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Resumen

Diferentes estudios sugieren que los extractos de algas pueden comportarse como elicitores
en horticultura, desencadenando la sintesis de ciertos metabolitos secundarios, principalmente de
compuestos fendlicos en varios cultivos y especies lefiosas, incluidas las vides. Sin embargo, la
mayoria de los estudios sobre los efectos de las aplicaciones foliares de algas en las vides se centran
en sus efectos sobre la fisiologia de la planta, la productividad, los parametros fisicoquimicos del
mosto y del vino y la sintesis de ciertos compuestos fendlicos. Por otro lado, la variedad
Tempranillo Blanco se origin6 de forma espontdnea a partir de una mutacion natural de una vid de
Tempranillo, que fue descubierta en 1988. Su cultivo ha sido recientemente autorizado por el
Consejo Regulador de la Denominacion de Origen Calificada Rioja (D.O.Ca. Rioja). Sin embargo,
sus caracteristicas enoldgicas han sido poco estudiadas.

Debido a esto, el objetivo de esta Tesis Doctoral fue estudiar el efecto de las aplicaciones
foliares de un fertilizante comercial elaborado a partir del alga Ascophyllum nodosum a las vides
Tempranillo Blanco (Vitis vinifera L.) y Tempranillo (Vitis vinifera L.) en la composicion fendlica,
nitrogenada y volatil de las uvas y de los vinos obtenidos durante las afiadas 2017 y 2018. Las
aplicaciones de estos tratamientos, asi como de un control, se realizaron en ambos afos por
duplicado utilizando dos dosis distintas; una dosis baja (0,25 % v/v) y una dosis alta (0,5 % v/v).

Los resultados mostraron que en las uvas y en los vinos de la variedad Tempranillo Blanco,
la catequina fue el compuesto fendlico més abundante. Asimismo, las vides de esta variedad se
comportaron como acumuladoras de arginina. Los compuestos C6 fueron los compuestos volatiles
mas abundantes en los mostos Tempranillo Blanco, mientras que la (E)-4~damascenona fue el

compuesto volatil varietal méas abundante en los mostos de esta variedad.



En la variedad Tempranillo Blanco, la concentracion de catequina y de flavonoles en las
uvas aument6 después de la aplicacion foliar de la dosis alta del extracto del alga a las vides en
ambas afiadas. Este tratamiento aument6 la concentracion de varios aminoacidos en el mosto
durante la afiada 2017, mientras que la aplicacion de ambas dosis del alga a las vides no afecto
significativamente su contenido en 2018. La fenilalanina, precursora de varios compuestos
fenolicos y volatiles en ciertos tejidos vegetales, aumentd su contenido en el mosto en ambas
afladas después de la aplicacion foliar de la dosis alta del extracto del alga a las vides. Este
tratamiento aplicado a las vides de Tempranillo Blanco tendié a aumentar la concentracion de
ciertos compuestos C6 en los mostos en ambas afiadas, mientras que la aplicacion foliar de la dosis
baja del alga tendid a disminuir el contenido de 2-feniletanol y de 2-feniletanal en los mostos. El
factor afiada afect6 al contenido de la mayoria de los aminoacidos y de los compuestos volatiles
del mosto debido probablemente a las diferencias en las precipitaciones y en la humedad relativa
de ambas afiadas. La concentracion de los 4cidos hidroxicindmicos e hidroxibenzoicos en los vinos
de Tempranillo Blanco se vio afectada, probablemente, por las reacciones de oxidacion, mientras
que su contenido de estilbenos estuvo condicionado por la afeccion de enfermedades
criptogamicas en las uvas. El nitrégeno facilmente asimilable por la levadura en los mostos parece
haber condicionado la concentracion de la mayoria de los aminoacidos y de los compuestos
volatiles del vino.

En la variedad Tempranillo, la dosis baja del extracto comercial del alga aplicada a las
vides aumento6 la concentracion de la mayoria de los compuestos fenolicos de la uva y de los
aminoacidos en los mostos en la afiada 2017, mientras que la dosis alta aumento el contenido de
ciertos flavonoles de la uva en 2017. Las dos dosis del extracto comercial del alga aplicadas a las

vides de Tempranillo permitieron aumentar el contenido en las uvas de frans-piceido y de los



estilbenos totales en ambas afiadas. Los tratamientos aplicados a las vides apenas afectaron el
contenido de compuestos fendlicos en las uvas en la afiada 2018. Sin embargo, la dosis alta
aumento el contenido en los mostos de varios terpenos, Ci3 norisoprenoides, ésteres, bencénicos,
alcoholes, compuestos carbonilicos y compuestos C6. Generalmente, un alto contenido de
nitrogeno facilmente asimilable por la levadura en el mosto permitido alcanzar una alta
concentracion de aminodcidos y compuestos volatiles en los vinos. La concentracion de antocianos
y flavonoles en los vinos de Tempranillo disminuy6 a medida que la duracion de la fermentacion
malolactica y la acidez volatil aumentaban, mientras que el efecto contrario fue observado en el
contenido de 4cidos hidroxibenzoicos y estilbenos.

Por lo tanto, las aplicaciones de los extractos del alga Ascophyllum nodosum a las vides
mejoraron el contenido de la mayoria de los compuestos analizados en las uvas, dependiendo
principalmente de las condiciones climaticas de la afiada, de la dosis del extracto de alga aplicado

y de la variedad.



Abstract

Different studies suggest that seaweed extracts may behave as elicitors in horticulture,
triggering the synthesis of certain secondary metabolites, mainly of phenolic compounds in several
crops and woody species, including grapevines. However, the studies about the effects of foliar
applications of seaweeds to grapevines are mainly focused on their effects on plant physiology,
productivity, physicochemical parameters of musts and wines and the synthesis of certain phenolic
compounds. On the other hand, Tempranillo Blanco grapevine variety originated spontaneously
from a natural mutation of a Tempranillo grapevine, which was discovered in 1988. Its cultivation
has recently been authorized by the D.O.Ca. Rioja. Currently, the oenological characteristics of
this variety have been little studied.

The aims of this Doctoral Thesis were to study the effect of foliar applications of a
commercial extract elaborated from the Ascophyllum nodosum alga to Tempranillo Blanco (Vitis
vinifera L.) and Tempranillo (Vitis vinifera L.) grapevines on the phenolic, nitrogen and volatile
composition of grapes and wines in 2017 and 2018 seasons, as well as to characterize the phenolic,
nitrogen and volatile composition of grapes and wines of Tempranillo Blanco grapevine variety.
The applications of these treatments, as well as a control, were carried out twice and in two
different dosages; a low (0.25 % v/v) and high (0.5 % v/v) dosages, when the grapevines reached
the phenological stage of veraison and one week later.

The results showed that catechin was the most abundant phenolic compound in grapes and
wines of Tempranillo Blanco variety. Additionally, the grapevines of this variety behaved as
arginine accumulators. The C6 compounds were the most abundant volatile compounds in
Tempranillo Blanco musts, while (E)-4-damascenone was the most abundant varietal volatile

compound in the musts of this variety.



In Tempranillo Blanco grapevine variety, the concentration of catechin and flavonols in
grapes increased after the application of the high dosage of the seaweed to the grapevines in both
seasons. This treatment increased also the concentration of several amino acids in the musts in
2017, while the application of both dosages of the seaweed extract to grapevines barely affected
amino acids content in musts in 2018. Phenylalanine, a precursor of several phenolic and volatile
compounds in plant tissues increased its content in the musts in both seasons after the application
of the high dosage of the seaweed application. The application of this treatment to the grapevines
tended to increase the concentration of certain C6 compounds in musts in both seasons, while the
application of the low dosage of the seaweed extract to the grapevines tended to decrease the
content of 2-phenylethanol and 2-phenylethanal in musts. The season factor affected the content
of most of the amino acids and volatile compounds in musts due to the differences in rainfall and
relative humidity of both seasons. The concentration of hydroxycinnamic and hydroxybenzoic
acids in wines was affected by the winemaking process, probably due to oxidation reactions, while
the stilbene content in wines was affected by the effect of cryptogamic diseases in grapes. Yeast
assimilable nitrogen in musts seems to have impacted the concentration of most of the amino acids
and volatile compounds in wines.

In Tempranillo grapevine variety, the low dosage of the seaweed extract applied to the
grapevines increased the concentration of most of the phenolic compounds in grapes and the amino
acids in musts in 2017 season, while the high dosage of the seaweed extract increased the content
of certain flavonols in the grapes in 2017. Both dosages of the seaweed commercial extract applied
to Tempranillo grapevines allowed to increase the content in the frans-piceid and total stilbenes in
grapes in both seasons. The treatments barely affected the content of phenolic compounds in grapes

in 2018 season, however, the high dosage of the seaweed extract increased the content in musts of



several individual terpenes, Ci3 norisoprenoids, esters, benzenoids, alcohols, carbonyl compounds
and C6 compounds. Generally, a high content of yeast assimilable nitrogen in the musts allowed
to reach a high concentration of amino acids and volatile compounds in wines. The concentration
of anthocyanins and flavonols in wines decreased as the duration of malolactic fermentation and
volatile acidity increased, while the content of hydroxybenzoic acids and stilbenes in wines had
the opposite effect.

Therefore, seaweed applications to the grapevines increased the content of most of the
analyzed compounds in grapes, depending mostly on the climatic conditions of the season, the

dosage of the extract applied to grapevines and the selected variety.



1. Introduccion

1.1. Aspectos generales de la D.O.Ca. Rioja

La Denominacion de Origen Calificada Rioja (D.O.Ca. Rioja) es la Denominacion de
Origen mas antigua de Espafia. Fue reconocida oficialmente el 6 de junio de 1925, cuando se cre6
el Consejo Regulador cuyo objetivo era delimitar la zona de produccion, expedir garantia de vino
y controlar la utilizaciéon del nombre “Rioja”. En el afio 1991, los vinos de “Rioja” fueron
amparados por la primera Denominacion de Origen Calificada de Espaifia (D.O.Ca. Rioja), la cual
establece hasta la actualidad, ademas de las normativas de delimitacion de las zonas de produccion,
las variedades permitidas para ser cultivadas, los rendimientos anuales maximos, las técnicas de
elaboracion permitidas, asi como los tiempos de envejecimiento y de crianza, entre otros.

La D.O.Ca. Rioja posee tres zonas vitivinicolas con caracteristicas diferenciadas,
denominadas “Rioja Alta”, “Rioja Alavesa” y “Rioja Oriental” (conocida como “Rioja Baja” hasta
el afio 2018) (Figura 1). La superficie total de vifiedo en la D.O.Ca. Rioja es de 65.326 ha, las
cuales se distribuyen de la siguiente manera: 27.347 ha pertenecen a Rioja Alta, 24.590 ha
pertenecen a Rioja Oriental y 13.389 ha pertenecen a Rioja Alavesa. La clasificacion de “Rioja
Alta” comprende los territorios situados al sur del Ebro ubicados entre Haro y Logrofio. Esta zona
posee un clima continental al abrigo de la Sierra de Cantabria que impide el paso de vientos
htimedos del norte y presenta suelos pobres y calizos adecuados para el desarrollo de la vid. Estas
caracteristicas permiten producir uva destinada a elaborar vinos de alta calidad con una gran
capacidad para el envejecimiento. En esta zona se encuentra el 42 % del vifiedo perteneciente a la
D.O.Ca. Rioja (DOCa Rioja, 2019a). La denominada “Rioja Oriental” posee extensiones amplias
de viiiedos, plantados en zonas mas llanas que en las otras areas viticolas de la D.O.C., sobre suelos

aluviales con una altura aproximada de 300 metros sobre el nivel del mar (m s. n. m.). Su clima es



de tipo mediterraneo célido debido a la influencia de vientos célidos provenientes del sureste, y se
caracteriza por sus bajas precipitaciones, lo que da lugar a vinos de alta graduacion alcoholica. La
“Rioja Alavesa” comprende el norte del rio Ebro, con municipios de la provincia de Alava y se
caracteriza por tener un clima de tipo mediterraneo y estar protegida por la Sierra de Cantabria.
Los suelos son mayoritariamente arcillo-calcareos, dando como resultado vinos frescos de

graduacion alcoholica moderada.

ALAVA

DOCa RIOJA
@ RIOJA ALTA

@ RIOJA ALAVESA
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NAVARRA
RIOJA ALTA
LA RIOJA

BURGOS \

ZARAGOZA

Figura 1. Zonas de produccion de la Denominacion de Origen Calificada Rioja (Fuente:

https://www.decantalo.com/).

En la D.O.Ca. Rioja se elaboran vinos blancos, rosados, tintos y espumosos. La crianza de
los vinos, principalmente tintos, se realiza en barricas de roble de 225 L, complementandose con
un periodo de envejecimiento en botella. Las bodegas de la D.O.Ca. Rioja concentran el mayor
parque de barricas a nivel mundial con, aproximadamente, 1.385.000 barricas. Segun el proceso
tradicional de crianza y envejecimiento, los vinos de la D.O.Ca. Rioja se clasifican en cuatro
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categorias denominadas “genérico”, “crianza”, “reserva” y “gran reserva”. El “vino genérico” se



caracteriza por ser un vino de primer o segundo afio que conserva las caracteristicas aromaticas
primarias y de acidez propias de la uva. Los “vinos crianza” son vinos que estan en su tercer afo
habiendo permanecido como minimo un afio en barrica, para el caso de vinos tintos, y seis meses
para vinos blancos. Los “vinos reserva” poseen como minimo una crianza entre barrica y botella
de tres afios, de los cuales, al menos uno, debe ser en barrica y seis meses en botella. La categoria
“vinos gran reserva’ solo se concede para vinos de buenas cosechas que han sido criados durante
un periodo total de setenta meses con un periodo minimo de crianza, para los tintos, de dos afos
en barricas y dos afios en botella, mientras que, para los vinos blancos, el periodo de crianza
contempla un minimo de cuatro afios, de los cuales al menos seis meses deben estar en barricas.

Las variedades de uva autorizadas por el Consejo Regulador de la D.O.Ca. Rioja cuando
se cred (1925) eran siete: tres variedades blancas (Viura, Malvasia y Garnacha Blanca) y cuatro
variedades tintas (Tempranillo, Garnacha Tinta, Mazuelo y Graciano). En el afio 2008, se llevo a
cabo una ampliacion de las variedades permitidas por el Consejo Regulador de la D.O.Ca. Rioja
(Orden APA/689/2008 de 8 de marzo y Orden ARM/1372/2009 de 27 de mayo). En la actualidad,
las variedades autorizadas son catorce, cinco son variedades tintas (Tempranillo (87 %), Garnacha
Tinta (8 %), Graciano (2 %), Mazuelo (2 %) y Maturana Tinta (0,2 %)) y nueve son variedades
blancas (Viura (70 %), Malvasia (2 %), Garnacha Blanca (3 %), Tempranillo Blanco (12 %),
Maturana Blanca (0,6 %), Turruntés (0,6 %), Verdejo (5 %), Chardonnay (2 %) y Sauvignon Blanc
(3 %))

Segln las estadisticas vitivinicolas del afio 2018 elaboradas por el Consejo Regulador de
la D.O.Ca. Rioja (DOCa Rioja, 2019b), la produccion de vino fue de 336 millones de L con un
rendimiento de 51,71 hL/ha. La afnada 2018 produjo un total de 485 millones de kg de uva con un

rendimiento medio de 7.475 kg/ha. La mayor parte del vifiedo se ubica en la Comunidad Auténoma



de La Rioja con 45.002 ha (69 %), seguida por la Provincia de Alava con 12.979 ha (20 %) y por
la Comunidad Foral de Navarra con 7.021 ha (11 %), siendo la variedad Tempranillo la mas
importante con una superficie total de plantacion de 52.443 ha (79,7 %) seguida muy de lejos por
Garnacha Tinta con una superficie de plantacion de 4.534 ha (6,9 %) y Viura con una superficie
de 4.166 ha (6,3 %). En total, 144 municipios son parte de la D.O.Ca. Rioja entre los cuales, 118
pertenecen a la Comunidad Auténoma de La Rioja, 18 a la Provincia de Alava y 8 a la Comunidad

Foral de Navarra.

1.1.1 Tempranillo Blanco

La variedad Tempranillo Blanco (Vitis vinifera L.) surgi6é de una mutacion natural de una
cepa de la variedad Tempranillo (Vitis vinifera L.) en un antiguo vifiedo ubicado en la localidad
de Murillo de Rio Leza (La Rioja, Espaiia) en el ano 1988 (Martinez y Garcia-Escudero, 2017).
La mutacion se origind debido a una reorganizacion del genoma de la vid Tempranillo que caus6
la pérdida de 313 genes heterocigotos, incluida una pérdida de la copia funcional para los factores
de transcripcion de la familia MYB necesarios para la pigmentacion de las bayas (Carbonell-
Bejerano et al., 2017). Estos cambios a nivel genético dieron lugar a la pérdida del color rojo de
las bayas y a una baja viabilidad de los gametos, lo que compromete la productividad del
Tempranillo Blanco en afiadas climaticas adversas (Carbonell-Bejerano et al., 2017).

La variedad Tempranillo Blanco presenta hojas de tamafio mediano y de cinco a siete
lobulos superpuestos, con el seno peciolar en forma de U y de poca abertura (Martinez y Garcia-
Escudero, 2017) (Figura 2). En el envés presenta una pilosidad de densidad media, que se
intensifica hacia la nervadura principal (Martinez y Garcia-Escudero, 2017). El limbo presenta

dientes con ambos lados convexos, largos y con una relacioén largo-ancho elevada (Martinez y

10



Garcia-Escudero, 2017). Los racimos son de tamafio medio, sueltos y de pedunculo corto, mientras

que las bayas son de tamafio pequefio a medio (Figura 2) (Martinez y Garcia-Escudero, 2017).

Figura 2. Hoja y racimo de la variedad Temprariillo Blanco (Fﬁéhte

http://www.acenologia.com/).

Tempranillo Blanco es una variedad de ciclo corto por lo que puede adaptarse a las tres
zonas vitivinicolas de la D.O.Ca. Rioja (Martinez y Garcia-Escudero, 2017). Presenta vigor medio-
alto con una fertilidad de yemas elevada por lo que se puede adaptar bien tanto a sistemas de poda
corta, como larga o mixta, alcanzando niveles de rendimiento medio (Martinez y Garcia-Escudero,
2017; Kizildeniz et al., 2018). Esta variedad es sensible a acariosis (Calepitrimerus vitis), polilla
del racimo (Lobesia botrana), y medianamente sensible a mildiu (Plasmopara viticola) y oidio
(Uncinula necator) (Martinez y Garcia-Escudero, 2017). Su racimo presenta baja compacidad por
lo que se ve menos afectada por la podredumbre gris (Botrytis cinerea) que racimos de otras
variedades cultivadas en la D.O.Ca. Rioja (Garcia-Escudero et al., 2011; Martinez et al., 2016;
Martinez y Garcia-Escudero, 2017). Bajo ciertas condiciones climaticas, durante el periodo de

floracion, se ha observado la marcada presencia de “millerandage” en el racimo, en parte asociado
9 b
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a su baja fertilidad de polen (Alva et al., 2015; Baby et al., 2015; Martinez y Garcia-Escudero,
2017; Carbonell-Bejerano et al., 2017).

