaric acid) Malic acid (g/L) Tartaric acid (g/L) Potassium (g/L)
2009 C 13.2 3.8 5.6 14 2.2 13

ED 134 3.7" 63" 2.0 33" 1.2
2010 C 135 3.6 5.7 2.9 3.0 0.7

ED 14.1 35 48" 1.6 32 1.0
2011 C 12.0 3.8 6.9 1.9 2.9 1.8

ED 13.6™ 40" 4.7 2.1 3.1 1.8
Average years Treatment Alcohol (% v/v) pH Titratable acidity (g/L tartaric acid) Malic acid (g/L) Tartaric acid (g/L) Potassium (g/L)
2009-2011 C 129 37 6.1 2.1 2.7 13

ED 13.7 3.7 5.2 1.9 3.2 13
ANOVA Alcohol (% v/v) pH Titratable acidity (g/L tartaric acid) Malic acid (g/L) Tartaric acid (g/L) Potassium (g/L)
Significance Treatment o ns = - = ns

Year ok sk ns . o ok

Tr«Y " " " - ns ns

ns indicates no significant difference.
* Significance at p < 0.05.
** Significance at p < 0.01.
*#* Significance at p < 0.001.

potassium where all parameters increased in early defoliation treat-
ment except for pH. In 2010 vintage, defoliation only affect to TA,
malic acid and potassium, where defoliation induced the deceasing of
TA and malic acid. In the last vintage (2011) early defoliation increased
alcohol content, pH and decreased TA.

Results of study performed by Kozina, Karoglan, Herjavec, Jeromel,
and Orlic (2008), indicate that basal leaf removal had different influence
on the wine chemical composition and quality that depends upon the
variety tested. In Sauvignon Blanc wines basal leaves removal signifi-
cantly reduced tartaric and malic acid content and increased the content
of free and bound monoterpenes.

3.2. Effect of early defoliation on wine volatile composition

Fig. 1 shows the effect of pre-bloom leaf removal on total volatile
concentration of Tempranillo wine by vintages grouped by families: al-
cohols, Cg-compounds, ethyl esters, acetates, volatile acids, lactones and
carbonyl compounds. In 2009 early leaf removal induced changes in the
concentration of all families of volatile compound with exception lac-
tones and carbonyl compounds, while in 2010 this change was only ob-
served in acetates and carbonyl compounds. Alcohols, acetates, volatile
acids, lactones and carbonyl compounds showed changes by early leaf
removal in 2011. Several works showed that defoliation induced an in-
crease of grape and wine volatile composition. Results from Reynolds
and Wardle (1989) have concluded that basal leaf removal increased
free volatiles in wines from Gewiirztraminer grape cultivars.

In our study the effect of defoliation affects differently to different
families of compounds studied. Alcohols, represented by 13 com-
pounds, have shown differences between treatments in 2009 and
2011 vintages, where defoliation exhibited the highest concentration
vs control. The effect of early leaf removal also was shown for Cg-com-
pounds family only in 2009 vintage, where defoliation induced an in-
crease of concentration, however did not affect to this concentration
in 2010 and 2011 vintages. In contrast, Vilanova, Diago, et al. (2012)
showed that early defoliation induced a significant reduction of Cg-com-
pounds in Tempranillo wines from La Rioja.

The same behavior to Cg alcohols was observed in ethyl esters,
where early defoliation also induced an increase vs control in 2009 vin-
tage. An increase also was observed in total acetates in all vintages stud-
ied and total volatile acids only in 2009 and 2011 vintages. The increase
of acetates concentration when early defoliation was applied also was
observed in Tempranillo wines from North of Spain (Vilanova, Diago,
et al., 2012).

Different behavior was shown for lactones (represented by one
compound) where Tempranillo wines from defoliation treatment

showed a decreased in 2010 and 2011 and it was not affected in 2009
vintage. Finally carbonyl compounds showed an opposite behavior
among vintages, defoliation induced increases in 2010 and decrease in
2011.

In another work (Bubola et al., 2009), pre-bloom defoliation led to
Istrian Malvasia wines with the highest concentrations of ethyl esters
and higher alcohols than control wines, while wines from leaf removal
at véraison had the lowest concentration of these compounds. The re-
sults obtained by Verzena et al. (2016) demonstrate that early leaf re-
moval can be applied to improve wine quality (volatiles constituents)
in the Mediterranean region.