Respecto a su potencial enoldgico, las uvas y los vinos de la variedad Tempranillo Blanco
presentan alto contenido de ciertos dcidos organicos y mayor indice de polifenoles totales que otras
variedades de vid blanca (Martinez y Garcia-Escudero, 2017; Ayestaran et al., 2019). Estas
propiedades fisico quimicas propias de Tempranillo Blanco pueden ser adecuadas tanto para la
produccién de vinos jovenes, como para otro tipo de vinos de crianza en barrica (Martinez y
Garcia-Escudero, 2017; Ayestaran et al., 2019). Debido a estas particularidades, la plantacion de
vides y la elaboraciéon de vinos de la variedad Tempranillo Blanco, ha sido recientemente
autorizada por el Consejo Regulador de la D.O.Ca. Rioja. Esta variedad de uva se utiliza
actualmente en algunas bodegas de la D.O.Ca. Rioja para elaborar vinos afrutados con

caracteristicas intensas de citricos y frutas tropicales (Ayestaran et al., 2019).

1.1.2 Tempranillo

Tempranillo es la variedad mas caracteristica de la D.O.Ca. Rioja y una de las variedades
de vid autdctonas mas importante de Espafia. Sus hojas son de tamafio grande con la presencia de
cinco a siete 16bulos ligeramente superpuestos, conformando una forma pentagonal (Galet, 2000)
(Figura 3). El seno peciolar tiene forma de U cerrada, con una marcada superposicion de sus
lobulos peciolares (Galet, 2000). El racimo es de tamafio entre medio y grande con un grado de
compacidad elevado, mientras que su pedinculo presenta un tamafilo medio y con poca
lignificacion (Galet, 2000) (Figura 3). Las bayas son pequeiias, de forma circular, de complejo
desprendimiento del pedicelo, mientras que el hollejo es grueso comparado con otras variedades

de vid (Galet, 2000).
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Figura 3. Hoja y racimo de la variedad Tempranillo (Fuente: http://www.vitivinicultura.net/).

Tempranillo es una variedad de maduracion temprana y, por consecuencia, de ciclo corto,
de comportamiento vigoroso, de porte erguido, y muy fértil por lo que, para obtener alta
productividad, son adecuados los sistemas de poda corta (Hidalgo, 2002). Es una variedad muy
sensible al oidio (U. necator) y a la polilla del racimo (L. botrana), y ademas de ciertos factores
abidticos como la sequia (Hidalgo, 2002). Los vinos elaborados con esta variedad poseen un
intenso color, baja acidez y una graduacion alcohoélica entre media y alta. Por lo general, los vinos
de Tempranillo se estan destinando principalmente a la produccion de vinos de crianza y de reserva

y, en menor medida, a vinos jovenes (Hidalgo, 2002).

1.2. Metabolitos secundarios e incidencia en la calidad de la uva y del vino

Los metabolitos secundarios que seran descritos en los siguientes apartados de la presente
Tesis Doctoral son los compuestos fenolicos, nitrogenados y volatiles, los cuales fueron analizados
en las uvas y en los vinos tras la aplicacion foliar de un extracto comercial del alga Ascophyllum

nodosum a las vides de las variedades Tempranillo Blanco y Tempranillo.
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1.3. Compuestos fendlicos

1.3.1. Clasificacion de compuestos fendlicos

Los compuestos fenolicos juegan un papel clave en la calidad de la uva y del vino, ya que
son responsables de ciertos atributos sensoriales como el color, la astringencia y el amargor
(Kennedy et al., 2006). Estos compuestos se clasifican en flavonoideos, los cuales comprenden los
antocianos, los flavonoles y los flavanoles, y los no flavonoideos, que comprenden los acidos
hidroxicinamicos, los &cidos hidroxibenzoicos y los estilbenos. Los vinos tintos contienen un
mayor nivel de compuestos fendlicos que los vinos blancos fundamentalmente debido a que la
fermentacion alcoholica se realiza en presencia de hollejos y pepitas, los cuales contienen una
amplia gama de compuestos fenolicos (Rodriguez Montealegre et al., 2006). En este sentido, los
antocianos son sustancias presentes en los hollejos de las uvas que aportan el color caracteristico
del vino tinto (Zamora, 2013). Sin embargo, a pesar de que los cultivares blancos carecen de
antocianos en las uvas, la presencia de otros compuestos fenolicos es de gran importancia en sus
uvas y vinos ya que son mas susceptibles a reacciones de oxidacion (Kritzinger et al., 2013;

Waterhouse et al., 2016).

1.3.1.1. Compuestos flavonoideos

Los compuestos flavonoideos (Figura 4) se sintetizan a partir de una molécula de
fenilalanina y tres de malonil-CoA (Falcone Ferreyra et al., 2012). Son una familia muy diversa
de compuestos que se caracterizan por ser solubles en agua (Es-Safi et al., 2007). Los antocianos,
los flavonoles y los flavanoles, son los compuestos fendlicos flavonoideos més abundantes

presentes en la uva y en el vino (Robinson et al., 2019).
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Figura 4. Estructura general de los compuestos flavonoideos.

1.3.1.1.1. Antocianos

Los antocianos son pigmentos hidrosolubles responsables del color rojo y sus variaciones
de tonalidad en las uvas y en los vinos tintos. Ademas, contribuyen a la astringencia y al amargor
de las uvas y de los vinos (de Freitas et al., 2017; Paissoni et al., 2018). Su estructura se caracteriza
por una aglicona denominada antocianidina, la cual solo se encuentra en concentraciones trazas en
las uvas y en los vinos, unida a una o varias moléculas de aztcares que pueden estar esterificadas
con ciertos acidos organicos, tales como los acidos cumadrico, cafeico y acético (Waterhouse et al.,
2016). Por su parte, la antocianidina estd formada por dos anillos, el A, proveniente de compuestos
acilos acumulados en oscuridad, y el B, derivado del &cido shikimico (Gil, 2012). Las uvas y los
vinos de las variedades Vitis vinifera L. contienen principalmente configuraciones 3-O-glucdsidos
(glc) de delfinidina, cianidina, petunidina, peonidina y malvidina y trazas de pelargonidina (Figura
5), mientras que las especies de Vitis no vinifera presentan altos contenidos de pelargonidina con
la configuracion 3,5-O-digle (Castillo-Mufioz et al., 2009; He et al., 2010a; Cheng et al., 2017).
En este sentido, una caracteristica que diferencia las variedades de vides de la especie V. vinifera
de las no vinifera es la presencia exclusiva de la configuracion 3-O-glucosido (glc) en las V.

vinifera, siendo la malvidina-3-O-glc el antociano mas abundante (de Freitas et al., 2017).
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Figura 5. Estructuras de los principales antocianos encontrados en las uvas y en los vinos.

Los antocianos se encuentran principalmente en las vacuolas celulares de los hollejos de
las uvas (Figura 6), desempefiando varios roles, desde la atraccion de insectos para su reproduccion
hasta la proteccion contra el estrés tanto de tipo bidtico como abiotico (Paissoni et al., 2018). Sin
embargo, la variedad Aspirant Bouschet (V. vinifera) tiene la particularidad de poseer una alta
concentracion de antocianos tanto en los hollejos de la uva como en su pulpa, razon por la cual se
le define como variedad “tintorera”. La cantidad y composicion de los antocianos presentes en las
uvas depende fundamentalmente de la especie, la variedad, el estado de madurez de la uva, las
condiciones edafoclimaticas, la productividad del vifiedo y las practicas viticolas. Es asi como la
variedad Pinot Noir puede presentar una ausencia considerable de antocianos acilados en
comparacion con la mayoria de las variedades de vid (Dimitrovska et al., 2011). Por otro lado, en
ciertas variedades como Garnacha y Carignan, los antocianos acilados predominantes son los
cumarilados, es decir, esterificados con acido cumarico, mientras que en otras como Cabernet

Sauvignon, los antocianos acilados predominantes son los acetilados, esterificados con acido

16



acético (Nunez et al., 2004; Gil et al., 2012; Portu et al., 2015a, 2017a; Martinez-Gil et al., 2018a;
Gutiérrez-Gamboa et al., 2017a, 2018a). En las variedades tintas coincide que la malvidina 3-O-
glc y sus derivados dominan el perfil de antocianos en la uva y en el vino. Las practicas viticolas
tales como el uso de cubiertas vegetales, el riego y la aplicacion de elicitores pueden modular el
contenido de antocianos en la uva y, por consecuencia, el del vino. Las cubiertas vegetales y el
riego afectan la disponibilidad de agua para las vides, disminuyendo el tamafio de las bayas y, por
consecuencia, aumentando la relacion hollejo/pulpa lo que da como resultado un aumento en el
contenido de ciertos compuestos fenolicos, incluido el de los antocianos (Esteban et al., 2001;

Ojeda et al., 2002; Lee y Steenwerth, 2013; Pérez-Alvarez et al., 2015; Bouzas-Cid et al., 2016).

Estructura de la
pared celular

Vacuola

o g
.......

L)

Pared celular

Figura 6. Representacion esquematica de la estructura de la pared celular de la uva que muestra
la presencia de antocianos en las vacuolas, y de la pared celular primaria que contiene los
polisacaridos mas importantes (Paissoni et al., 2018).

1.3.1.1.2. Flavonoles
Los flavonoles poseen una cetona en el carbono C4 y una insaturacion entre los carbonos

C2 y C3, asi como un grupo hidroxilo (-OH) en la posiciéon C3 (Figura 7). Son responsables del
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color amarillo de las uvas, el del vino blanco y el del tinto (Zamora, 2013; Waterhouse et al., 2016).
Estos compuestos se sintetizan principalmente en el hollejo de las bayas, donde parecen funcionar
como filtro solar (Flamini et al., 2013). Su concentracidon se incrementa por una alta exposicion a
la luz solar antes del periodo de envero, lo cual es inducido por los genes del factor de transcripcion
de la familia MYB (Matus et al., 2009). Debido a esto, los flavonoles actiian como protectores
naturales de radiacion UV en el hollejo de las uvas porque absorben fuertemente las longitudes de

onda UV-A y UV-B (Flamini et al., 2013).

Figura 7. Estructura general de los flavonoles.

Los flavonoles difieren en el numero y el tipo de sustitucion en el anillo B, por lo que en
las uvas se pueden encontrar como glucosidos, galactosidos, ramnodsidos, rutindsidos y
glucurénidos de las agliconas de la miricetina, la quercetina, el kaempferol, la isorhamnetina y la
laricitrina, mientras que en los vinos es posible encontrar las formas libres de dichas agliconas
debido a la accion enzimatica de las levaduras (Figura 8) (Flamini et al., 2013). La falta de

expresion de la enzima flavonoide 3°, 5° hidroxilasa (F3’5’H) en las uvas blancas, restringe la
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presencia de flavonoles s6lo a derivados de la quercetina, el kaempferol y la isorhamnetina,
mientras que las uvas tintas también contienen derivados de la miricetina, la laricitrina y la
siringetina (Mattivi et al., 2006; Castillo-Muiioz et al., 2010; Flamini et al., 2013). La quercetina
es el principal flavonol de la mayoria de las variedades blancas, en las que representa mas del 70
% del total de los flavonoles (Castillo-Muiioz et al., 2010), mientras que, en la mayoria de las
variedades tintas, la miricetina es el flavonol mas abundante (Mattivi et al., 2006; Flamini et al.,

2013).

fenilalanina OH

isorhamnetina siringetina laricitrina

Figura 8. Ruta sintética de los flavonoles (Flamini et al., 2013).
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1.3.1.1.3. Flavanoles

Los flavanoles o comunmente denominados taninos, representan una compleja familia de
compuestos fendlicos compuesta por las diferentes formas isoméricas de la catequina y sus
polimeros denominados taninos condensados o proantocianidinas (Figura 9) (Zamora, 2013;
Waterhouse et al., 2016). Por otro lado, los taninos hidrolizables generalmente se extraen en el
periodo de crianza del vino cuando éste esta en contacto con la madera de roble y estan en baja
concentracion comparado con la de los taninos condensados (Smith et al., 2015). Los glucosidos
de flavanoles se han detectado, pero no cuantificado en uvas y vinos (Delcambre y Saucier, 2012).
Los taninos extraidos del hollejo de la uva contienen principalmente subunidades derivadas de la
epigalocatequina, asi como pequefas cantidades de galocatequina y epigalocatequina 3-O-galato
(Smith et al., 2015). Los taninos de las semillas son mucho mas pequefios y contienen de 2 a 16
subunidades de catequina y epicatequina (Herderich y Smith, 2005). La pulpa de la uva también
contiene taninos, pero no se pueden extraer durante la maceracion debido a una fuerte asociacion
con los componentes de la pared celular (Bindon et al., 2014). La importancia de estos compuestos
se debe a que son los principales responsables del sabor amargo, y de la astringencia y que

contribuyen a la estabilidad del color en los vinos envejecidos (Peleg et al., 1999).
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Esqueleto basico de compuestos flavonoideos ~ Esqueleto basico de un flavonol C3-hidroxilado

C
OH OH
OH
HO oW HO O
mo’,i ; ;/\ "’/OH
OH OH
(+)-catequina (-)-catequina (-)-epicatequina

Figura 9. (A) Esqueleto basico de los compuestos flavonoideos de 3 anillos, (B) esqueleto basico
de un flavonol C3-hidroxilado y, (C) estructuras de los mondémeros de flavanol existentes en las
uvas.

1.3.1.2. Compuestos no flavonoideos

Los compuestos no flavonoideos incluyen distintas subclases de fenoles de relevancia en
las uvas y en los vinos, siendo los mas importantes los acidos fendlicos, como son los 4cidos
hidroxicinamicos, los hidroxibenzoicos y, ademas, los estilbenos. Los acidos hidroxicinamicos y
estilbenos se encuentran en las uvas, mientras que los acidos hidroxibenzoicos se encuentran en la

uva y en la madera de roble usada para el proceso de crianza del vino (Waterhouse et al., 2016).

1.3.1.2.1 Acidos hidroxicindmicos

Los acidos hidroxicinamicos incluyen acidos fenolicos no flavonoideos formados por un
anillo aromatico, un grupo alifatico y un acido carboxilico en el extremo, los cuales se sintetizan
a partir de precursores de la fenilalanina a través de la ruta del acido shikimico (Taiz y Zeiger,

2010). Los acidos cumarico, cafeico y fertlico son los acidos hidroxicindmicos mas abundantes
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en la naturaleza (Taiz y Zeiger, 2010). Estos compuestos estan presentes en la uva sélo como
ésteres de acido tartarico, encontrandose en el hollejo y en la pulpa de las bayas, pudiendo también
estar esterificados con etanol (Waterhouse et al., 2016). El 4cido cafeico se diferencia de los demas
acidos hidroxicindmicos por poseer un grupo O-hidroxilo (Figura 10), lo que le hace propenso a
la oxidacion enzimatica por efecto de las enzimas fenol oxidasas y del oxigeno (Oliveira et al.,

2011).

O
HO

HO

Figura 10. Estructura del 4cido cafeico.

1.3.1.2.2. Acidos hidroxibenzoicos

Los 4cidos hidroxibenzoicos son compuestos que presentan un grupo carboxilico (grupo
acido) y grupos hidroxilo en un anillo aromatico (Figura 11). Dentro de los 4&cidos
hidroxibenzoicos, el acido galico es uno de los mayoritarios y se encuentra principalmente en los
vinos y no en las uvas, ya que se produce a partir de la hidrdlisis de ésteres de galato que se
encuentran en los taninos condensados e hidrolizables (Fanzone et al., 2010; Ma et al., 2014). La
concentracion del acido galico en los vinos puede variar entre 10 y 70 mg/L (Waterhouse et al.,
2016). Durante el envejecimiento del vino la concentracion de este acido no varia, por lo que, en
los vinos envejecidos, se puede encontrar en importantes cantidades comparado a los antocianos,

flavonoles y flavanoles monoméricos (Waterhouse et al., 2016). Otros 4cidos hidroxibenzoicos
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que pueden ser encontrados en los vinos en cantidades bajas son el acido siringico, el

protocatéquico y el vanillico.

a) b)

COOH Os_OH

H3;CO OCH3 HO OH
OH OH

Figura 11. Estructura del a) acido siringico y b) acido galico.

1.3.1.2.3. Estilbenos

Los estilbenos son una clase diversa de compuestos fenolicos con la forma estructural
general C6-C2-C6 (Figura 12). Son fitoalexinas que se sintetizan en respuesta a condiciones de
estrés tanto abidtico como bidtico en las plantas, en especial por afeccion de enfermedades
criptogamicas y la exposicion a la radiacion UV (Flamini et al., 2013; Waterhouse et al., 2016).
Los principales estilbenos encontrados en las uvas son cis y trans-resveratrol (3,5,4’-
trihidroxiestilbeno), resveratrol-3-O-f-D-glucopirandsido (piceido), piceatanol (3,4,3°,5’-
tetrahidroxi-trans-estilbeno) y dimeros de resveratrol (viniferinas) (Bavaresco et al., 2002; Vitrac
et al., 2005; Flamini et al., 2013). La glucosilacion de los estilbenos permite el almacenamiento,
la translocacion, la modulacion de la actividad antifungica y la proteccion contra la degradacion

oxidativa (Flamini et al., 2013).
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OH

HO

OH

Figura 12. Estructura general de los estilbenos.

1.3.2. Biosintesis de compuestos fendlicos

Los compuestos fenolicos se sintetizan a partir de la fenilalanina a través de la ruta de los
fenilpropanoides (Sparvoli et al., 1994; Flamini et al., 2013). La fenilalanina es a su vez un
producto de la ruta del acido shikimico, que relaciona el metabolismo de los carbohidratos con la
biosintesis de aminoacidos aromaticos y otros metabolitos secundarios (Flamini et al., 2013). La
enzima UDP-glucosa: flavonoideo 3-O-glucosil transferasa (UFGT) cataliza la glucosilacion tanto
de antocianidinas como de flavonoles (Ford et al., 1998). En las uvas tintas, la acumulacion de
antocianos comienza en el envero, junto con la activacién de la enzima UFGT (Downey et al.,
2006). En primer lugar, solo se acumulan glucésidos de los antocianos dihidroxilados, tales como
la cianidina y la peonidina, seguido de los antocianos trihidroxilados, tales como la delfinidina, la
petunidina y la malvidina (Downey et al., 2006). Los antocianos acilados estan presentes en la
mayoria de las uvas tintas, probablemente debido a la presencia exclusiva de la enzima antociano
aciltransferasa (AAT). Estos antocianos se sintetizan en el citoplasma y se acumulan en las
vacuolas, en donde se almacenan como coalescencias coloreadas llamadas inclusiones vacuolares
antocianicas (Flamini et al., 2013). La ruta de los fenilpropanoides generalmente culmina con la
sintesis de antocianos, sin embargo, de esta via se producen una variedad de otros compuestos

fenolicos, como los acidos hidroxicinamicos, los estilbenos, la lignina, el lignano, las auronas, las
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flavonas y, los isoflavonoides, asi como también los flavonoideos, que como ya se ha comentado,
incluyen los flavonoles y los flavanoles (Downey et al., 2006).