These differences in volatile composition among treatments by year
could be due to the fact that the samples collection data was different
(at the same °Brix). Different data could affect to the berry secondary
metabolism when sugar berry accumulation stops or slow dawn.
Vilanova, Genisheva, Bescansa, Masa, and Oliveira (2012) have shown
that the evolution of volatiles during ripening of grape juice was not
proportional to the changes in sugar content, which shows that the
technological and aromatic maturities did not occur at the same time.
Torchio et al. (2016) used response surface methodology to assess the
simultaneous effect of sampling time and berry density on the volatile
composition of Moscato bianco, showing that some compounds were
more influenced by the sampling date than the berry density. This
work concluded the sampling strategy impacted strongly on the
aroma quality of berries affecting differently to different families of vol-
atile compounds.

The effect of defoliation may be influenced by yearly weather condi-
tions (Bavaresco, Gatti, Pezzutto, Fregoni, & Mattivi, 2008). In our study
volatiles could be affected by early leaf removal differently depending
on meteorological conditions and cultivar. As it was shown in Moreno
etal. (2015), comparison of climatic index found that day thermal inte-
gral was slightly lower in 2009 than in the subsequent seasons (2037.6 °
C,2126.0 °Cand 2137.1 °C in 2009, 2010 and 2011 respectively). The
time between veraison to harvest was 30, 41 and 27 days for 2009,
2010 and 2011 respectively.

Table 3 presents the influence of the early defoliation treatment on
the individual volatile compounds quantified in Tempranillo wines,
from three vintages 2009-2011 (expressed as pg/L), together with the
ANOVA results for the factors treatment (Tr) and vintage (Y). Data in
the Table 3 have been arranged into the seven chemical families: alco-
hols, Cg-compounds, ethyl esters, acetates, volatile acids, lactones and
carbonyl compounds. Results of the ANOVA on average vintage 2009-
2011 showed the effect “treatment” on 72.5% (25 out 34 compounds)
of the volatiles identified and quantified. ED treatment led to wines
with highest concentrations of significant volatile compounds except
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Fig. 1. Volatile composition (ug/L) in Tempranillo wines by vintages (2009-2011) from defoliation (ED) and control (C) treatments. Values with different letter in the same vintage indicate

significant differences between treatments.

for E-3-hexanol and butirolactone, which decreased when defoliation
was applied. Year effect was slightly higher than treatment (76.5%; 26
compounds). The impact of leaf removal was higher in 2009 vintage,
reaching the higher concentration of total volatile composition. The in-
teraction Tr * Y was significant for the concentrations of all compounds
identified and quantified in Tempranillo wines with exception of 1-
butanol.

The behavior of individual volatile compounds between treatments
was different during the years of study. In general, the highest concen-
tration of these compounds was found for the early defoliation treat-
ment in 2009 vintage, where the intensity of defoliation was lower
than 2010 and 2011 respect to total leaf area, because in 2010 and
2011 the secondary shoots were also removed from ED vines.

Alcohols were the largest group of volatile compounds accounting
13 compounds identified and quantified and >87% of the total volatile
concentration in defoliation and control treatments, followed by ethyl
esters. Isoamyl alcohols (2 + 3-methyl-1-butanol) and 2-
phenylethanol exhibited the highest concentration of volatiles in

Tempranillo wines. The effect of pre-bloom defoliation lead wines
with higher concentrations of 2 + 3-methyl-1-butanol in all years of
study, however 2-phenylethanol only increased in 2009 vintage when
ED was applied. The interannual average exhibited that both com-
pounds showed significant differences intertreatments, vintages and
Tr =Y.

Pre-bloom leaf removal induced the increase of 7 alcohols vs control
(average 2009-2011), where 2009 vintage showed the highest in-
creased for 11 of these substances. This behavior was not the same in
2010 and 2011 vintages showing interaction Tr * Y in all alcohols with
exception of 1-butanol. Zoecklein et al. (1998) found that leaf removal
led to increased 2-phenylethanol and benzyl alcohol in wines from sev-
eral white grape cultivars. Our results are in disagreement with other
studies on Tempranillo wine from La Rioja, where these alcohols did
not shown significant differences among defoliation treatments
(Vilanova, Diago, et al., 2012).

The effects of pre-bloom basal leaf removal were mostly observed in
the Cg-compounds. Among these compounds the highest concentration
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Table 3

Volatile compounds in Tempranillo wines (2009-2011 vintages) from defoliation (ED) and control (C) treatments (concentration in pg/L).

Compounds (pg/L) 2009 2010 2011 2009-2011 Significance

C ED C ED C ED C ED Tr Year Tr+Y
Alcohols
1-Propanol 683.24b 1835.34a 914.49 822.11 760.73 812.16 786.15 1156.54 * * **
2-Methyl-1-pentanona 63.96b 209.37a 123.27 113.47 38.50b 86.73a 75.24 136.52 o * *
2-Methyl-1-pentanol 948.82b 2669.01a 1984.87 1369.33 2082.25a 1422.75b 1671.98 1820.36 ns ns **
1-Butanol 54.17 121.2 81.22 72.63 62.25 66.44 65.88 86.76 ns ns Ns
2 + 3-Methyl-1-butanol ~ 15,771.49b  70,646.75a  27,453.44  27,698.82  17,483.92b  25849.79a  20,23628 4139845 ** * *
4-Methyl-1-pentanol 10.56b 59.75a 26.93 2224 16.37b 22.63a 17.96 34.87 * *
3-Methyl-1-pentanol 18.87b 208.12a 44.46 4317 16.02b 36.09a 26.45 95.80
1-Octen-3-ol 6.14b 22.63a 21.44 15.21 19.53a 12.89b 15.70 16.91 ns ns o
1-Heptanol 23.78b 11591a 33.34 25.10 60.76a 21.49b 39.29 54.17 *
3,3-Butanodiol 230.49b 589.98a 589.81a 421.88b 404.63a 310.43b 408.31 440.77 ns * **
Benzyl alcohol 21.55b 66.88a 32.99a 18.26b 83.66a 39.22b 46.07 41.45 ns
2-Phenylethanol 10,093.08b  58987.18a  18576.17  17,926.41 12,84059b  16909.02a  13,836.61 3127420 777
Methionol 39.96 40.49 88.43 57.37 35.71 66.44 54.70 54.77 ns * *
Cg compounds
1-Hexanol 566.83b 2896.84a 1190.09 952.43 858.22 967.60 871.71 1605.62 o *
E-3-hexenol 3.04b 14.45a 24.60a 5.53b 7.48a 3.94b 11.71 7.97 o
E-2-hexenol 25.75b 65.83a 8.19 5.11 12.65a 5.51b 15.53 25.48 * **
Z-3-hexenol 10.13b 57.49a 7.17b 31.93a 15.05b 24.99a 10.78 38.14 " "
Z-2-hexenol 46.46b 356.48a 79.58 123.35 63.24b 82.53a 63.09 187.45 e
Ethyl acetates
2-Phenylethyl acetate 18.21b 173.89a 60.24b 243.87a 38.71a 23.29b 39.06 147,02
Isoamyl acetate 180.52b 2202.41a 731.88b 2785.79a 119.02b 230.92a 343.81 1739.71
Ethyl esters
Ethyl butanoate 247.58b 829.17a 515.91 624.59 439.99 47334 401.16 64236 * ns *
Ethyl hexanoate 115.21b 1234.06a 311.23 324.78 146.33b 428.53a 190.93 662.46
Ethyl octanoate 13.14b 281.78a 64.01 68.03 14.88b 79.43a 30.68 143.08
Ethyl succinate 740.24b 3719.01a 1010.88 840.24 1793.26a 877.99b 1181.46 181241 e *
Ethyl lactate 108.33b 507.66a 586.12b 373.98a 286.26 25452 326.90 378.72 ns *
Diethyl malate 28.45b 107.99a 89.77b 44.75a 98.34a 24.89b 72.19 59.21 ns ns
Volatile acids
Isobutyric acid 30.70b 85.13a 70.54 68.05 68.14 62.84 56.46 72.00 ns ns *
Butyric acid 13.87b 67.52a 31.22 24.77 15.08b 24.17a 20.06 38.82 = * =
2-Methyl-butanoic acid 58.21b 248.21a 108.53 118.42 98.46 109.10 88.40 158.57 . ns **
Hexanoic acid 153.07b 1026.19a 393.94 369.35 193.38b 379.43a 246.80 591.66 e
Octanoic acid 87.15b 651.97a 328.03 287.85 103.77b 375.40a 172.98 438.40
Hexadecanoic acid 40.94b 234.32a 125.30 106.39 79.52 81.43 81.92 140.71 o ns o
Other compounds
Butirolactone 133.65b 263.83a 360.97 194.76 400.39a 103.87b 29833 187.49 e
Acetoin 29.51b 67.13a 35.46 77.67 46.14a 23.84b 37.04 56.21 * * *