Los flavonoles estan presentes solo en los hollejos de las uvas y no han sido detectados en
las pepitas o en la pulpa de las uvas (Downey et al., 2003a, 2006). También estan presentes en los
brotes, los zarcillos, las inflorescencias, las anteras y las hojas (Downey et al., 2003a). La sintesis
de flavonoles se relaciona con la expresion de genes que codifican la enzima flavonol sintasa
(FLS), la cual se activa en dos periodos claves en las uvas, el primero alrededor de la floracion y
el segundo durante la maduracion de las bayas (Downey et al., 2003a).

La sintesis de flavanoles en las pepitas ocurre después de la fructificacion y alcanza su
nivel maximo cerca del envero, mientras que el contenido de los flavanoles del hollejo, tal como
el de los flavonoles, es alto en la floracion y su acumulacion contintia desde la cuaja hasta una o
dos semanas después del envero (Kennedy et al., 2001, Downey et al., 2003b, Bogs et al., 2005;
Downey et al., 2006). La mayor parte de los flavanoles estan presentes como polimeros de
proantocianidina, sin embargo, su composicion difiere entre las pepitas y los hollejos, ya que las
pepitas tienen polimeros mas cortos, por lo que presentan cantidades similares de subunidades de
catequina y epicatequina, mientras que, en los hollejos, los polimeros de proantocianidina tienden
a ser mucho mas largos, estando compuestos principalmente por subunidades de epicatequina
(Kennedy et al., 2001, Downey et al., 2003b). Se ha observado que el nivel de taninos extraibles
disminuye, tanto en las pepitas como en el hollejo, entre el envero y la vendimia, dando lugar a
una disminucion del amargor y de la astringencia de las bayas (Downey et al., 2003b).

Los no flavonoideos se encuentran en todas las plantas superiores, pero solo unas pocas
especies producen estilbenos (Flamini et al., 2013). La estilbeno sintasa (STS) y la chalcona sintasa

(CHS) son enzimas estrechamente relacionadas que controlan especificamente la biosintesis de los
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compuestos flavonoideos y/o estilbenos (Flamini et al., 2013). Se ha observado que la CHS puede
competir con la STS por la biosintesis de compuestos fenodlicos. Asi, la disminucién de la
capacidad de las uvas para sintetizar estilbenos en respuesta a la radiaciéon UV observada después
del inicio de la maduracion de la uva, puede ser una consecuencia del aumento concomitante de la
acumulacion de antocianos en las uvas (Jeandet et al., 1995). Por lo que, la CHS puede competir
con la STS, disminuyendo la capacidad de sintetizar resveratrol en respuesta a la radiacion UV

como consecuencia de un aumento en la biosintesis de antocianos ocurrida en envero.

1.3.3. Factores que influyen en el contenido de los compuestos fenolicos en uvas y vinos

Los factores ambientales que mas influyen en la sintesis de compuestos fenolicos en la uva
son la radiacion y la temperatura (Teixeira et al., 2013a). Las vides que crecen en sitios calidos,
producen uvas con un alto contenido de solidos solubles y de ciertos compuestos fenolicos tales
como antocianos y flavonoles, mientras que las vides que crecen en sitios mas frescos, producen
uvas con un mayor contenido de flavanoles y de acidos hidroxicinamicos (Martinez-Gil et al.,
2018; Gutiérrez-Gamboa y Moreno-Simunovic, 2019). En climas mas calidos, una mayor
exposicion a la radiacion puede aumentar la sintesis de antocianos, de flavonoles y de flavanoles
en las uvas debido a una mayor actividad de la enzima fenilalanina amonio liasa (Roubelakis-
Angelakis y Kliewer, 1986). Sin embargo, temperaturas por encima de 35 °C producen un aumento
de la respiracion y una disminucion de la fotosintesis en las vides, lo que da lugar a una merma en
la produccion de azucares y a la degradacion e inhibicion de la acumulacion de ciertos metabolitos
secundarios, en especial de antocianos (He et al., 2010b). Por otro lado, se ha demostrado que
niveles altos de radiacion UV-B aumentan la acumulacion de antocianos, el indice de polifenoles

totales y el contenido de estilbenos en el hollejo de la uva (Berli et al., 2008). Asimismo, la
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exposicion a la radiacion UV induce la acumulacion de estilbenos en las uvas a través de la
induccion de la expresion de la enzima STS (Petit et al., 2009).

Por otro lado, el suelo es un factor clave que puede afectar a la disponibilidad de agua para
la planta y de esta forma afectar el contenido y acumulacion de los compuestos fenolicos en la uva.
En este sentido, los suelos poco profundos limitan la capacidad de retencion de agua y, por tanto,
la absorcion de agua por parte de las vides, reduciendo su vigor, el peso de las bayas, y aumentando
la concentracion de antocianos y de taninos de las bayas (Duteau et al., 1981; Matthews y
Anderson, 1988, 1989; van Leeuwen y Seguin, 1994, 2006; Ojeda et al., 2002; van Leeuwen,
2010). Se ha demostrado también que las vides que poseen un bajo vigor presentan bayas con un
mayor contenido de proantocianidinas en el hollejo, asi como también de la proporcion de las
subunidades de epigalocatequina en comparacion con el hollejo de las uvas cosechadas de vides
que presentan un vigor alto (Cortell et al., 2005; Downey et al., 2006).

Otro factor importante es el riego ya que permite manipular la disponibilidad de agua para
las vides afectando considerablemente la sintesis de compuestos fenolicos en las uvas y en los
vinos (Koundouras et al., 2006). Diversos estudios han mostrado que el riego deficitario controlado
tiene un efecto positivo en la sintesis de compuestos fendlicos en las uvas, en especial de
antocianos, debido principalmente a la limitacion del crecimiento vegetativo de las vides y al
incremento de la relacién hollejo/pulpa de la uva (Ojeda et al., 2002; Koundouras et al., 2006;
Chaves et al., 2007; Intrigliolo y Castel, 2011). No obstante, estos cambios dependen en gran
medida del genotipo (variedad), las interacciones ambientales (condiciones edafoclimaticas) y las
practicas viticolas (Teixeira et al., 2013a). En la variedad Chardonnay, el estrés hidrico aumenta
el contenido de flavonoles y disminuye la expresion de genes implicados en la biosintesis de

precursores de estilbenos en las uvas (Deluc et al., 2011). Sin embargo, estos cambios no fueron
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percibidos en la variedad Cabernet Sauvignon (Deluc et al., 2011). Asimismo, Savoi et al. (2016)
mostraron que el estrés abiotico prolongado en vides de la variedad Sauvignon Vert puede activar
el metabolismo de la ruta de los fenilpropanoides. Por otro lado, el déficit hidrico aumenta la
actividad de los genes involucrados en el mecanismo de la STS (Teixiera et al., 2013a). Sin
embargo, se han observado efectos contradictorios sobre el efecto del déficit hidrico en las vides
en la sintesis de estilbenos en las uvas (Vezzuli et al., 2007; Deluc et al., 2011).

Durante los tltimos afios, el estudio de la aplicacion foliar de jasmonato de metilo (MeJ) a
las vides se ha incrementado debido a sus efectos positivos en el contenido de compuestos
fenolicos de la uva y del vino (Ruiz-Garcia y Gémez-Plaza, 2013; Vezzulli et al., 2007; Ruiz-
Garcia et al., 2014; Portu et al., 2016, 2017a; Gil-Muiloz et al., 2017a, 2017b; Gutiérrez-Gamboa
et al., 2017b, 2019a; D’Onofrio et al., 2018; Paladines-Quezada et al., 2019). La aplicacion de
elicitores en viticultura principalmente de jasmonatos, induce la activacion de enzimas
involucradas en la sintesis de los compuestos fenolicos (Delaunois et al., 2013). Se ha demostrado
que la aplicacion foliar de este tratamiento a las vides de Tempranillo aumento el contenido de
antocianos y de estilbenos en las uvas y en los vinos, mejorando la concentracion de flavonoles en
los vinos (Portu et al., 2015b). La concentracion de frans-piceido aumento6 en todas las muestras
después de la aplicacion foliar de Mel a las vides (Portu et al., 2015b). Sin embargo, el efecto de
estas aplicaciones en el contenido de compuestos fendlicos de la uva depende de la respuesta de la
variedad y de las condiciones climaticas de la afiada (Gil-Mufioz et al., 2017b). En este sentido,
Paladines-Quezada et al. (2019) indicaron que la aplicacion de MelJ a las vides Monastrell, Merlot
y Cabernet Sauvignon causé cambios significativos en varios componentes estructurales de las
paredes celulares del hollejo de 1a uva, tales como compuestos fenolicos, proteinas y azucares. Asi,

la aplicacion de MeJ a las vides aument6 el contenido de proteinas y de fenoles en la pared celular
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de los hollejos de las bayas de las variedades Monastrell y Cabernet Sauvignon, mientras que en
Merlot tuvo un efecto opuesto.

Por otro lado, durante los dos a tres primeros dias de inicio de la fermentacion alcoholica,
el contenido de antocianos y la densidad de color aumentan de forma significativa en el mosto
(Oberholster, 2003). Sin embargo, la fermentacion malolactica causa una disminucion
considerable del contenido de antocianos acilados y no acilados, de la intensidad colorante, del
contenido de monomeros de flavanoles y de su contenido total, asi como del porcentaje de
galoilacion de los taninos en el vino, mientras que el contenido de piranoantocianos y el porcentaje
de prodelfinidinas aumenta en los vinos debido al efecto de la fermentacion malolactica
(Izquierdo-Cadias et al., 2016).

También, la temperatura en que se lleve a cabo la maceracion pre-fermentativa afecta en
gran medida a la transferencia de polifenoles de los hollejos al mosto, con un aumento en la
extraccion de color al aumentar la temperatura (Oberholster, 2003; Salinas et al., 2005). La
temperatura de fermentacion alcoholica también afecta la extraccion de los compuestos fenolicos
al mosto y se ha determinado que temperaturas de fermentacion entre 15 a 25 °C permiten una
mayor extraccion de antocianos, de flavonoles, de acidos hidroxicinamicos, de proantocianidinas
y de estilbenos, teniendo ademas un efecto positivo en las caracteristicas cromaticas del vino (Gao
etal., 1997; Liu et al., 2018; Pérez-Navarro et al., 2018).

Ademas, los agentes clarificantes del vino como la polivinilpirrolidona (PVPP), la
bentonita o la gelatina reducen el contenido de los compuestos fenolicos del vino, causando la
remocion de los flavanoles, alterando el color y las caracteristicas sensoriales de los vinos, en
especial de su astringencia (Oberholster, 2003). Los taninos polimerizados y galoilados son

precipitados de forma selectiva por la gelatina, mientras que el PVPP se une a los compuestos
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fenolicos de menor peso molecular causando su precipitacion (Sims et al., 1995; Maury et al.,
2001). Se ha demostrado también que los vinos clarificados con bentonita y gelatina poseen
concentraciones mas bajas de antocianos y de acidos hidroxicinamicos, mientras el contenido de
flavanoles no se ve afectado por el efecto de estos clarificantes (Gomez-Plaza et al., 2000).

La micro-oxigenacion es una técnica que permite manipular la composicion fenélica de los
vinos mejorando la estabilizacion del color, disminuyendo los aromas vegetativos y suavizando el
caracter astringente de los taninos (Parish et al., 2000). En general, los vinos micro-oxigenados
poseen mayor porcentaje de pigmentos derivados de los antocianos y mayor intensidad colorante
respecto a los vinos que no reciben micro-oxigenacion o que estuvieron expuestos a niveles de
sobre-oxigenacion (Cano-Lopez et al., 2008; Rubio-Breton et al., 2018a). Se ha demostrado
también, que la micro-oxigenacion durante tres meses produce vinos con un bajo contenido de
antocianos monoméricos y una alta concentracion de vitisinas en comparacion a vinos sin micro-
oxigenacion y criados en roble (Cano-Ldpez et al., 2010). Por otro lado, los vinos en contacto con
madera de roble muestran un color mas estable que los vinos micro-oxigenados a los seis meses
de envejecimiento en botella (Cano-Lopez et al., 2010).

El uso de madera de roble para la crianza de vinos es una practica enoldgica comin que
permite mejorar la estabilidad fendlica y la complejidad aromadtica de los vinos (Zhang et al.,
2015). Las barricas, duelas, chips o virutas de madera de roble se usan cominmente en enologia
para la crianza de los vinos (Martinez-Gil et al., 2019). Durante este proceso se genera la liberacion
de taninos, de acidos fenolicos y de compuestos volatiles de la madera al vino, lo que va
modificando las caracteristicas sensoriales de los vinos (Garde-Cerdan y Ancin-Azpilicueta,
2006). Se ha observado una importante disminucion del contenido de antocianos y de catequinas

en los vinos envejecidos en presencia de chips de madera de roble probablemente debido a los
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procesos de polimerizacion, de condensacion y de precipitacion que se generan por la adicion de
estos compuestos al vino (del Alamo et al., 2008). Entre los productos de madera de roble usados
para la crianza de los vinos, se ha demostrado que los vinos en contacto con duelas presentan un
mayor contenido de acido vanillico y una mayor intensidad colorante, mientras que los vinos en
contacto con barricas de roble muestran altos contenidos de elagitaninos y de galato de etilo

(Laqui-Estafia et al., 2019).

1.3.4. Implicacion de los compuestos fendlicos en la calidad del vino

Los antocianos presentes en el vino existen en diversas formas dependiendo de su pH, lo
que afecta fuertemente al color del vino. El anillo C con carga positiva del cation flavilio es
electrofilo, y las posiciones C2 y C4 pueden reaccionar con los nucledfilos presentes en el vino
(Waterhouse et al., 2016). Las reacciones mas comunes de los antocianos son con el agua y con el
bisulfito; en ambos casos, el color rojo de la forma flavilio cambia debido a la pérdida de la
conjugacion del doble enlace (Waterhouse et al., 2016). Los antocianos pueden formar
interacciones de tipo no covalente con otros compuestos fendlicos en la disolucion creando un
efecto denominado copigmentacion (Waterhouse et al., 2016). La copigmentacion consiste en la
formacion de un complejo de estequiometria 1:1, en el que un pigmento se apila con un
copigmento, estableciéndose interacciones débiles entre las nubes electronicas de los anillos
aromaticos de ambos (Hermosin-Gutiérrez, 2007). La formacion de este tipo de complejos provoca
un efecto hipercromico, es decir, un incremento de la intensidad del color rojo y un efecto
batocrémico, por tanto, un viraje hacia tonalidades mas azuladas del color rojo del vino tinto

(Hermosin-Gutiérrez, 2007). Las reacciones de copigmentacion permiten estabilizar el color de
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los vinos y son responsables de la mitad de la intensidad del color de los vinos tintos jovenes
(Boulton, 2001).

Durante el envejecimiento, los vinos van perdiendo su intensidad colorante, y su tonalidad
vira desde el color rojo-purpura hacia el color rojo-anaranjado, adquiriendo una mayor estabilidad
ante cambios del pH (Basalekou et al., 2017; de Freitas et al., 2017). De forma paralela, las
reacciones de copigmentacion van disminuyendo y sus efectos hipercromicos y batocromicos en
el color resultan inapreciables a medida que el vino envejece (Hermosin-Gutiérrez, 2007). Los
antocianos reaccionan con varios compuestos del vino, en especial flavanoles, para formar
pigmentos poliméricos que permiten la estabilizacion del color de los vinos tintos durante su
envejecimiento (Hermosin-Gutiérrez, 2007; Waterhouse et al., 2016; de Freitas et al., 2017;
Picariello et al., 2017).

Los flavonoles también juegan un papel importante en la copigmentacion del vino junto
con los antocianos y, ademas, se consideran compuestos bioactivos para la salud y la nutricion
humana (Flamini et al., 2013). La concentracién de los flavonoles en los vinos depende
considerablemente de su extraccion desde el hollejo de las uvas, por lo que los vinos blancos
poseen un menor contenido de flavonoles que los vinos tintos (Waterhouse et al., 2016).

Los flavanoles pueden estar unidos al acido galico produciendo taninos galoilados
(Waterhouse et al., 2016). El nivel de astringencia y de amargor que aporta un tanino condensado
al vino esta determinado por su grado de galoilacion, pero, en mayor medida, por su grado de
polimerizacion. Asi, a mayor grado de polimerizacion y menor grado de galoilacion el tanino es
menos astringente y amargo (Fontoin et al., 2008). La composicion de las moléculas de tanino en
el vino también es importante porque los taninos de masa molecular mas pequefia, principalmente

los provenientes de las pepitas, son percibidos como amargos y, las moléculas de tanino mas
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grandes, provenientes de los hollejos, se perciben como mas astringentes (Fontoin et al., 2008).
Por otro lado, el grado de galoilacion disminuye con el periodo de maduracion, produciendo
cambios en la tonalidad del color virando gradualmente el tono purpura de un vino joven a un color
rojo ladrillo, lo que va acompafado de una reduccion en la astringencia (Smith et al., 2015).

Los acidos hidroxicinamicos son los compuestos fenolicos mas abundantes en los mostos
y en los vinos blancos (Waterhouse et al., 2016). Estos compuestos se oxidan enzimaticamente
durante el prensado de la uva y son propensos a iniciar fendémenos de pardeamiento enzimatico en
los mostos bajo condiciones de alto nivel de oxigeno y de luz (Kritzinger et al., 2013). Durante la
fermentacion del vino, los ésteres de acido tartarico pueden hidrolizarse liberando los acidos
hidroxicinamicos (Waterhouse et al., 2016). Los vinos con alto nivel de estos compuestos pueden
ser mas susceptibles al deterioro microbiano ya que las formas f#rans de los acidos
hidroxicinamicos pueden descarboxilarse por la actividad de ciertos microorganismos para
producir vinilfenoles volatiles cuya caracteristica es proporcionar aromas descritos como
“ahumados” y “medicinales” en los vinos (Chatonnet et al., 1992; Silva et al., 2011; Steensels et
al., 2015). En este sentido, a partir de la actividad microbiolédgica, el acido ferulico se puede
descarboxilar formando 4-vinilguayacol (4-VG), mientras que el acido cumarico se descarboxila
formando 4-vinilfenol (4-VF). Desde un punto de vista sensorial, se ha demostrado que los acidos
hidroxicinamicos pueden contribuir a caracteres de amargor y de astringencia en los vinos, y que
los 4cidos fenolicos se caracterizan por ser mas astringentes que amargos en comparacion a la
mayoria de los compuestos fenolicos (Hufnagel y Hofmann, 2008; Ferrer-Gallego et al., 2014).

Respecto a los 4cidos hidroxibenzoicos, se ha observado que el acido siringico puede ser
un importante cofactor de fenomenos de copigmentacion en disoluciones modelo de vinos tintos

con los antocianos, en comparacion al dcido p-hidroxibenzoico, el 4cido protocatéquico, el acido
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gélico y el &cido vanillico (Zhang et al., 2015). De manera similar a los &cidos hidroxicindmicos,
los acidos hidroxibenzoicos también son susceptibles a procesos de oxidacion (Waterhouse et al.,
2016).

Los estilbenos presentan una alta actividad antioxidante y varios estudios han demostrado
que el resveratrol presenta una gran influencia sobre la salud ya que posee actividad
anticancerigena, antioxidante y antiinflamatoria, confiriendo ademds propiedades de
cardioproteccion e inhibiendo la agregacion plaquetaria (Frankel et al., 1993; Hung et al., 2000;

Bavaresco et al., 2012; Flamini et al., 2013; Fraga et al., 2019; Giovinazzo et al., 2019).

1.3.4.1. Efectos de los compuestos fenolicos en la salud

Durante la ultima década, el estudio de la composicion fendlica estda aumentando debido a
su importancia en la proteccion contra el desarrollo de canceres, enfermedades cardiovasculares,
diabetes, osteoporosis y enfermedades neurodegenerativas (Hasan y Bae, 2017). En este sentido,
el consumo de flavonoles se ha relacionado con efectos protectores contra varios tipos de cancer
especificos, tales como la leucemia, el cancer de pancreas, los de mama, el de cuello uterino, el de
prostata, el de utero y el de las vias urinarias (Pandey y Rizvi, 2009). Por su parte, los estilbenos
pueden ejercer un gran potencial antiinflamatorio y cardioprotector al inhibir la expresion de
mediadores antiinflamatorios (Pandey y Rizvi, 2009; Giovinazzo et al., 2019). El consumo del
flavanol catequina, presenta muchas propiedades beneficiosas para la salud como anticancerigeno,
anti-obesidad, antidiabético, cardiovascular, antiinfeccioso, hepatoprotector y neuroprotector
(Isemura, 2019). Estos resultados remarcan la importancia de la aplicacion de nuevas técnicas

productivas que permitan enriquecer la uva y el vino de moléculas saludables a lo largo de la
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produccion viticola y enoldgica con el objetivo de entregar un producto diferenciado y saludable

para los consumidores (Giovinazzo et al., 2019).

1.4. Compuestos nitrogenados

1.4.1. Los aminoacidos y el amonio

Dentro de los compuestos nitrogenados, los aminoéacidos y el amonio tienen una gran
influencia en el crecimiento de la vid y en la vinificacion. Los aminoacidos estan compuestos por
dos grupos funcionales: un grupo amino (-NHz) y un grupo carboxilo (-COOH) unidos a una

cadena lateral o radical R (Figura 13).

Cadena lateral

R

H I O
NN—C—cZ
/

H OH

Amino Acido carboxilico

H

Figura 13. Estructura general de un aminodacido.

La sintesis de los aminoacidos se realiza por cinco vias metabolicas principales, las cuales
estan determinadas en funcion del precursor del cual derivan (Tabla 1). En este sentido, los
aminodcidos derivados del piruvato son la alanina (Ala), la leucina (Leu) y la valina (Val), mientras
que los aminoacidos derivados del oxalacetato son la asparagina (Asn), el acido aspartico (Asp),

la isoleucina (Ile), la lisina (Lys) la metionina (Met), y la treonina (Thr). Los aminoacidos
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derivados del a-cetoglutarato son el acido glutdmico (Glu), la arginina (Arg), la glutamina (GlIn),
la hidroxiprolina (HoPro) y la prolina (Pro), mientras que la ruta del &cido shikimico da lugar a la
sintesis de los comunmente denominados aminodcidos aromaticos, que son la fenilalanina (Phe),
el triptéfano (Trp) y la tirosina (Tyr). La histidina (His) es el inico aminoacido derivado de la
ribosa-5-fosfato sintetizandose a partir de la via de las pentosas fosfato, mientras que la cisteina
(Cys), la glicina (Gly) y la serina (Ser) derivan del 3-fosfoglicerato, que funciona como

intermediario en la glucolisis y el ciclo de Calvin.

Tabla 1. Principales rutas metabolicas de sintesis de los diversos

aminoacidos.
Aminoacidos Ruta metabolica
Ala, Leuy Val Metabolismo del piruvato

Asn, Asp, lle, Lys, Mety Thr  Metabolismo del oxalacetato
Arg, Glu, Gln, HoPro y Pro Metabolismo del acido a-cetoglutarico

Phe, Trp y Tyr Ruta del acido shikimico
His Ruta de las pentosas fosfato
Cys, Gly y Ser Ciclo de Calvin y glucolisis

1.4.2. Biosintesis de compuestos nitrogenados

Los compuestos nitrogenados de las uvas incluyen el amonio y compuestos orgénicos
nitrogenados, tales como los aminoacidos, las aminas bidgenas, los péptidos, los acidos nucleicos
y las proteinas (Cosme et al., 2016). A medida que la uva madura, el nitrogeno organico se acumula
progresivamente, mientras que el contenido de amoniaco disminuye ligeramente (Cosme et al.,
2016). La sintesis de los aminoacidos, los péptidos y las proteinas ocurre durante las tltimas seis
u ocho semanas de maduracion de la uva (Cosme et al., 2016). La glutamina es el principal
compuesto de transporte de nitrégeno (Schaller et al., 1985; Keller, 2015). Las enzimas
aminotransferasas convierten la glutamina de la uva en los demds aminoacidos, de éstos, la

arginina y la prolina juntas representan entre el 60 y el 80% de los aminoacidos libres presentes en
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las uvas maduras (Stines et al., 2000; Bell y Henschke, 2005; Keller, 2015). Sin embargo, pueden
existir marcadas diferencias en la composicion de los aminodcidos entre las variedades de uva
vinifera (Stines et al., 2000; Bell y Henschke, 2005). En este sentido, la mayor parte de la
acumulacion de prolina en las uvas se produce al final de su maduracion, cerca de las cuatro
semanas después del envero (Stines et al., 2000). Por el contrario, la acumulacion de arginina
comienza antes del envero y continua hasta la madurez, excluyendo las variedades acumuladoras
de prolina (Stines et al., 2000; Bell y Henschke, 2005). La prolina es sintetizada en los tejidos
vegetales para proteger las células del estrés osmotico excesivo; asi, la acumulacion de prolina
durante la maduracion podria estar relacionada con la presion osmética causada por la acumulacion
de aztcares de hexosa (Gomes et al., 2010; Chun et al., 2018). La acumulacion de prolina también
podria contribuir al aumento del pH del mosto porque su produccion a partir de glutamato puede
implicar la liberacion de hidroxido (Smith y Raven, 1979). Ademads de la prolina, ciertas proteinas
como las quitinasas y las taumatinas también se acumulan después del envero y contintan
acumuldndose durante la maduracion. Esta acumulacion se produce, probablemente, en respuesta
al estrés osmotico derivado del aumento de la concentracion de azucar, ocupando una fraccion
creciente de las proteinas totales de las bayas (Murphey et al., 1989; Salzman et al., 1998; Giribaldi

et al., 2007; Monteiro et al., 2007; Negri et al., 2008; Keller, 2015).

1.4.3. Factores que influyen en la composicion nitrogenada de la uva y del vino

Las practicas viticolas y los procesos enoldgicos afectan considerablemente a la
composicion de nitrogeno de la uva, del mosto y del vino (Bell y Henschke, 2005; Gutiérrez-
Gamboa, et al., 2019a, 2019b). Los factores mas importantes que pueden modificar su contenido

y composicion son la variedad de uva, el grado de maduracion de ésta, la fertilizacion nitrogenada
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de las vides, la cepa de levadura usada para la fermentacion alcoholica, entre otros (Stines et al.,
2000; Valero et al., 2003; Garde-Cerdan et al., 2018a; Gutiérrez-Gamboa et al., 2019b).

Las condiciones climaticas del vifiedo pueden afectar la sintesis de aminoacidos en la uva
(Huang y Ough, 1989; Gutiérrez-Gamboa et al., 2018b). En este sentido, las vides que crecen en
sitios frescos pueden prolongar su tiempo de maduracion promoviendo la sintesis de aminoacidos
en las uvas (Gutiérrez-Gamboa et al., 2018b). Se ha demostrado que la sintesis de varios
aminoacidos como la del Asp, la de la Arg, la del acido y-aminobutirico (GABA), la del Glu, la de
laIle, la de la Leu, la de 1a Met, la de la Phe, la del Trp, la de la Tyr y la de la Val se ve favorecida
por la disminucion de las temperaturas minimas durante el mes anterior a la cosecha (Gutiérrez-
Gamboa et al., 2018Db).

La arginina y la prolina generalmente constituyen la mayor proporcion de la concentracion
total de aminoacidos presentes en las uvas y, su concentracion, depende fundamentalmente de la
variedad (Stines et al., 2000; Garde-Cerdan et al., 2014; Pérez-Alvarez et al., 2017a; Gutiérrez-
Gamboa et al., 2018b). En este sentido, la ratio prolina/arginina refleja la proporcion de nitrogeno
no asimilable (prolina) a asimilable (arginina) por las levaduras, proporcionando un indice del
valor nutricional del mosto de cada variedad en particular (Bell y Henschke, 2005). Asi, las
variedades de vid pueden clasificarse en categorias segin su capacidad de acumular arginina o
prolina. En este aspecto, dos variedades pueden tener la misma concentracion total de
aminodcidos, pero la variedad que acumula una mayor cantidad de prolina con relacion a la
arginina tendra un nitrégeno facilmente asimilable mas bajo. Dentro de las variedades de uva
vinifera, Chardonnay, Cabernet Franc, Cabernet Sauvignon, Carifian, Merlot, Riesling, Semillon,
Syrah, Tempranillo y Zinfandel tienen una alta relacion prolina/arginina, mientras que otras, como

Airén, Chenin Blanc, Garnacha, Gewiirztraminer, Mencia, Montepulciano, Muscat Gordo, Pinot
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Noir y Sauvignon Blanc poseen una baja relacion prolina/arginina (Huang y Ough, 1989, 1991;
Stines et al., 2000; Bell y Henschke, 2005; Garde-Cerdan et al., 2014, 2017a, 2018a; Bouzas-Cid
et al., 2015, 2018a; Sanchez-Gomez et al., 2016; Gutiérrez-Gamboa et al., 2017b, 2017c 2018b).
Sin embargo, esta relacion estd influenciada por el nivel de madurez de la uva, las practicas
viticolas realizadas en el vifiedo y las condiciones edafoclimaticas de cada sitio (Huang y Ough,
1989, 1991; Bell y Henschke, 2005; Garde-Cerdan et al., 2014; 2018a). Por ejemplo, en las etapas
tempranas de maduracion de la uva, la variedad Garnacha puede ser clasificada como una variedad
acumuladora de arginina, sin embargo, hacia estadios mas tardios de madurez, esta variedad tiende
a acumular una mayor cantidad de prolina que de arginina (Kliewer, 1970; Bell y Henschke, 2005).
Ademas, se ha documentado que ciertas variedades como Sauvignon Blanc y Tempranillo pueden
comportarse como acumuladoras de arginina o prolina dependiendo de las condiciones
edafoclimaticas de cada sitio o afiada (Huang y Ough, 1989, 1991; Garde-Cerdan et al., 2014;
2018Db).

La adopcion de portainjertos en viticultura también puede afectar al contenido de
compuestos nitrogenados en la uva (Huang y Ough, 1989; Bell y Henschke, 2005; Gutiérrez-
Gamboa et al., 2018b). En este sentido, se ha demostrado que los mostos de vides Chardonnay
injertadas sobre portainjertos vigorosos como St. George, Harmony, SO4 y 5A presentaron altos
contenidos de aminodcidos totales, mientras que los mostos de las vides de esta variedad injertados
en portainjertos menos vigorosos como 110 R mostraron un contenido menor de aminoacidos
totales (Huang y Ough, 1989). En otro informe, se ha mostrado que el portainjerto no afecté al
contenido de aminoacidos de los mostos de las vides Cabernet Sauvignon, probablemente debido
a que el suelo ya contenia altos niveles de nitrogeno, por lo que este elemento estaba facilmente

disponible para ser absorbido por el sistema radical (Huang y Ough, 1989). Por otro lado, las uvas
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cosechadas de vides Carignan injertadas sobre raices de la variedad Listan Prieto tendieron a
presentar una menor concentracion de aminoacidos que las uvas de vides Carignan sin injertar
(Gutiérrez-Gamboa et al., 2018b).

Las aplicaciones foliares de nitrogeno a las vides se han convertido en una estrategia
importante para mejorar el contenido de aminoacidos y de amonio en los mostos en comparacion
con la fertilizacion de nitrogeno aplicada en el suelo debido a su rapida y eficiente asimilacion por
las hojas de las vides (Lacroux et al., 2008; Lasa et al., 2012; Garde-Cerdan et al., 2014; Hannam
et al., 2016; Gutiérrez-Gamboa et al., 2017c). En este sentido, la urea ha sido una de las fuentes
nitrogenadas mas utilizadas que se han aplicado comercialmente en viticultura debido a su facil
solubilidad y bajo coste (Lasa et al., 2012). Se ha demostrado también que la aplicacion de urea
suplementada con azufre y de ciertos productos comerciales han permitido mejorar el contenido
de aminoacidos en las uvas y en los vinos (Lacroux et al., 2008; Gutiérrez-Gamboa et al., 2017c;
Kelly et al., 2017). La urea aplicada foliarmente increment6 la concentracion de aminoacidos en
los mostos de distintas variedades de vid, tales como Merlot, Sauvignon Blanc, Pinot Gris y
Tempranillo (Lasa et al., 2012; Garde-Cerdan et al., 2014; Hannam et al., 2016). Sin embargo, la
aplicacion foliar de urea a las vides Cabernet Sauvignon apenas afect6 el contenido de aminoacidos
de la uva (Gutiérrez-Gamboa et al., 2017c). Las diferencias en la efectividad de la aplicacion de
urea a las vides en el contenido de aminoacidos de la uva dependen de las necesidades de nitrégeno
por las vides en el momento de la aplicacion (Gutiérrez-Gamboa et al., 2019b). Por lo tanto, la
aplicacion foliar de urea a las vides permite aumentar el contenido de aminoécidos en las uvas de
vides con altos requerimientos de nitrogeno, y no asi en vides con bajos requerimientos de

nitréogeno.
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El uso de cubiertas vegetales en vifiedos vigorosos puede reducir el crecimiento vegetativo
excesivo de las vides mejorando la calidad de la uva (Pérez-Alvarez et al., 2013). El estudio de
cubiertas vegetales en viticultura estd en auge debido a sus efectos positivos en las caracteristicas
fisicas, quimicas y biologicas del suelo en comparacion a la labranza convencional (Ghimire et al.,
2014). El uso de cebada como cubierta vegetal puede conducir a una disminucion de la
disponibilidad de nitrato a lo largo de la temporada de crecimiento vegetativo en las vides en
comparacion con la labranza convencional (Pérez-Alvarez et al., 2013). Las vides manejadas bajo
sistema de labranza convencional produjeron uva con una mayor concentraciéon de varios
aminodcidos, como Asp, Glu, Gly, Lys, Met, Pro, Ser, Thr, Trp y Tyr en comparacion con las
vides cultivadas con cubiertas vegetales (Pérez-Alvarez et al., 2015).

En la actualidad, el manejo de plagas y enfermedades en viticultura se lleva a cabo
mayoritariamente mediante el uso de pesticidas sintéticos (Pertot et al., 2017). Se ha demostrado
que la aplicacion foliar de fungicidas a las vides disminuye la concentracion de amonio y de
aminodcidos en las uvas (Oliva et al., 2011). De esta manera, la aplicacion de fungicidas sintéticos
como la famoxadona, la fenhexamida y el quinoxifen disminuyeron la concentracion en las uvas
de varios aminoacidos, tales como Ala, Arg, Asp, Glu, His, Ile, Lys, Phe, Pro, Ser y Thr (Oliva et
al., 2011).

Respecto a los efectos del déficit hidrico en las vides sobre el contenido de aminoécidos en
las uvas, se ha evidenciado que las vides acumulan una alta cantidad de Pro en las uvas en respuesta
al estrés hidrico (Canoura et al., 2018). En este sentido, se ha demostrado que el estrés hidrico
provoca la expresion de genes que regulan la biosintesis de Pro en vides (Haider et al., 2017). Por
otro lado, Bouzas-Cid et al. (2018b) observaron que el riego no afecta a la concentracion total de

aminoacidos en los mostos, pero si afecta al contenido de ciertos aminoacidos como Asn, Met,
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Pro, Ser, Trp y Tyr. Sin embargo, estos autores sugieren que las diferencias obtenidas en el
contenido de aminoécidos estaban mas influenciadas por las condiciones climaticas de la afiada
que por el riego aplicado a las vides.

La adicion de fosfato diamoénico (DAP) en el mosto es una practica comln que se realiza
en las bodegas para evitar problemas de parada o ralentizaciones de la fermentacion alcohdlica
(Bisson y Butzke, 2000; Bell y Henschke, 2005). Arias-Gil et al. (2007) mostraron que las
levaduras consumieron altas cantidades de Pro y bajas cantidades de Asp, Arg, Ala, Val, Met, Thr,
Asn, Gly y Glu tras la adicién de 113 mg N/L de DAP a los mostos. Por otro lado, estos autores
mostraron que al afiadir 45, 120 y 250 mg N/L de aminoécidos proteicos a los 113 mg N/L de DAP
al mosto se mejor6 la cinética de la fermentacion alcohdlica ya que todos los aminoacidos
facilmente asimilables por las levaduras fueron consumidos. Sin embargo, grandes cantidades de
amonio en el mosto pueden resultar en vinos con mayores cantidades de nitrogeno residual,
contribuyendo a un mayor riesgo de inestabilidad microbiologica y a la produccion de carbamato
de etilo y aminas bidgenas, compuestos cancerigenos para la salud (Lonvaud- Funel, 2001;
Hernandez-Orte et al., 2008; Lorenzo et al., 2017; Pérez-Alvarez et al., 2017b).

Las levaduras comercializadas en el mercado del vino han sido seleccionadas por su
capacidad para favorecer la produccion de ciertos compuestos volatiles sobre otros, por lo que el
uso de distintas cepas de levaduras puede afectar el contenido de aminoacidos del vino (Mandl et
al., 2017). En este sentido, la concentracién de varios aminodcidos en los vinos presento
variaciones muy amplias al usar distintas cepas de levaduras para realizar la fermentacion
alcoholica usando mostos con un mismo contenido inicial de nitrogeno (Mandl et al., 2017). Por

otro lado, se ha observado que el contenido de aminoacidos del vino no se ve afectado
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considerablemente por la fermentacion malolactica mientras que, durante el envejecimiento del

vino con lias se produce la liberacion de aminoacidos al vino (Alcaide-Hidalgo et al., 2007).

1.4.4. Implicacion de los compuestos nitrogenados en la calidad del vino

En enologia, las levaduras mas importantes son las pertenecientes a la familia
Saccharomycetaceae que contiene un gran numero de especies del género Saccharomyces las
cuales se inoculan en el mosto para facilitar su transformacion en vino. Para la conversion del
azucar en etanol, las levaduras consumen preferentemente fuentes nitrogenadas simples tales como
iones amonio (NH4") y aminoacidos primarios. Sin embargo, los aminoacidos secundarios tales
como prolina e hidroxiprolina no son metabolizados por las levaduras durante el proceso de
fermentacion alcoholica (Bell y Henschke, 2005). La fraccion de nitrégeno utilizable por las
levaduras a menudo se denomina nitrégeno facilmente asimilable, el cual contempla el amonio y
los aminoécidos, sin considerar los aminoacidos secundarios como la prolina e hidroxiprolina.