Values followed by different letters indicate the existence of significant differences between treatments (p < 0.05).

ns indicates no significant difference.
* Significance at p < 0.05.
** Significance at p < 0.01.
*** Significance at p < 0.001.

in Tempranillo wines was observed for 1-hexanol. For the mean of the
three vintages, all compounds identified and quantified, with exception
E-3-hexanol, exhibited higher concentration in defoliation treatments
vs control. In 2009, pre-bloom leaf removal induced the increase of all
Cs-compounds. However E-3-hexenol and E-2-hexenol decreases in
2010 and 2011 vintages when defoliation was applied. The alcohols
with six carbon-atoms, hexenols and hexanols, supply vegetal and her-
baceous nuances to the wine (Vilanova et al., 2015). In this regard,
Arnold and Bledsoe (1990) found that later leaf removal was less effec-
tive in reducing the intensity of vegetal aromas than earlier defoliation
(Tardaguila, Diago, Martinez-de Toda, Poni, & Vilanova, 2008). In our
study the increase of Cg-compounds in ED for 2009 vintage could be
due to the leaf area removed (%) was lower in 2009 (36%) than 2010
and 2011 (50% and 40% respectively) in this treatment (data shown in
Moreno et al., 2015).

With regard to acetates, our results were similar to found in
Tempranillo wines from la Rioja where the effect of early defoliation ap-
plied at pre-bloom increased the acetates in wines (Vilanova, Diago, et
al.,, 2012). Isoamyl acetate was affected by early leaf removal in all vin-
tages, increasing the concentration. Bubola et al. (2009) observed

similar results when compared pre-bloom, after-bloom and veraison
defoliation in Istrian Malvasia wines aromatic composition. In this
study pre-bloom leaf removal reached the highest concentration of
isoamyl acetate.

Pre-bloom leaf removal, once again, exhibited influence on ethyl es-
ters and volatile fatty acids, where early defoliation induces the increase
of 9 from 12 of these compounds (2009-2011 average). In all vintages
defoliation increased volatile fatty acids and ethyl esters and this in-
crease was higher in 2009 vintage. However, this behavior was not
shown for other esters in 2010 and 2011 vintages. Ethyl succinate, the
main ethyl ester in Tempranillo wines, showed an opposite behavior
and it was not affected by defoliation in 2010.

In our study it was observed that defoliation vines induced the de-
creasing of butirolactone in Tempranillo wines from 2010 and 2011 vin-
tages, where defoliation treatment results most effective against to
Botrytis. In 2009, the first vintage of defoliation, affected by Botrytis
rot, showed the highest values of butirolactone due to minor effect of
defoliation. The mean of 2009-2011 vintages showed the highest con-
centration de butirolactone in control treatments. Numerous studies
have correlated lactones with the aroma of botrytized wines from
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Sauternes (Bailly, Jerkovic, Meurée, Timmermans, & Collin, 2009),
Barsac, Loupiac (Sarrazin, Dubourdieu, & Darriet, 2007), Campania
(sweet Fiano wines) (Genovese, Gambuti, Piombino, & Moio, 2007)
and Hungary (Tokaji Asz() (Miklésy & Kerényi, 2004).

Another volatile compound involved in the aroma of the wine is
acetoin, which is present in amounts ranging from 2 to 32 g/L. In con-
trast with Saccharomyces cerevisiae strain, non-Saccharomyces species
are high producers of acetoin (Romano & Suzzi, 1993; Romano, Fiore,
Paraggio, Caruso, & Capece, 2003). In our study early defoliation induced
an increasing of acetoin concentration (mean of vintages). The analysis
by vintage showed an increase of acetoin concentration in 2009 when
ED was applied, however in 2011 ED induced a decreasing of this com-
pounds. In 2009 vintage, defoliation not affected to the concentration of
this compound.

On the other hand, all volatiles analyzed, with exception 1-butanol,
showed the interaction treatment = year, since the behavior between
years was different between treatments. This situation could be
explaining by the climatic conditions and the Botrytis rot attack in
2009 vintage.

3.3. Principal components analysis (PCA) applied on wine volatile
composition

With the aim of better interpreting the results, principal components
analysis (PCA) was performed on the Tempranillo wines volatile con-
centration by vintages (Fig. 2). The two principal components (PC1
and PC2) accounted for 88.52% of the total variance (71.56% and
16.97% respectively). PC1 was characterized by the major contribution
from carbonyl compounds, esters, acetates, Cg-alcohols, volatile acids
and alcohols on the positive loading, while PC2 was only characterized
by lactones in the positive side.