Durante el desarrollo de la fermentacion alcohodlica, las levaduras consumen
preferencialmente ciertas fuentes nitrogenadas y su acumulacién depende principalmente de la
composicion inicial de nitrogeno y de azticar del mosto (Crépin et al., 2017). En general, las fuentes
de nitrogeno que favorecen altas tasas de desarrollo microbiano son preferentemente asimiladas
por las levaduras, como el amonio, el Glu y la Gln (Bell y Henschke, 2005; Garde-Cerdan et al.,
2018a). En este sentido, los compuestos nitrogenados pueden clasificarse en distintos grados de
asimilacion por la levadura, la cual utiliza un mecanismo llamado represion catabdlica nitrogenada
(NCR), que limita la seleccion de buenas fuentes de nitrégeno mediante la expresion y degradacion
de sistemas de permeasas (ter Schure et al., 2000; Beltran et al., 2004; Lleixa et al., 2019). Ciertas
fuentes nitrogenadas de facil asimilacion tales como el amonio, la Gln y la Asn pueden acumularse

preferentemente sobre otras, como la Arg, la Ala, el Asp, el Glu y la Gly. Finalmente, cuando la
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cantidad de nitrégeno disponible en el mosto es escasa, pueden ser consumidas ciertas fuentes de
nitrégeno de menor preferencia, como la urea y la Pro (Bell y Henschke, 2005; Garde-Cerdén et
al., 2018a; Parente et al., 2018). En este sentido, en condiciones de bajo (menor a 100 mg N/L) a
moderado (de 250 a 350 mg N/L) contenido de nitrogeno facilmente asimilable en los mostos,
todas las fuentes de nitrogeno facilmente asimilable son acumuladas rapidamente por las levaduras
produciendo cambios metaboélicos, desde una condicion de NCR hacia una de-represion, a medida
que las fuentes de nitrogeno facilmente asimilable van agotandose en el medio (Ough et al., 1991;
Jiranek et al., 1995; Beltran et al., 2004; Bell y Henschke, 2005). En condiciones de alto nitrogeno
facilmente asimilable (mayor a 600 mg N/L), cuando las fuentes de nitrogeno facilmente
asimilable (especialmente el amonio) no se agotan, la NCR prevalece durante todo el proceso de
fermentacion alcohdlica y las fuentes mas pobres de nitrogeno no son consumidas (Beltran et al.,
2004; Bell y Henschke, 2005). En este sentido, Beltran et al. (2004) observaron que ciertas cepas
de levaduras pueden consumir altos niveles de amonio en condiciones de alto nitrogeno facilmente
asimilable (1.200 mg N/L), mientras que el consumo de Asp, Glu y GIn fue bajo. Ademas, estos
autores observaron que estas cepas de levadura inhibieron el consumo de Ala y Arg bajo las
condiciones anteriormente expuestas. Sin embargo, la absorcion de aminoacidos de cadena
ramificada y aromaticos fue alta, debido a la expresion de permeasas especificas para estos
aminoacidos (Beltran et al., 2004). Por otro lado, la levadura consume muy poca cantidad de Pro
e HoPro durante el trascurso de la fermentacion alcohdlica, excepto durante las condiciones de de-
represion de nitrégeno cuando hay oxigeno presente. Por lo tanto, con bajos a moderados
contenidos de nitrogeno facilmente asimilable en los mostos, la mayor parte de los aminoacidos
son consumidos rapidamente por las levaduras, mientras que el exceso de nitrogeno se almacena

en sus vacuolas (Bisson, 1991; Salmon, 1996; Bisson y Butzke, 2000; Vilanova et al., 2007).
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Los compuestos nitrogenados, en especial los aminoacidos y el amonio afectan
considerablemente a la cinética de fermentacion alcohdlica debido a su gran influencia en el
crecimiento y en el desarrollo de las levaduras (Bell y Henschke, 2005). Los aminoacidos como
Ala, Ile, Leu, Phe, Ser, Thr, Trp, Tyr y Val son precursores de ciertos alcoholes superiores y ésteres
a través de la accion enzimatica de las levaduras, por lo que la formacion de los compuestos
voléatiles contenidos en el vino también se ve afectada por el contenido inicial de aminoacidos que
tiene el mosto (Martinez-Gil et al., 2012).

Ralentizaciones o paradas de fermentacion debido a un bajo contenido de nitrégeno en el
mosto da lugar a que organismos esporulados se establezcan en los vinos parcialmente fermentados
(Bisson y Burzke, 2000; Bell y Henschke, 2005). Por lo tanto, se deben realizar labores preventivas
y un diagnostico preciso de la fermentacion alcohdlica para asi evitar el deterioro del vino (Bisson
y Burzke, 2000). En este sentido, la adicion de DAP es una practica comun realizada en la bodega,
ya que permite aumentar la tasa de fermentacion alcohdlica de los mostos, disminuyendo su
duracion (Butzke, 1998; Cramer et al., 2002; Sablayrolles, 2009). Sin embargo, la adicion de DAP
puede conducir a un aumento en el contenido de amonio, lo que provoca una mayor produccion
de sulfuro de hidrégeno (H2S) en comparacion con los mostos de DAP no suplementados,
contribuyendo a la formacion de aromas indeseables, tales como huevo podrido y aguas residuales
en los vinos (Butzke y Park, 2011). Por otro lado, durante el proceso de vinificacion, una amplia
gama de compuestos no volatiles se origina también a partir del metabolismo microbiano de los
aminodcidos (Vincenzini et al., 2017). En este sentido, una alta concentracion de nitrogeno
condicionada por las adiciones de DAP en el mosto o por altas tasas de fertilizacion nitrogenada a
las vides, puede dar lugar a un retraso en la captacion de ciertos aminoacidos y a la excrecion de

urea por parte de las levaduras, lo que trae consigo un aumento en la produccion de carbamato de
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etilo y de aminas bidgenas (Bell y Henschke, 2005; Coulon et al., 2006; Adams y van Vuuren,
2010; Vincenzini et al., 2017). El consumo de estos compuestos se ha asociado con riesgos

potenciales para la salud humana (Capozzi et al., 2017).

1.5. Compuestos volatiles

El aroma es uno de los atributos sensoriales mas importantes en los vinos, el cual esta
formado por una gran diversidad de compuestos volatiles, como son los terpenos, los Ci3
norisoprenoides, los ésteres, los compuestos bencénicos, los tioles, los compuestos C6 y los
alcoholes, entre otros (Zalacain et al., 2007; Gonzalez-Alvarez et al., 2011; Ganss et al., 2011;

Gonzalez-Barreiro et al., 2015).

1.5.1. Clasificacion de compuestos volatiles
1.5.1.1. Aroma varietal

El aroma varietal también denominado como ‘“aroma primario” es caracteristico de cada
variedad, otorgando principalmente un caracter afrutado a los vinos. Los terpenos y los Ci3
norisoprenoides son los compuestos volatiles varietales mas importantes que se encuentran en las
uvas y, en general, persisten sin cambios en su contenido en los vinos (Crupi et al., 2010; Gonzalez-
Barreiro et al., 2015; Wu et al., 2016).

Los compuestos volatiles forman parte de los metabolitos secundarios de las vides y su
sintesis en la uva depende de diversos factores, principalmente, la variedad de uva, las condiciones
edafoclimaticas del vifiedo, las practicas viticolas empleadas, el grado de maduracion de la uva,
entre otras (Vilanova et al., 2012; Alem et al., 2019; Garde-Cerdan et al, 2018c; Gutiérrez-Gamboa

etal., 2019b).
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Los terpenos son los compuestos varietales que mas se han estudiado en las uvas
(Gonzélez-Barreiro et al., 2015). Son una amplia clase de compuestos organicos producidos por
las plantas, siendo componentes principales de los aceites esenciales en ciertas especies de plantas
y flores (Waterhouse et al., 2016). En este sentido, las variedades pueden clasificarse por su
concentracion de terpenos en amoscateladas, cuya concentracion de terpenos libres puede llegar a
6 mg/L; semi-amoscateladas o no amoscateladas cuya concentracion de terpenos libres varia entre
1 y 4 mg/L y, variedades neutras, en que la concentracion de terpenos libres es menor a 1 mg/L
(Sanchez-Palomo et al., 2006; Emanuelli et al., 2010; de Torres et al., 2015; Waterhouse et al.,
2016). Entre los terpenos mas importantes presentes en las uvas y en los vinos se encuentran el
linalol, el geraniol, el nerol, el citronelol y el a-terpineol, los cuales pueden ser importantes
componentes del aroma del vino debido a su bajo umbral de percepcion (Marais, 1983; Ilc et al.,
2016). Los terpenos estan presentes principalmente en el hollejo de las uvas como terpenos
potencialmente volatiles unidos glucosidicamente o como terpenos libres volatiles no unidos
(Marais, 1983; Doneva-Sap&eska et al., 2006). Los terpenos volatiles unidos glucosidicamente
estan presentes en una concentracion de dos a ocho veces mas que los terpenos libres volatiles
(Girard et al.,, 2002; Waterhouse et al., 2016). Los terpenos unidos glucosidicamente no
contribuyen al aroma del vino hasta que se hidrolizan, lo que ocurre en presencia de acidos o
enzimas que estan presentes de forma natural o suplementados exdgenamente en el mosto
(Michlmayr et al., 2012).

Los Ci3 norisoprenoides derivan de la biodegradacion de carotenoides como el /3-caroteno
y la luteina (Figura 14), y proporcionan a los vinos atributos florales y afrutados (Gutiérrez-
Gamboa et al., 2018c). Los Ci3 norisoprenoides mas importantes que estan presentes en la uva y

el vino son la fi-damascenona, el 1,1,6,-trimetil-1,2-dihidronaftaleno (TDN), el vitispirano y la /-
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ionona (Mendes-Pinto, 2009). Estos compuestos contribuyen significativamente al aroma varietal
de ciertas variedades de vid como son la Chardonnay, la Chenin Blanc, la Semillon, la Sauvignon

Blanc, la Cabernet Sauvignon y la Syrah (Bindon et al., 2007; Gonzalez-Barreiro et al., 2015).
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Figura 14. Formacion de compuestos Ci3 norisoprenoides a través de la degradacion oxidativa de
los carotenoides (a) neoxantina para formar f-damascenona después de su reduccion (designada
como [H]) e hidrdlisis catalizada por 4acido y (b) f-caroteno para dar dos moléculas de f-ionona.
Los compuestos C6 también forman parte del aroma varietal de la uva y su contenido es
abundante en diversas variedades aromaticamente neutras. Generalmente, los compuestos C6 estan
ausentes en las bayas y otros tejidos vegetales intactos y se forman posterior a un daflo mecanico
por oxidacion enzimatica de los acidos grasos poliinsaturados (Fang y Qian, 2012; Cai et al., 2014;
Waterhouse et al., 2016). Estos compuestos son responsables de los aromas herbaceos de las uvas

y del vino, y en general, estan en mayor concentracion en uvas inmaduras (Waterhouse et al.,

2016).
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1.5.1.2. Aromas fermentativos

Los aromas secundarios se denominan también aromas fermentativos ya que se producen
a partir del metabolismo secundario de las levaduras durante el proceso de fermentacion alcohdlica
(Lambrechts y Pretorius, 2000; Swiegers et al., 2005). En este sentido, la fermentacion representa
el proceso mas importante en la produccion de compuestos volatiles aromaticos ya que en
comparacion con el vino, el aroma de la uva es relativamente bajo (Lambrechts y Pretorius, 2000).
Asi, durante la fase de crecimiento y de desarrollo de las levaduras, el metabolismo de los azucares
y de los aminoacidos conduce a la formacion de una gran cantidad de compuestos volatiles, que
incluyen los alcoholes superiores, los acidos grasos, y los ésteres, entre otros (Lambrechts y
Pretorius, 2000; Swiegers et al., 2005; Bell y Henschke, 2005).

Los alcoholes superiores pueden formarse por via anabolica a partir de los azlicares del
mosto y por via catabolica a partir de ciertos aminoacidos como son la valina, la leucina, la
isoleucina y la fenilalanina por el mecanismo de Ehrlich (Bell y Henschke, 2005; Hazelwood et
al., 2008). Los principales ésteres del vino son sintetizados enzimaticamente por las levaduras a
partir de alcoholes y 4cidos grasos, pero también la acidez del vino puede causar su hidrolisis
formando acidos carboxilicos y alcoholes (Lambrechts y Pretorius, 2000). Los acidos grasos se
activan primero con la coenzima A (CoASH) antes de la esterificacion con los alcoholes. Asi, la
acetil-CoA se condensa con los alcoholes superiores a través de la enzima alcohol acetiltransferasa
para formar ésteres acéticos (Peddie, 1990; Bell y Henschke, 2005). Los ésteres de etilo se forman
por la reaccion catalizada enzimaticamente entre el etanol y los dcidos grasos de cadena media y
larga (Saerens et al., 2010). Debido a las altas concentraciones de acetil-CoA y de etanol, en
comparacion con otros acidos grasos y alcoholes producidos durante la fermentacion, el acetato

de etilo alcanza la concentracion mas alta de los ésteres en el vino después de la fermentacion
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alcoholica (Plata et al., 2005; Bell y Henschke, 2005). Los acidos grasos de cadena media también
se encuentran en el vino, pero a baja concentracion (Bardi et al., 1999). Los acidos hexanoico,
octanoico y decanoico son importantes para el perfil aromatico de los vinos de variedades

aromaticamente neutras como Chardonnay (Bell y Henschke, 2005).

1.5.1.3. Aromas de crianza y envejecimiento

Los compuestos terciarios son los que se forman durante la crianza y el envejecimiento de
los vinos como resultado de 1) la extraccion de la madera de roble, principalmente de compuestos
furanicos, cis y trans-whisky lactonas, fenoles volatiles y vainillinas; ii) por deterioro microbiano
o transformacioén quimica como el 2,4,6-tricloroanisol (TCA); iii) o por la transformacion de
compuestos precursores en los vinos como el TDN (Waterhouse et al., 2016). Los aromas terciarios
de los vinos no seran descritos en mayor profundidad debido a que no seran parte del estudio de la

presente Tesis Doctoral.

1.5.2. Biosintesis de compuestos volatiles

En la sintesis de terpenos, se han identificado dos rutas distintas y parcialmente
independientes; la primera, por la via del 4&cido mevalonico citoplasmatico (MVA) y la segunda,
por la via plastidial a través del 2-C-metil-D-eritritol-4-fosfato (MEP), dando lugar al isopentenil
pirofosfato (IPP) y su isomero dimetilalil pirofosfato (DMAPP) (Lichtenthaler et al., 1997;
Emanuelli etal., 2010; Alem et al., 2019). Estos son los precursores de todos los terpenos presentes
en las uvas (Lichtenthaler et al., 1997; Emanuelli et al., 2010). E1 IPP y el DMAPP se condensan

por la accion de una prenil transferasa para producir geranil difosfato (GPP) (Emanuelli et al.,
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2010). Posteriormente, diferentes terpenos sintasas catalizan la conversion de GPP a los diferentes
terpenos ciclicos y aciclicos encontrados en las uvas (Lopez-Gallego et al., 2010).

Respecto a la sintesis de Ci3 norisoprenoides en las uvas, el gen VVCCD1 esta involucrado
en la formacion de las dioxigenasas de carotenoides (CCD). Estas son las enzimas responsables de
la degradacion oxidativa especifica de una amplia gama de carotenoides que permiten la formacion
de Ci3 norisoprenoides en las uvas (Figura 15) (Mathieu et al., 2005; Schwab et al., 2008; Mendes-
Pino, 2009).

Los compuestos C6, que consisten en alcoholes y aldehidos de seis carbonos derivan de
los lipidos de la membrana celular de los tejidos vegetales a través de la ruta de la lipoxigenasa
(LOX) (Bate y Rothstein, 1998; Podolyan et al., 2010). En esta ruta, se produce la formacion de
hexanal, a partir del hidroperoxido de 4cido linoleico, y se produce también la sintesis de (Z)-3-
hexenal y (E)-2-hexenal a partir del hidroperdxido de 4cido linolénico, a través de una enzima
hidroperdxido liasa (HPL) (Oliveira et al., 2006). Finalmente, la enzima alcohol deshidrogenasa
(ADH) reduce los aldehidos a sus correspondientes alcoholes que se encuentran en las uvas, es
decir a 1-hexanol, a (Z)-3-hexenol y a (E)-2-hexenol (Prestage et al., 1999; Sanchez y Harwood,

2002; Oliveira et al., 2006).
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Figura 15. Sintesis de las iononas.

1.5.3. Factores que influyen el contenido de compuestos volatiles de la uva y del vino

Diversos factores viticolas y enoldgicos pueden afectar el contenido de compuestos
volatiles en la uva y en el vino (Gonzalez-Barreiro et al., 2015; Alem et al., 2019). Las condiciones
climaticas pueden afectar al contenido de compuestos volatiles de las uvas ya que las vides que
crecen en sitios mas frescos demoran en madurar y, por consiguiente, disponen de mas tiempo para
sintetizar ciertos metabolitos secundarios, dando lugar a uvas con menos aztcar y pH, asi como
también uvas con alta acidez y con un mayor potencial aromatico (Gutiérrez-Gamboa et al., 2018b;
Martinez-Gil et al., 2018; Gutiérrez-Gamboa y Moreno-Simunovic, 2019).

Ciertas practicas viticolas que modifican el microclima del racimo pueden afectar el

contenido de compuestos volatiles en la uva, aunque los resultados expuestos por los
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investigadores difieren dependiendo principalmente de las condiciones climaticas del vifiedo
(Feng et al., 2015; Alem et al., 2019). La eliminacién de hojas en las vides puede estimular la
actividad de enzimas relacionadas con la sintesis de terpenos en las uvas en vifiedos plantados en
condiciones climaticas frescas, sin embargo, en climas calidos, la exposicion a la luz solar provoca
un aumento de la temperatura de la baya, produciendo dafios por golpe de sol lo que reduce la
sintesis de compuestos volatiles (Feng et al., 2015; Pascual et al., 2017). Lee et al. (2007)
demostraron que el contenido de Ci3 norisoprenoides en las uvas y en los vinos se correlaciono
con el grado de defoliacion de las vides. En este sentido, un alto grado de defoliacion resultd en
niveles mas altos de TDN y de vitispirano en uvas y en vinos (Lee et al., 2007). Asimismo, Pascual
et al. (2017) mostraron que un alto grado de defoliacion en vides Moscatel de Alejandria dio lugar
a una mayor sintesis de linalool en las uvas. Por el contrario, Ristic et al. (2010) mostraron que la
defoliacion de vides de la variedad Shiraz no produjo ningin efecto en el contenido de 4~
damascenona ni de f-ionona en las uvas y en los vinos producidos.

El déficit hidrico afecta a la sintesis de compuestos volatiles de la uva de manera
diferenciada dependiendo de la familia quimica a la que pertenecen estos compuestos (Alem et al.,
2019). El estrés hidrico moderado en vides Sauvignon Blanc tuvo un efecto positivo en el
contenido de tioles de las uvas, mientras que un estrés hidrico severo afectdé negativamente el
contenido de tioles de las uvas (Peyrot des Gachons et al., 2005). El secado parcial de raices en
vides Cabernet Sauvignon aumento el contenido de S-damascenona, de S-ionona y de TDN en las
uvas durante dos anadas consecutivas (Bindon et al., 2007). El estrés hidrico en vides de Cabernet
Sauvignon injertadas sobre los portainjertos 1103 P y SO4 increment6 la formacion de precursores
volatiles glucosilados en las uvas (Koundouras et al., 2009). Sin embargo, cuando se analizaron

los resultados en términos de precursores por baya, no hubo diferencias significativas entre los
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tratamientos de riego. Estos resultados sugieren que las diferencias en el contenido de compuestos
volatiles en las bayas tras un evento de estrés hidrico se deban probablemente a sus efectos en el
tamano de las bayas en lugar de favorecer la sintesis de estos compuestos en las uvas (Alem et al.,
2019).

Durante los ultimos afios, diversos investigadores han evaluado el efecto de la aplicacion
foliar de elicitores sobre el contenido de compuestos volatiles de las uvas y de los vinos (Ruiz-
Garcia et al., 2013, 2014; Vitalini et al., 2014; D’Onofrio et al., 2018). Se ha demostrado que la
aplicacion foliar de Mel y de benzotiadiazol (BTH) en diferentes clones de vides de la variedad
Monastrell aumento6 el contenido de terpenos y de Ci3 norisoprenoides en uvas y en vinos de
manera diferenciada (Ruiz-Garcia et al., 2013, 2014). Martin et al. (2003) mostraron que la
aplicacion foliar de MeJ sobre Picea abies indujo la acumulacion de terpenos, asi como también
la actividad de ciertas enzimas relacionadas con la sintesis de estos compuestos, permitiendo el
aumento del contenido de linalol, de farneseno y de nerolidol. Estos autores sugirieron que el MeJ
permite la activacion del metabolismo de los terpenos al aumentar la actividad de la geranilgeranil
difosfato sintasa (GGPP), enzima precursora de isoprenoides y de terpenos. Estos resultados
coinciden con los presentados por D’Onoftio et al. (2018) quienes mostraron que la aplicacion de
MeJ a vides de la variedad Sangiovese indujo un aumento en el contenido de los aromas varietales
de la uva, en especial de monoterpenos, debido a la activacion de enzimas relacionadas con la
sintesis de estos compuestos.

El nitrogeno es fundamental para el desarrollo celular de las levaduras y regula las vias
metabolicas de produccion de compuestos volatiles fermentativos (Bell y Henschke, 2005). En
este sentido, el contenido de nitrégeno en el mosto puede afectar significativamente la produccion

de compuestos volatiles del vino (Bell y Henschke, 2005). El contenido de alcoholes superiores
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muestra un aumento inicial a niveles bajos de nitrogeno facilmente asimilable y tiende a disminuir
a partir de una concentracion superior a 200 6 300 mg N/L (Ugliano et al., 2007). Por otro lado, la
formacion de ésteres de etilo, asi como de ésteres acéticos, incluidos los acetatos de etilo,
generalmente aumenta cuando el contenido de nitrogeno facilmente asimilable del mosto aumenta
por encima de los 300 mg N/L (Ugliano et al., 2007). Los mostos con bajo niveles de nitrégeno
facilmente asimilable favorecen la produccion de vinos complejos aromaticamente y menos
afrutados, mientras que moderados niveles de nitrogeno facilmente asimilable en los mostos
favorecen la produccion de vinos mas frutales (Ugliano et al., 2007).

Durante la crianza en barrica se producen modificaciones en la composicién quimica de
los vinos debido al aporte de sustancias propias de la madera del roble, principalmente de
compuestos aromaticos y de taninos (Mosedale et al., 1998). Las lactonas (cis-g-metil-y-
octalactonas y la trans-f-metil-y-octalactonas) son los compuestos voldtiles mas importantes
sensorialmente que se liberan de la madera de roble al vino, otorgdndole aromas a coco (Cano-
Lopez et al., 2008; Martinez-Gil et al., 2019). Estos compuestos derivan de la oxidacion de los
lipidos y se sabe que su concentracion en la madera de roble aumenta después del tostado
(Martinez-Gil et al., 2017). El guayacol y el 4-metil-guayacol son compuestos volatiles que son
extraidos de la madera y se originan como producto de la degradacion de la lignina durante el
tostado de la madera y otorgan aromas ahumados a los vinos (Ghadiriasli et al., 2019). El furfural,
el 5-metilfurfural y el alcohol furfurilico se forman a partir de la degradacion de la hemicelulosa
durante al tostado de la madera y también son extraidos por los vinos desde la madera de roble
otorgandoles aromas a tostado y a caramelo (Ghadiriasli et al., 2019).

Durante el envejecimiento del vino en botellas se producen varios cambios quimicos en la

composicion volatil de los vinos (Waterhouse et al., 2016). Esto se debe a una serie de reacciones
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que dependen del contenido de etanol y de pH del vino en el momento de su embotellado y también
de la temperatura de almacenamiento (Rapp y Mandery, 1986; Waterhouse et al., 2016). Los
cambios sensoriales y quimicos producidos en los vinos durante el envejecimiento son menos
acentuados cuando los vinos se almacenan a bajas temperaturas (Puech et al., 2006). Estos datos
sugieren que el control de la temperatura durante el envejecimiento de los vinos es critico para
extender la vida util de los vinos (Afién et al., 2014). Por otro lado, altas temperaturas de
envejecimiento en vinos con un bajo pH conllevan a un aumento en la hidrolisis de acetatos y de
ésteres etilicos, disminuyendo la intensidad de los aromas frutales en los vinos (Ramey y Ough,

1980; Waterhouse et al., 2016).

1.5.4. Implicacion de los compuestos voldtiles en la calidad del vino

Los terpenos y los Ci3 norisoprenoides son los compuestos volatiles mas odoriferos en los
vinos debido a sus bajos umbrales de percepcion (Pineau et al., 2007; Black et al., 2015; Yuan y
Qian, 2016). Los descriptores aromaticos atribuidos a estas familias quimicas de compuestos
volatiles son aromas citricos, florales, frutales y empireumaticos (Cai et al., 2014). Debido a esto,
son compuestos clave en ciertos vinos blancos como los Moscatel, los Gerwiirztraminer y los
Riesling (Lopez-Tamames et al., 1997; Ripoll et al., 2017).

La f-damascenona tiene un efecto mas indirecto que directo en el aroma del vino,
enmascarando o incrementando atributos potenciales de otras moléculas contenidas en la
disolucion del vino. En este sentido, en una solucion hidroalcohélica, la f-damascenona puede
mejorar las notas frutales del cinamato y el hexanoato de etilo y puede enmascarar los aromas
herbaceos de la 3-isobutil-2-metoxipirazina (Pineau et al., 2007). Al inicio de la vinificacion, los

Ci3 norisoprenoides pueden estar unidos a aztcares, lo que los hace aromaticamente inactivos, sin
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embargo, a medida que el proceso de fermentacion alcoholica avanza y a medida que el vino
envejece, estos compuestos se liberan de los azlicares por hidrolisis y se convierten en los
norisoprenoides aromaticos (Hjelmeland y Ebeler, 2015). En este sentido, el TDN es el compuesto
responsable del aroma a "gasolina" o "queroseno" que se encuentran tipicamente en los vinos
Riesling envejecidos, y probablemente también contribuye a la complejidad de otros tipos de vinos
(Waterhouse et al., 2016).

Respecto a los alcoholes superiores en los vinos, se ha reportado que concentraciones
menores a los 300 mg/L pueden contribuir a un caracter deseable en los vinos, mientras que
concentraciones por encima de los 400 mg/L podrian tener un efecto perjudicial en la calidad del
vino (Bell y Henschke, 2005). Debido a la concentracion en la que estos compuestos se encuentran
en los vinos y a su alto umbral de percepcion, los alcoholes superiores no contribuyen fuertemente
al aroma de los vinos (Cai et al., 2014). En este sentido, los alcoholes superiores tienen una mayor
importancia en destilados de vino debido a la gran concentracion en que se encuentran (Nykénen,
1986). Sin embargo, ciertos estudios han demostrado que los alcoholes superiores pueden suprimir
de forma significativa el aroma a fresa, a lacteo, a afrutado, a coco, a madera y a vainilla de los
vinos (de la Fuente-Blanco et al., 2016). En este sentido, un contenido de alcoholes superiores de
299 mg/L en el vino puede suprimir el aroma frutal de los vinos tintos jovenes, mientras que un
contenido de 281 mg/L de alcoholes superiores en el vino puede suprimir el aroma a roble de los
vinos envejecidos (de la Fuente-Blanco et al., 2017). La presencia en vinos modelo de un contenido
de alcoholes superiores entre 284 y 358 mg/L causé una disminucion significativa de la preferencia
de los vinos por parte de un panel sensorial realizado por expertos (de la Fuente-Blanco et al.,

2017).
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Los ésteres acéticos pueden contribuir al aroma afrutado de los vinos, mientras que los
¢ésteres etilicos se describen como afrutados y florales. Por su parte, los ésteres etilicos
provenientes de los acidos de cadenas mas largas se perciben como grasos (Bell y Henschke,
2005). Debido a su bajo umbral de percepcion, en especial el del hexanoato, el octanoato y el
decanoato de etilo, pueden conferir caracteristicas frutales a los vinos (Cai et al., 2014; Lambrechts
y Pretorius 2000).

Los acidos grasos pueden aportar al vino notas afrutadas, de queso graso y rancio y pueden
mejorar la complejidad del vino a niveles de umbral sub sensoriales, pero pueden causar un efecto
negativo en el aroma del vino cuando estan por encima de sus umbrales de percepcion (Swiegers

et al., 2005; Liu et al., 2019).

1.6. Empleo de los extractos de algas en uvas y en vinos

La produccion de alimentos en base a sistemas agricolas convencionales ha traido consigo
el uso indiscriminado de agroquimicos, lo que ha generado un efecto negativo en la conservacion
de la biodiversidad a nivel mundial, dando lugar a una mayor contaminacion del suelo y de las
aguas, asi como también a la disminucién de la fertilidad de los suelos (FAO, 2017). La coyuntura
mundial actual en relacion con la demanda de fertilizantes orgénicos en paises desarrollados ha
abierto una oportunidad al uso de las algas en viticultura, las cuales han sido ampliamente usadas
en otros cultivos horticolas. El uso de algas en viticultura esta actualmente bajo estudio, siendo
pocos los ensayos existentes en la literatura, que evaliian su efecto en la calidad de la uva y del

vino producido.
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1.6.1. Especies de algas

Las algas son un conjunto diverso de organismos que abarca alrededor de 10.000 especies
de algas rojas, pardas y verdes (Khan et al., 2009). Segun su abundancia y distribucion, las algas
pardas (Phaeophyceae) son las mas utilizadas para la elaboracion de extractos comerciales con
aplicaciones en horticultura (Battacharyya et al., 2015). La mayoria de los productos
bioestimulantes producidos en base a algas se fabrican a partir de una tinica especie de alga parda
(Ascophyllum nodosum), la cual se distribuye abundantemente a lo largo de la costa noroeste de
Europa y de la costa noreste de América del Norte (Craigie, 2011). Sin embargo, otros extractos
comerciales vendidos en la actualidad se elaboran a partir de otras especies de algas pardas, tales
como la Ecklonia maxima, la Durvillea potatorum, la D. antdrctica, la Himanthalia elongate, la
Laminaria digitata, la L. hyperborea, la Macrocystis pyrifera, y la Sargassum spp aunque otras
especies minoritarias, tales como la Fucus serratus, la Enteromorpha intestinalis, 1a Ulva lactuca,
y la Kappaphycus alvarezii, también son usadas para la elaboracion de extractos comerciales
(Craigie, 2011; Sharma et al., 2014).

Los diversos extractos comerciales elaborados a partir de las algas pardas contienen una
amplia gama de componentes inorganicos y organicos (Sharma et al., 2014). Los componentes
inorgénicos de los extractos elaborados de A. nodosum incluyen nitrogeno, fosforo, potasio, calcio,
hierro, magnesio, zinc, sodio y azufre (Rayirath et al., 2009). Los extractos de las algas pardas
también contienen cantidades variables de aminoacidos (Blunden et al., 2010; MacKinnon et al.,
2010). Sin embargo, las algas pardas poseen solo entre el 3 y el 15 % de su peso seco en proteinas,
mientras que las algas verdes y las rojas contienen entre el 10y el 47 % de su peso seco en proteinas

(Fleurence, 1999; Nagahama et al., 2009; Sharma et al., 2014).
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Los polisacaridos son uno de los componentes principales de los extractos comerciales de
algas (Sharma et al., 2014). Estos pueden representar hasta el 40 % del peso seco del extracto
(Rayirath et al., 2009). Los polisacaridos mas comunes que se encuentran en los extractos de las
algas pardas son los alginatos, los fucoidanos, los laminados y los glucanos (Khan et al., 2009).
Los fucoidanos poseen diferentes estructuras debido a sus diversos grados de metilacion,
sulfatacion y ramificacion (Battacharyya et al., 2015). Dependiendo de los métodos quimicos y
fisicos empleados durante la extraccion de la materia prima, la temporada de cosecha y las especies
de algas usadas, la estructura de los polimeros que contienen fucosa varia (Craigie, 2011). Los
alginatos son polimeros de 4cidos D-manuronico y L-gulurénico, cuya viscosidad varia segln las
especies de algas usadas (Battacharyya et al., 2015). Se ha demostrado que los alginatos
promueven el crecimiento de las plantas (Yabur et al., 2007). Por otro lado, las laminarinas son
conocidos elicitores y modulan las respuestas de defensa de las plantas contra los patogenos
fungicos y bacterianos (Mercier et al., 2001).

Las algas pardas en especial la Ecklonia stolonifera, la F. vesiculosus, la F. serratus y la
A. nodosum pueden alcanzar altas concentraciones de compuestos fenolicos incluso hasta 30 g/100
g de extracto (Audibert et al., 2010; Keyrouz et al., 2011; Balboa et al., 2013; Battacharyya et al.,
2015). Los compuestos fenolicos juegan un rol primario como componentes estructurales de las
paredes celulares de las algas protegiendo a las células y a sus componentes celulares (Nakamura
etal., 1996; Wang et al., 2009). Los florotaninos son compuestos fendlicos de tipo flavanol que se
encuentran en las algas pardas, y se ha observado que son antioxidantes mas eficientes en
comparacion a la catequina, el acido ascorbico, el galato de epigalocatequina, el resveratrol y el

tocoferol (Shibata et al., 2003).
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Los extractos de algas marinas también contienen varias fitohormonas, incluidas las
auxinas, las citoquininas, las giberelinas, el dcido abscisico y los brasinoesteroides (Stirk y Van
Staden, 1997; Stirk et al., 2004, 2014; Battacharyya et al., 2015). Las algas pardas como la Alaria
esculenta, la Ascophyllum nodosum, la Ectocarpus siliculosus, la Fucus serratus, la F. spiralis, la
F. vesiculosus, la Halidrys siliquosa, la Laminaria digitata, la L. hyperborea, la L. saccharina 'y
la Pilayella littoralis contienen osmolitos como el manitol, compuesto protector importante en
respuesta a factores abidticos (Battacharyya et al., 2015). El manitol también es conocido como
un agente quelante y explica la razon por la cual las algas pueden liberar elementos no disponibles

del suelo (Reed et al., 1985).

1.5.2. Uso de algas en viticultura

Durante las ultimas décadas, las principales regiones vitivinicolas se estan enfrentando a
tiempos de adaptacion debido a la imprevisibilidad de las condiciones climéticas y al alza de las
temperaturas en el periodo estival, lo que ha afectado fuertemente la dindmica de maduracion de
la uva y su calidad (Jones y Davis, 2000; Keller, 2015; Tomasi et al., 2011). Los bioestimulantes
elaborados en base a algas pueden desempenar un papel clave en el desarrollo de estrategias
viticolas respetuosas con el medioambiente mitigando los efectos negativos del cambio climatico
(Sabir et al., 2014; Frioni et al., 2018). La mayoria de los trabajos relativos a los efectos de la
aplicacion foliar de algas en viticultura se centran en estudiar sus impactos en mitigar los efectos
negativos del estrés abidtico y de los factores biodticos, ademas de mejorar el rendimiento de la uva
y de algunos componentes fisico-quimicos de ésta.

En este sentido, se ha observado que la aplicacion de un extracto comercial de alga

Ascophyllum nodosum (ACADIAN®) ha permitido mejorar el rendimiento, el peso de los racimos
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y de las bayas, el tamafio del racimo y su firmeza en vides de la variedad Thompson Sedless, pero
tuvo un efecto negativo en el contenido de solidos solubles de la uva (Norrie et al., 2002). La
absorcion de cobre y otros micronutrientes en vides de la variedad Karaerik de un afio fue mejorada
tras la aplicacion de tres extractos comerciales de algas (Maxicrop®, Proton® y Algipower®)
aplicados foliarmente cuando los brotes de vid tuvieron entre 5 y 6 cm de longitud (Turan y Kose,
2004). La aplicacion foliar de un extracto comercial (Alga Special®) de A. nodosum a una dosis
de 170 mL/hL mejor¢ el crecimiento vegetativo, la longitud y el didmetro de brotes y el area foliar
de las vides de la variedad Feteasca Alba (Popescu y Popescu, 2014). La aplicacion foliar de un
extracto soluble de A. nodosum permitidé mejorar el peso seco de la hoja, el peso y el volumen de
la baya y el contenido de Ca, Zn, S, B y de clorofila de la hoja en vides de la variedad Narince
(Sabir et al., 2014). El cuajado y la productividad de las bayas obtenidas a partir de vifiedos
plantados en sitios tanto frescos como calidos fue mejorada tras la aplicacion foliar de un extracto
comercial (BM86®) de A. nodosum a las vides de la variedad Carmenére (Gutiérrez-Gamboa et
al., 2018e). La aplicacion foliar de un extracto comercial (Primo®) de A. nodosum permitio
mejorar el tamafio de la hoja y su contenido de clorofila, la cuaja del racimo, el nimero de racimos
por brote, la longitud del raquis, el peso de la baya, el tamafio de la baya, el contenido de sélidos
solubles y de pH del mosto, y redujo la deshidratacion de la baya y el contenido de acido ascorbico
de la uva en vides de la variedad Perlette (Khan et al., 2012).