PCA shows clarity three groups, a first group sited in positive side of
PC1, and formed by wines from early defoliation from 2009 and 2010
vintages. A second group formed by control from 2010 and 2011 vin-
tages sited in the positive side of PC2, and the third that included
wines from control-2009 and defoliated-2011 vintages located on neg-
ative side of the PC1 and PC2.

Higher differences between treatments were observed in 2009
vintage (drier pre-veraison stage), where wine from defoliation
treatment showed a higher concentration of all compounds, except
for lactones. In 2010 (116 mm of rainfall during pre-veraison
period), these differences were lower, while in 2011, with wettest
pre-veraison stage (122 mm) the differences between treatments
were due mainly lactones.

3.4. Odour activity values of Tempranillo wines

In order to know the influence of volatile compounds quantified
in the aroma perception, the odour activity value (OAV) as mean of
2009 and 2011vintages, was calculated as the ratio of the concentra-
tion of each compound and its perception threshold. Results in Table
4 show that 8 out of 34 quantified volatile compounds in Tempranillo
wines reached a concentration above the odour threshold (OAV > 1).
Tempranillo wines from early defoliation vines showed the highest
OAV for all volatile compound with significant differences between
treatments vs control, accounted a total OAV of 175.88 for defoliation
vs 56.23 for control.

The highest OAV for wines from early defoliation treatment, were
exhibited by isoamyl acetate (banana), ethyl hexanoate (fruity),
ethyl butanoate and ethyl octanoate (apple aroma). The application
of manual defoliation in vines at pre-bloom had also shown the
highest OAV of ethyl octanoate in Tempranillo wine for La Rioja
(Vilanova, Diago, et al., 2012). The analysis of odour activity value
(OAV) showed that fruit compounds were found above their odour
thresholds in the wines and therefore it was observed an increase
of fruity odour on Tempranillo wines when defoliation was applied.
Furthermore the combination of the increase in ethyl octanoate,
ethyl butanoate, ethyl hexanoate and isoamyl acetate may have con-
tributed to the overall fruity aroma increase in that treatment. How-
ever all the green aroma compounds were found to be below their
odour threshold levels in all wines. Similar results were found in
Pinot noir wines when defoliation was applied in vines (Kemp,
Harrison, & Creasy, 2010).
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Fig. 2. Principal components analysis on volatile families of compounds in Tempranillo wines in basis to defoliation (ED) and control (C) treatments (2009-2011 vintages).
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Table 4
Odour activity values (OAV) in Tempranillo wines (average of 2009-2011 vintages) from
defoliation (ED) and control (C) treatments.

Compounds (pg/L) Threshold (ug/L)  Descriptor C ED

2 + 3-Methy-1-butanol 30,000 Alcohol, solvent  0.67 1.38
2-Phenylethanol 14.000 Rose, honey 0.99 223
Ethyl octanoate 5 Apple 6.14 28.62
Ethyl butanoate 20 Apple 2006 32.12
Ethyl hexanoate 14 Fruity, apple 13.64 47.32
Isoamyl acetate 30 Banana 1146  57.99
2-Methyl-butanoic acid 33 Cheesy 2.68 4.81
Hexanoic acid 420 Sweaty, cheesy 0.59 141

Descriptor and flavor thresholds of volatile compound found in the literature (Etiévant,
1991; Ferreira et al., 2000; Francis & Newton, 2005; Vilanova et al., 2009).

4. Conclusions

The effect of early defoliation on chemical and volatile composition
of Tempranillo wines was studied during three consecutive vintages.
Defoliation at pre-flowering stage led to wines of higher alcohol content
and tartaric acid and lower titratable acidity and malic acid, whereas pH
and potassium remained unaffected. Change in volatile composition of
wines was also observed when defoliation was applied. Early leaf re-
moval induced the increase of concentration of all families of volatile
compound quantified with exception of lactones. The vintage showed
influence on 76.5% of volatile compounds analyzed, being higher than
treatment effect (72.5%). Respect to odour activity value analysis
(OAV), early defoliation produced an increases of volatile compounds
with threshold > 1. Improvement of fruity and floral odour on
Tempranillo wines was observed when early defoliation was applied,
however the sensibility of this management practice depending on year.
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