Durante los ultimos afios, el estudio sobre los efectos de las aplicaciones de algas en
viticultura estd aumentando debido a sus implicaciones en la fisiologia de las plantas y en la calidad
de la uva (Frioni et al., 2018, 2019; Salvi et al., 2019; Shukla et al., 2019; Taskos et al., 2019). Sin
embargo, a la actualidad, existe poca informacion disponible en la literatura cientifica acerca de

los efectos de las aplicaciones foliares de algas a las vides en el contenido de aminoacidos, de
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compuestos volatiles y de fenoles en la uva y en el vino (Gutiérrez-Gamboa et al., 2017c, 2018f;
Frioni et al., 2018, 2019; Salvi et al., 2019; Taskos et al., 2019). En este sentido, un extracto
comercial (Basfoliar® Algae SL) del alga Durvillaea antartica aplicado a las vides de la variedad
Cabernet Sauvignon aumento el contenido de varios aminoacidos en las uvas y en los vinos, lo que
resulté en un mayor contenido de algunos alcoholes superiores y ésteres etilicos en los vinos
(Gutiérrez-Gamboa et al., 2017c, 2018f). Frioni et al. (2018) y Salvi et al. (2019) observaron que
las aplicaciones de algas (4. nodosum) a las vides mejoraron la acumulacion de antocianos en el
hollejo y el contenido fenolico total en las bayas. Frioni et al. (2019) demostraron que el aumento
en el contenido de antocianos y de otros compuestos fenolicos en las uvas después de las
aplicaciones foliares de algas a las vides esta relacionado con la modulacion especifica de genes
involucrados en la activacion de rutas metabolicas de sintesis de los flavonoideos. Estos autores
también mostraron que las vides tratadas con un fertilizante de 4. nodosum se vieron menos
afectadas por la podredumbre gris (Botrytis cinerea) en comparacion con las vides no tratadas
(Figura 16). Por otro lado, Taskos et al. (2019) observaron que las aplicaciones foliares de algas
en las vides de la variedad Merlot indujeron a un aumento en el rendimiento, en el nimero de
bayas, en la capacidad de extraccion de antocianos del hollejo de las bayas, y en los taninos de

semilla, mientras que su aplicacion disminuy6 el indice de polifenoles totales de las uvas.
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Figura 16. Indice del porcentaje de enfermedad (PDI) de las bayas inoculadas con Botrytis
cinerea en vides tratadas con un extracto de Ascophyllum nodosum (ANE) y sin tratar (NTV) de
acuerdo con lo expuesto por Frioni et al. (2019).
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2. Objetivos

El objetivo general de la presente Tesis Doctoral fue evaluar el efecto de la aplicacion foliar
de un extracto comercial elaborado a partir del alga Ascophyllum nodosum en dos dosis a las vides
de las variedades Tempranillo Blanco y Tempranillo en el contenido de compuestos volétiles,
nitrogenados y fenolicos de la uva y del vino en dos afiadas consecutivas en un vifiedo de La Rioja,
Espana. Los objetivos especificos de la Tesis Doctoral fueron:

a) Estudiar la composicién de los aminoacidos, de los compuestos fendlicos y de los
volatiles de la uva y del vino de las variedades Tempranillo Blanco y Tempranillo.

b) Evaluar el impacto de la aplicacion foliar de dos dosis del extracto comercial del alga:
dosis baja (Ld) a 0,25 % (v/v) y dosis alta (Hd) a 0,50 % (v/v) a las vides de la variedad Tempranillo
Blanco en el contenido de los aminoacidos, de los compuestos volatiles y de los fenolicos de la
uva 'y del vino.

c) Estudiar el efecto de la aplicacion foliar de un extracto comercial de alga distribuido en
una dosis baja (Ld) a 0,25 % (v/v) y una dosis alta (Hd) a 0,50 % (v/v) a las vides de la variedad
Tempranillo en el contenido de los aminoacidos, de los compuestos volatiles y de los fendlicos de

la uva y del vino.
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3. Materiales y Métodos

3.1. Ubicacion del ensayo

Para conseguir los objetivos planteados en la Tesis Doctoral, se realiz6 un ensayo en un
vifiedo experimental perteneciente al Gobierno de La Rioja ubicado en el Parque de La Grajera,
(Figura 17) en el Término Municipal de Logrofio, capital de la Comunidad Auténoma de La Rioja
(Espafia), durante las afiadas 2017 y 2018. El sitio de estudio se encuentra en la subzona de Rioja
Alta de la D.O.Ca. Rioja. En el vifiedo experimental, se dispusieron dos ensayos, uno con la
variedad Tempranillo Blanco (Vitis vinifera L.) y el otro con la variedad Tempranillo (V. vinifera
L.).

El vifiedo de Tempranillo Blanco se establecio en el afio 2002 sobre el portainjerto 110
Richter con una orientacion de Este a Oeste. Las vides estan conducidas en espaldera vertical
simple y son podadas dejando de 4 a 5 pulgares (2 yemas por pulgar) en un sistema de doble Guyot.
La altitud del vifiedo es alrededor de 447 m s. n. m. La densidad de plantacion fue de 3.030
plantas/ha, utilizando distancias de 3,0 m entre hileras y de 1,1 m entre cepas. El vifiedo cuenta
con un sistema de riego por goteo con goteros que estan distanciados a 0,75 m entre si y que emiten
un caudal de 2,3 L/h. Las coordenadas geograficas del vifiedo de Tempranillo Blanco son:
42°26°27,27°" de latitud Norte y 2°30°51,54 de longitud Oeste.

Por otro lado, el vifiedo de Tempranillo se establecio en el afio 1995 con el clon RJ-26
sobre el portainjerto 110 Richter con una orientacion de Este a Oeste. Las vides estan conducidas
en espaldera vertical simple y son podadas dejando de 4 a 5 pulgares (2 yemas por pulgar) por
planta en un sistema de doble Guyot. La altitud del vifiedo es de 456 m s. n. m. y la densidad de

plantacion fue de 2.976 plantas/ha, utilizando distancias de 2,8 m entre hileras y de 1,2 m entre
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cepas. El vifiedo cuenta con un sistema de riego por goteo con las mismas caracteristicas expuestas
en el parrafo anterior. Las coordenadas geograficas del vifiedo de Tempranillo son: 42°26°25,34’

de latitud Norte y 2°30°57,04 de longitud Oeste.

N
s \

Googlé Earth

2B 1997 Imagery Date:(6/19/20158  42°26'19.84" N = 2°30'05.41"'W elev 487 m eyealt 2.63'km

Figura 17. Ubicacion de las parcelas de estudio en La Grajera, La Rioja, Espafia.

3.2. Caracterizacion climatica

Para la obtencion de los datos climaticos se utilizé una estacion meteoroldgica automatica
instalada cerca del vifledo experimental (coordenadas UTM 540001/4698711), que pertenece al
Servicio de Informacion Agroclimatica de La Rioja (SIAR). Las variables climaticas de ambas

afladas se presentan en la Tabla 2.
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Tabla 2. Resumen de las caracteristicas climaticas mas importantes de las afiadas

2017 y 2018.
2017 2018
Temporada de crecimiento (abril a septiembre)
Precipitaciones (mm) 180 354
ETo (mm) 893 790
T minima (°C) -0,3 1,9
T media (°C) 18,7 18,3
T maxima (°C) 36,5 37,0
HR (%) 60,1 69,4
Radiacion acumulada (MJ/m?) 3.976,4 3.804,0
Mes mas calido (Julio)
ET, (mm) 167,3 168,7
T minima (°C) 11,8 13,8
T media (°C) 22,1 22,0
T maxima (°C) 36,5 33,9
Radiacion media (MJ/m?) 24,7 25,2
Anual
Precipitaciones (mm) 376,4 671,8
ET, (mm) 1.210 1.061,10
T minima (°C) 3,4 3.9
T media (°C) 13,9 13,4
T maxima (°C) 26,9 25,2

ET,: evapotranspiracion de referencia, HR: humedad relativa, T: temperatura.

La Figura 18 muestra la evolucion de la precipitacion mensual de las afiadas 2017 y 2018.
Entre los meses de enero a julio, la precipitacion mensual de la campana 2018 fue entre un 51 y
un 208 % mayor que la de la campaiia 2017. Esta situacion se observo desde la mitad del reposo

invernal de las cepas hasta el periodo de crecimiento de los pAmpanos. Entre los meses de agosto
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y diciembre, el nivel de precipitacion de la afiada del 2017 fue entre un 6 y un 20 % mayor que en

la afiada del 2018.
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Figura 18. Evolucion de la precipitacion mensual (mm) en las afiadas 2017 y 2018 en La Grajera,
La Rioja, Espafia.

Las Figuras 19, 20 y 21 muestran la temperatura media, minima y maxima mensual de las
campafias 2017 y 2018, respectivamente. Desde los meses de febrero hasta junio, las temperaturas
medias mensuales fueron mayores en el afio 2017, mientras que, en los meses de enero, agosto,
septiembre y diciembre, las temperaturas medias mensuales fueron mayores en el afio 2018. La
temperatura minima y maxima promedio mensual siguid6 una tendencia similar a la de la

temperatura media mensual.
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Figura 19. Temperatura media mensual (°C) en las campafias 2017 y 2018 en La Grajera, La

Rioja, Espafa.
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Figura 20. Temperatura minima promedio mensual (°C) en las campafias 2017 y 2018 en La

Grajera, La Rioja, Espafia.
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Figura 21. Temperatura maxima promedio mensual (°C) en las campaiias 2017 y 2018 en La
Grajera, La Rioja, Espafia.

La Figura 22 muestra la evolucion de la evapotranspiracion de referencia (ETo) mensual
de las campanas 2017 y 2018. Esta sigue una tendencia similar a lo mostrado en las temperaturas
medias, minimas y maximas mensuales (Figuras 19, 20 y 21, respectivamente). La ETo muestra
las necesidades hidricas de un cultivo, es decir, el agua transpirada por las vides y el agua
evaporada desde el suelo, lo que puede ser un indicador de estrés hidrico de las plantas. En este
sentido, desde el inicio del crecimiento vegetativo hasta inicios de la parada de crecimiento, en el
afio 2017, las vides estudiadas estuvieron mas estresadas en términos de sus necesidades hidricas
que las del afio 2018. Desde agosto a diciembre, basado en la ETy (Figura 22), las vides presentaron
similares niveles de estrés en ambas anadas. Es asi como la ET¢ media anual para el afio 2017 fue

de 3,31 mm, mientras que en el afio 2018 fue de 2,90 mm.
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Figura 22. Evapotranspiracion de referencia media mensual (mm) en las campaiias 2017 y 2018

en La Grajera, La Rioja, Espaiia.

3.3. Diseilo experimental

En el siguiente apartado se expone el disefio experimental seguido en la presente Tesis

Doctoral.

3.3.1. Tratamientos

Se aplico foliarmente un fertilizante comercial (Crop Plus, Adama, Santiago de Chile,

Chile) del alga Ascophyllum nodosum en dos dosis distintas: una dosis baja y una dosis alta,

ademas de un control. El producto comercial fue disuelto en agua en la cantidad necesaria para

preparar una disolucion de baja concentracion a 0,25 % (v/v) y otra de alta concentracion a 0,50

% (v/v), a las cuales se le afiadi6 un surfactante tensioactivo no idénico (Tween 80, Sigma-Aldrich,
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Madrid, Espaia) a una concentracion de 0.1 % (v/v). El control consisti6 en una disolucion acuosa
a la que solo se le agregé Tween 80.

El experimento se establecid en un diseiio de bloques al azar considerando tres repeticiones
por cada tratamiento de siete plantas cada uno. Se dejaron dos cepas de separacion como margen
entre los bordes y entre las repeticiones. Las aplicaciones de los dos tratamientos y el control, se
llevaron a cabo en dos momentos distintos del ciclo vegetativo de las vides de Tempranillo Blanco
y de las de Tempranillo. La primera aplicacion se realizé cuando las vides llegaron a la etapa
fenoldgica de envero, y la segunda fue llevada a cabo una semana después de la primera aplicacion
(Tabla 3). Para ello se utilizé un aplicador manual de jardineria de 1,25 L (Figura 23). Se aplicaron
200 mL de cada uno de los tratamientos, cubriendo ambos lados de la pared vegetal de la vid, por

lo que se aplicaron 100 mL en cada una de las caras de la espaldera.

Tabla 3. Fecha de aplicacion de los tratamientos llevados a cabo en el vifiedo.

1% aplicacion 2% aplicacion

Tempranillo Blanco 2017 7 de agosto de 2017 14 de agosto de 2017
Tempranillo Blanco 2018 14 de agosto de 2018 22 de agosto de 2018
Tempranillo 2017 3 de agosto de 2017 10 de agosto de 2017
Tempranillo 2018 20 de agosto de 2018 27 de agosto de 2018

Figura 23. Aplicacion de los tratamientos a las vides Tempranillo en el vifiedo experimental.
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3.3.2. Composicion quimica del fertilizante comercial

La composicion nitrogenada del extracto del alga utilizado en el ensayo se analiz6 por
cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC) de acuerdo con la metodologia expuesta por Garde-
Cerdan et al. (2009). La composicion de nitrégeno total del extracto fue de 2,47 g N/L, de los
cuales 1,34 g N/L corresponden a amonio y el resto a los siguientes aminoacidos: 4,81 (Asp), 8,72
(Glu), 716,68 (Gly), 16,99 (5-Ala), 22,18 (a-Ala), 309,07 (Pro), 4,77 (Val), 35,87 (Met) , 1,60
(Ile), 1,50 (Leu), 1,15 (Phe), 3,83 (Orn) y 4,15 (Lys), cantidades expresadas en mg N/L. Ademas,
la etiqueta del producto indica que el fertilizante contiene otros ingredientes activos como azufre

(4,5 % p/v), cobre (1,3 % p/v), hierro (1,7 % p/v), manganeso (1,4 % p/v) y zinc (3,0 % p/v).

3.4. Vendimia y vinificacion

3.4.1. Vendimia

Para llevar a cabo el seguimiento de la maduracion, se realizé el monitoreo semanal de la
evolucion de los solidos solubles (°Brix) tanto en las vides de Tempranillo Blanco como en las de
Tempranillo. La fecha de vendimia se determin6 en el momento en que las uvas alcanzaron un
contenido de alcohol probable cercano a 13 % (v/v) (Tabla 4). Las repeticiones fueron vendimiadas
manualmente depositando la uva en cajas de 20 kg de capacidad. Previo a la cosecha, se recogieron
ciento cincuenta bayas por repeticion y tratamiento, y cincuenta de estas se congelaron a -20 °C
para, posteriormente, analizar su composicion fendlica. Todos los racimos vendimiados fueron
despalillados y estrujados mecanicamente en la bodega experimental perteneciente al Instituto de
Ciencias de la Vid y del Vino (ICVV) en Logrofio, Espafia. Los parametros fisico-quimicos de los
mostos se determinaron segin la metodologia establecida en los apartados expuestos a

continuacion (OIV, 2003). En ese mismo momento y, de cada repeticion y tratamiento, se
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congelaron a -20 °C, alicuotas de mosto en tubos Falcon™ de 50 mL para el posterior analisis de

los aminoacidos y de los compuestos volatiles del mosto.

Tabla 4. Fecha de vendimia de las uvas de los vifiedos de Tempranillo Blanco y de Tempranillo.
2017 2018

Tempranillo Blanco 28 de agosto 19 de septiembre

Tempranillo 18 de septiembre 02 de octubre

3.4.2. Vinificacion de los vinos blancos

Las uvas de Tempranillo Blanco vendimiadas fueron estrujadas y despalilladas y, la pasta
obtenida fue prensada a una presion de aproximadamente 3,5 bares. Para cada repeticion y
tratamiento, el mosto obtenido se echd a un deposito de 12 kg y se le afiadié sulfuroso a una dosis
de 5 g/hL. Los depositos fueron puestos en una camara de temperatura controlada a 9-10 °C durante
un dia para que las particulas solidas decantaran. El mosto limpio fue inoculado con la levadura
Saccharomyces cereviceae (Uvaterm VRB, Lallemand, Spain). La fermentacion alcoholica se
llevo a cabo a 17 + 1 °C dentro de una camara de temperatura controlada. Diariamente se midio la
temperatura y la densidad del mosto para controlar la cinética de la fermentacion alcohélica, la
cual se dio por finalizada cuando el contenido de azlicares reductores fue inferior a 2,5 g/L. Al
finalizar este proceso, cada uno de los vinos fue sulfitado (1 mL/L de solucién de anhidrido
sulfuroso a 80 g/L) y puestos en frio en una cdmara de temperatura controlada, a 9-10 °C. Una vez
que los solidos de los vinos decantaron, se trasegod el sobrenadante y se obtuvo una muestra para
el analisis de los parametros fisico-quimicos de los vinos. En ese momento, ademés se tomaron
alicuotas de 50 mL para el posterior andlisis del contenido de aminoacidos, de compuestos

fenolicos y de compuestos volatiles del vino. Posteriormente, los vinos se embotellaron y se
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almacenaron en condiciones controladas de temperatura (18 °C), hasta el momento del analisis

sensorial.

3.4.3. Vinificacion de los vinos tintos

Las uvas de Tempranillo vendimiadas fueron estrujadas y despalilladas, y la pasta obtenida
se introdujo en depositos de 30 L a los que se les agregd sulfuroso a una dosis de 5 g/hL. El mosto
fue inoculado con la levadura Saccharomyces cereviceae (Uvaferm VRB, Lallemand, Espana). La
fermentacion alcoholica se llevd a cabo a temperatura ambiente, de alrededor de 20 + 2 °C.
Diariamente se midi6 la temperatura y la densidad con el fin de controlar la cinética de la
fermentacion alcoholica y se llevo a cabo el bazuqueo del mosto con la finalidad de mojar el
sombrero de los orujos. La fermentacion alcohdlica se dio por finalizada cuando el contenido de
azucares reductores fue inferior a 2,5 g/L. Una vez finalizada la fermentacion alcoholica, los
hollejos se retiraron y cada uno de los vinos obtenidos fue sulfitado (1 mL/L de solucion de
anhidrido sulfuroso a 100 g/L) e inoculado con bacterias lacticas (Uvaferm BETA, Lallemand,
Espafia) para asegurar el correcto desarrollo de la fermentacién malolactica. Los depdsitos se
guardaron en una camara de temperatura controlada, a 20-21 °C. Semanalmente se llevo a cabo el
seguimiento de la fermentacion malolactica mediante el analisis del &cido malico usando un equipo
enzimatico (Miura One, Tecnologia Difusion Ibérica, Barcelona, Espafia). La fermentacion
malolactica se dio por finalizada cuando el contenido de 4cido malico fue inferior a 0,5 g/L. A los
dos meses de finalizar la fermentacion malolactica (diciembre de 2017 para los vinos elaborados
en 2017 y enero de 2019 para los elaborados en 2018) se analizaron los parametros fisico-quimicos
de los vinos y se tomaron alicuotas de 50 mL para el andlisis de aminoacidos, de compuestos

fenolicos y de compuestos volatiles. Por ltimo, los vinos se embotellaron y se almacenaron en
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condiciones controladas de temperatura (18 °C), hasta que llegara el momento del analisis

sensorial.

3.5. Parametros fisico-quimicos de las uvas y de los vinos

Los parametros fisico-quimicos evaluados en los mostos de ambas variedades fueron el
alcohol probable, el pH y la acidez total, mientras que en los vinos se analizo el grado alcoholico,
el pH, la acidez total, la acidez volatil y el sulfuroso libre y total, segun los métodos establecidos
por la OIV (2003). El nitrogeno facilmente asimilable de los mostos fue estimado como la suma
entre todos los aminodcidos y el amonio sin considerar la prolina y la hidroxiprolina (Garde-
Cerdan et al., 2009). El indice de color (IC) y el indice de polifenoles totales (IPT) se analizaron
mediante espectofotometria (espectrofotdometro modelo UV-1800, Shimadzu, Kyoto, Japon). Para
la cuantificacion del contenido de 4cido lactico, de acido malico, y de azicar residual se emple6
el analizador enzimatico Miura One (Tecnologia Difusion Ibérica, Barcelona, Espafia).

A continuacion, se describen los parametros fisico-quimicos analizados en las uvas y en
los vinos.

Peso de 100 bayas: se pesaron 100 bayas de cada repeticion en una balanza analitica. Se

expreso en gramos.

Grado alcoholico probable: se midido tras la conversion de los solidos solubles

determinados por refractometria (°Brix).
pH: se midi6 usando un pH-metro (pH80 XS, LabProcess, Barcelona, Espaiia). Es la
medicion de la acidez real del mosto y del vino, expresada como la concentracién de iones

hidrogenos encontrados en forma libre en disolucion.
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Acidez total: es la determinacion de los 4cidos valorables del mosto o vino cuando se llevan
a pH 7 afiadiendo una solucion alcalina valorada (NaOH a 0,1 N). Se midi6 usando un pH-metro
(pH80 XS, LabProcess). Los datos se expresaron en g/L de acido tartarico.

Grado alcohdlico: el grado alcohdlico volumétrico es igual al contenido de etanol en 100

L de vino. El grado alcohélico se determind mediante ebullometria (ebullometro electronico GAB
system).

Acidez volatil: la acidez volatil estd constituida por los acidos grasos pertenecientes a la
serie acética que se encuentran en los vinos, en estado libre o salificado. La acidez volatil del vino
se determin6 mediante la valoracion de lo acidos volatiles del vino, los cuales son separados por
arrastre con vapor de agua. La valoracion se hizo usando hidroxido de sodio estandarizado (0,1 N)
en presencia de fenolftaleina como indicador. Los resultados se expresaron en g/L de 4cido acético.

Anhidrido sulfuroso libre y total: el anhidrido sulfuroso es transportado a través de un flujo

de aire o nitrégeno y es oxigenado por burbujeo a través de una solucion neutra y diluida de
perdxido de hidrogeno. El acido sulfurico formado se determind por titulacion con una solucion
estandar de hidroxido de sodio. El anhidrido sulfuroso libre del vino es separado por arrastre
gaseoso a baja temperatura (10 °C). El anhidrido sulfuroso total del vino es separado por arrastre
gaseoso a alta temperatura (aproximadamente 100 °C).

Azucares reductores: los principales aztcares reductores que se encuentran en el vino son

hexosas tales como la glucosa y la fructosa. El analisis del contenido de glucosa + fructosa se
determiné para definir el fin de la fermentacion alcohdlica. En este trabajo los azlicares reductores
fueron analizados enzimaticamente por el equipo Miura One (Tecnologia Difusion Ibérica).

Acidos organicos: los principales acidos organicos de los vinos son los 4cidos malico y

lactico. El 4cido mélico es uno de los acidos predominantes en la uva, y en el vino es transformado
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en acido lactico por accion de las bacterias lacticas durante la fermentacion malolactica. Los acidos
malico y lactico en el vino se determinaron para definir el fin de la fermentacion maloléctica.
Ambos acidos fueron analizados enzimaticamente por el equipo Miura One (Tecnologia Difusion
Ibérica).

Nitrogeno facilmente asimilable: corresponde a la suma del amonio y de los aminoacidos

del mosto sin considerar la prolina. Estos compuestos fueron analizados por HPLC mediante el
método expuesto por Garde-Cerdan et al. (2009).

indice de color: este indice se calculd como la sumatoria de las absorbancias medidas en
las longitudes de onda de 420, 520 y 620 nm en los vinos tintos usando un espectrofotoémetro
(modelo UV-1800, Shimadzu).

Indice de polifenoles totales: los compuestos fendlicos totales se expresaron como indice

de polifenoles totales (IPT), diluyendo la muestra en agua (1:100) y analizandose mediante su

lectura en un espectrofotometro (modelo UV-1800, Shimadzu) a una longitud de onda de 280 nm.

3.6. Analisis de compuestos fenolicos, nitrogenados y volatiles en uvas y en vinos

3.6.1. Analisis de los compuestos fenolicos en uvas y en vinos

La extraccion de los compuestos fenolicos de las uvas se realizo en base a la metodologia
expuesta por Niculcea et al. (2015). Las uvas fueron descongeladas y trituradas usando un
mezclador de dispersion de alto rendimiento Ultra Turrax (IKA, Staufen, Alemania) a 18.000 rpm
durante 2 min. A continuacion, se pesé y se transfirié 1 g de la mezcla homogenizada a un tubo
conico de centrifuga de 15 mL y se le afiadieron 10 mL de disolucion acuosa de etanol al 50 %
(v/v) y pH 2,0. La extraccion se realizo en un bafio de ultrasonido (Bandelin, Berlin, Alemania)

durante 1 h. Los tubos se centrifugaron a 4.000 rpm durante 15 min a una temperatura de 10 °C
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(Heraeus Megafuge 16/16R, ThermoFisher Scientific, Massachusetts, EE. UU.). Para la obtencion
del extracto de uva, el sobrenadante se filtr6 a través de filtros de membranas Durapore® de 0,45
um (filtros de jeringa PVDF, Proquinorte, Bilbao, Espafa) y se coloco en viales de &mbar de 2 mL
para ser inyectadas en el HPLC. Los vinos fueron filtrados directamente a través de los filtros de
membranas Durapore® y se colocaron en viales de &mbar de 2 mL para ser inyectadas en el HPLC.

Los compuestos fendlicos de las uvas y de los vinos se analizaron de acuerdo con la
metodologia expuesta por Gonzalez-Lazaro et al. (2019) usando un HPLC Agilent 1100 (Agilent
Technologies, Palo Alto, CA, EE. UU.), equipado con un detector de diodo array (DAD). Los
antocianos, los flavonoles, los flavanoles, los acidos hidroxibenzoicos, los acidos
hidroxicinamicos y los estilbenos se analizaron por HPLC-DAD mediante la inyeccion directa de
25 pL del extracto de uva o de vino previamente filtrada a través de filtros de membranas de 0,45
um. La separacion de los analitos se realizd en una columna LiChrospher 100 RP-18 (Scharlab,
Barcelona, Espaiia) de tamaiio de particula de 5 pm (250 x 4 mm de didmetro interno) protegida
con una pre-columna del mismo material. Las fases moviles utilizadas fueron: (Fase A) 50 mM de
NH4H>PO4 a pH 2,6, (Fase B) acetonitrilo/50 mM de NH4H>PO4 a pH 2,6 (80:20 % v/v) y (Fase
C) 200 mM de acido o-fosforico a pH 1,5, estableciendo el siguiente gradiente isocratico: 0 % B
y 0 % C durante 5 min,de 0 a 8 % de B en 12 min, de 8 a 14 % de By de 0 a 86 % de C en 5 min,
de14a18% de Byde 86a82 % deCen7min,de 18 a21 % deByde82a79 % deCen 26
min, de 21 a33 % de By de 79 a 67 % de C en 15 min, de 33 a 50 % de B y de 67 a 50 % de C en
8 min, de 50 a 80 % de B y de 50 a 0 % de C en 8 min, a un flujo constante de 1 mL/min. Los
espectros se registraron entre las longitudes de onda de 250 nm y 600 nm. Los compuestos
fenodlicos se identificaron de acuerdo con el tiempo de retencion de los compuestos puros

disponibles y con las caracteristicas espectrales UV-Vis de los estandares correspondientes. En
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este método fueron utilizados diferentes longitudes de onda, a modo de cuantificar las diferentes
familias de compuestos fenolicos. Se adquirieron los cromatogramas a 520 nm (antocianos), a 360
nm (flavonoles), a 320 nm (4cidos hidroxicinamicos), a 310 nm (estilbenos) y a 280 nm (&cidos
hidroxibenzoicos y flavanoles). Dado que la mayoria de los compuestos fendlicos individuales no
estaban disponibles comercialmente como patrones de referencia, la cuantificacion de los
compuestos fenolicos en las uvas y en los vinos se realizd de acuerdo con los graficos de
calibracion de los compuestos mas similares a través de una curva de calibracion (R?> 0,991), a
partir de lo establecido por Gonzalez-Lazaro et al. (2019). Los antocianos se cuantificaron a partir
de la malvidina-3-O-glucosido; los derivados de la quercetina a partir de la quercetina-3-O-
glucosido; los derivados de la miricetina a partir de la miricetina-3-0-glucdsido; los derivados del
kaempferol a partir del kaempferol-3-O-glucosido; los derivados de la isorhamnetina a partir de la
isorhamnetina; el acido cis-caftarico y el acido cafeico a partir del 4cido trans-caftéarico; los acidos
cis-cutarico y trans-cutarico a partir del acido p-cumarico; los isomeros cis del resveratrol y del
piceido a partir de sus correspondientes isomeros frans. Las concentraciones en las muestras de
uva se expresaron en mg/kg de uva, mientras que las concentraciones en los vinos se expresaron

en mg/L.

3.6.2. Analisis de los aminoacidos y del amonio en los mostos y en los vinos

La determinacion de los aminoacidos en los mostos y en los vinos se realizé mediante la
metodologia propuesta por Gémez-Alonso et al. (2007) con algunas modificaciones expuestas por
Garde-Cerdan et al. (2009). Previo al andlisis de estos compuestos, los aminoacidos y el amonio
de las muestras se derivatizaron. Para esto, dentro de un tubo de ensayo se agregaron 1,75 mL de

tampon borato 1 M a pH 9, 0,75 mL de metanol, 1 mL de la muestra de mosto o vino, 20 pL del
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estandar interno (L-2-acido aminoadipidico a 1g/L) y 30 pL de dietilo etoximetilenmalonato
(DEEMM). Las muestras se llevaron a un bafio ultrasonido (Sonorel digital 10P, Bandelin, Berlin,
Alemania) durante 30 min para que tuviera lugar la reaccion de derivatizacion, y posteriormente
se mantuvieron durante 2 h en un calentador de temperatura constante (Dri-Block DB 3D, Techne)
a 75 °C con el objetivo de degradar completamente el exceso de DEEMM vy subproductos de
reaccion. Las muestras obtenidas se filtraron con filtros PVDF de 0,45 pm y puestas en viales
transparentes para su inyeccion en el HPLC.

El analisis de aminoacidos se realizd6 en un cromatdgrafo de liquidos de ultra-alta
resolucion (UHPLC) (Nexera X2, Shimadzu, Kioto, Japon). La separacion cromatografica fue
llevada a cabo en una columna ACE C18-HL (Advanced Chromatography Technologies Ltd,
Aberdeen, Reino Unido), ajustada a una temperatura de 20 °C. Las muestras se eluyeron a un flujo
constante de 0,9 mL/min manteniendo 10 % de la fase B durante 20 min. Posteriormente, se
establecieron los siguientes gradientes isocraticos: de 10 al 17 % de fase B en 10 min, de 17 al 19
% de fase B en 0,01 min, mantenida durante 0,99 min, de 19 al 19,5 % de fase B en 0,01 min, de
19,5 al 23 % de fase B en 8,5 min, de 23 al 29,4 % de fase B en 20,6 min, de 29,4 al 72 % de fase
B en 8 min, de 72 al 82 % de fase B en 5 min, de 82 al 100 % de fase B en 7 min, seguido de un
lavado y reacondicionamiento de la columna durante 10 min. La fase A consistio en una disolucion
de 25 mM de tampon acetato ajustada a pH 5,83 a la que se le agregd 0,2 g/L de azida de sodio,
mientras que la fase B se compuso de una mezcla 80:20 % (v/v) de acetonitrilo y metanol,
respectivamente. El volumen de inyeccion fue de 20 pL para mostos y 50 puL para vinos. Para la
deteccion, se us6 un detector de diodo array (DAD) a 280 nm. Asi, el acido aspartico (Asp), el
acido glutdmico (Glu), la serina (Ser), la hidroxiprolina (HoPro), la glutamina (Gln), la histidina

(His), la glicina (Gly), la citrulina + treonina (Cit + Thr), la arginina (Arg), la alanina (Ala), el
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acido y-aminobutirico (Gaba), la prolina (Pro), la tirosina (Tyr), la valina (Val), la metionina (Met),
la cisteina (Cys), la isoleucina (Ile), el triptofano (Trp), la leucina (Leu), la fenilalanina (Phe), la
ornitina (Orn), la lisina (Lys) y el amonio (NH4") se separaron, identificaron y cuantificaron. Los
aminodcidos y el amonio se identificaron de acuerdo con los tiempos de retencion y con las
caracteristicas espectrales UV-Vis de los estandares correspondientes. La cuantificacion de los
compuestos nitrogenados se realizé utilizando los graficos de calibracion de cada estandar
respectivo (R?>> 0,91), usando el método de patron interno. Las rectas de calibrado se hicieron
usando seis puntos de calibracion, los cuales se sometieron al mismo proceso de derivatizacion de
las muestras de mosto y de vino, pero en una disolucion de HCI (0,1 N). La calibracién se realizo
usando un pool que contenia una disolucion de tampon de citrato de litio (0,2 N) a pH 2,20 con los

estandares de aminoécidos y de amonio (Sigma-Aldrich, Madrid, Espana).

3.6.3. Analisis de los compuestos volatiles en los mostos y en los vinos

3.6.3.1. Andlisis de los compuestos volatiles en los mostos

Los compuestos volatiles de los mostos se analizaron de acuerdo con la metodologia
expuesta por Garde-Cerdan et al. (2015a). En un vial de espacio de cabeza de 20 mL, se afiadieron
2,5 g de NaCl, 10 pL de 2-octanol (usado como patron interno) y 9 mL de muestra de mosto. Las
muestras se acondicionaron durante 15 min a 60 °C con agitacion permanente a 500 rpm usando
un automuestreador (MPS) (Gerstel, Miilheim del Ruhr, Alemania). Para la extraccion de los
compuestos volatiles del mosto se utilizd una fibra de microextraccion en fase solida (SPME)
compuesta de divinilbenceno/carboxeno/polidimetilsiloxano (DVB/CAR/PDMS, 50/30 pm)
(Supelco, Bellenfonte, PA, EE. UU.). Los compuestos volatiles se analizaron usando un

cromatografo de gases 7890B con un detector de masa de triple cuadrupolo 7000C, operando en
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modo simple, de la marca comercial Agilent Technologies (Palo Alto, CA, EE. UU.). Los analitos
se separaron usando una columna capilar (SPBTM-20) (30 m x 0,25 mm de didmetro interno
0,25 um de espesor de pelicula) (Supelco, Sigma-Aldrich, Madrid, Espana). La extraccion de los
compuestos volatiles se realizdo a una temperatura de 60 °C durante 105 min con agitacion
constante. EI MPS introdujo automaticamente la fibra SPME en el puerto de inyeccion del
cromatoégrafo de gases. La temperatura del inyector se configur6 a 250 °C y la fibra SPME se
mantuvo ahi durante 15 minutos para que los analitos contenidos en la fibra fueran desorbidos
térmicamente. Se uso6 helio como gas portador a una velocidad de flujo constante de 1,2 mL/min.
Las inyecciones se realizaron en modo “splitless” (1 min), en donde una vez volatilizada, toda la
muestra pasa a la columna. La separacion cromatografica se realizé en base al siguiente gradiente
de temperatura: el horno se mantuvo inicialmente a 40 °C durante 5 min, y la temperatura se
incremento a una velocidad de 2 °C/min hasta llegar a los 220 °C. Las adquisiciones se realizaron
en Full Scan, es decir, mediante un barrido completo de la muestra obteniendo un registro total de
todos los iones (35-300 m/z). La identificacion de los compuestos volatiles se llevo a cabo
utilizando la biblioteca NIST y comparando los espectros de masas con los estandares
cromatograficos disponibles (Sigma-Aldrich, Madrid, Espafia). Para la cuantificaciéon de los
compuestos volatiles de la uva, se realizé una semicuantificacion, relacionando las areas de cada

compuesto con el area y la concentracion conocida del patron interno (2-octanol).

3.6.3.2. Andalisis de los compuestos volatiles en los vinos
Los compuestos volatiles de los vinos se analizaron siguiendo la metodologia establecida
por Rubio-Breton et al. (2018b) basado en el método desarrollado por Moreno et al. (2017). Las

muestras de vino fueron centrifugadas a 4.000 rpm a una temperatura de 4 °C durante 15 min. En
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un tubo de ensayo se afiadi6 una barra de agitacion magnética, 10 uL de 2-octanol (patrén interno),
8 mL de vino y 400 pL de diclorometano (Merck, Darmstadt, Alemania). La extraccion de los
compuestos volatiles se realizé agitando las muestras de vino durante 15 min usando un agitador
magnético digital (MultiMix D, Ovan, Barcelona, Espafia). Inmediatamente después, las muestras
se pusieron en un congelador vertical y se enfriaron durante 10 min. Posteriormente, la barra de
agitacion magnética fue retirada, y la fase orgédnica se separd por centrifugacion a 5.000 rpm
durante 10 min a 4 °C. El extracto depositado en el fondo del tubo de ensayo se recuperd en un
inserto para viales de cromatografia (Sigma-Aldrich, Madrid, Espana).

Los compuestos volatiles en los vinos se analizaron en el mismo equipo utilizado para el
analisis de los compuestos volatiles en los mostos (Apartado 3.6.3.1). 2 uL de cada muestra se
inyectaron en modo “split”, donde una vez volatilizada la muestra se desprecia una fraccion de
volumen inyectado (1:15) en una columna capilar VF-WAXms (60 m x 0,25 mm de diametro
interno x 0,25 um de espesor de pelicula) (CP9207, Agilent, Santa Clara, CA, EE. UU.). La fase
movil consistio en helio, el cual fue usado como gas de arrastre a una velocidad de flujo constante
de 1 mL/min. La temperatura del inyector se ajusto inicialmente a 40 °C y posteriormente lleg6 a
250 °C a una velocidad de calentamiento de 180 °C/min. La temperatura del horno se mantuvo a
50 °C durante 2 min, y luego se program¢ para que aumentara de 50 °C a 250 °C, a una velocidad
de calentamiento de 3 °C/min. El detector se operd en el modo de impacto electronico (70 eV),
con un rango de adquisicion de 29 a 260 (m/z). La identificacion de los compuestos volatiles se
llevo a cabo utilizando la biblioteca NIST y comparando los espectros de masas con los estandares
cromatograficos disponibles (Sigma-Aldrich, Madrid, Espafia). Para la cuantificaciéon de los
compuestos volatiles del vino, se realizd una semicuantificacion, relacionando las areas de cada

compuesto con el area y la concentracion conocida del patron interno (2-octanol).
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3.7. Analisis sensorial
Catorce jueces expertos configuraron el panel de andlisis sensorial de los vinos de
Tempranillo Blanco. El panel estuvo formado por nueve mujeres y cinco hombres con una edad

de entre 21 y 44 afios. El analisis sensorial de los vinos se realizo 5 meses después del embotellado.

3.7.1. Tempranillo Blanco

De cada réplica se tomaron dos botellas de 750 mL (un total de 18 botellas) y se colocaron
en una camara fria (a 5-6 °C) un dia antes de la evaluacion sensorial del vino para que los solidos
decantaran en el fondo de la botella.

Los nueve vinos fueron evaluados de forma comparativa, utilizando el sistema de cata a
ciegas. La hoja de cata utilizada fue la aprobada por la OIV (2009) con una escala de 40
(insuficiente) a 100 (excelente). El analisis también incluy6 una evaluacion cuantitativa de diez
descriptores aromaticos como son el citrico, las frutas tropicales de hueso y blancas, floral,
especiado, alcoholico, herbaceo, balsamico y lacteo, y seis atributos gustativos, como son el
dulzor, la acidez, el amargor, el alcohol, la astringencia y el equilibrio (Tabla 5). Los catadores
calificaron cada atributo en una escala de 0 (ausencia) a 10 (presencia maxima). Todas las catas se
realizaron en copas de cristal transparente a temperatura ambiente y en bloques individuales.

Durante el analisis sensorial del vino, las muestras se presentaron en orden aleatorio.

3.7.2. Tempranillo
El dia anterior a la cata, se tomaron dos botellas de 750 mL de cada réplica y se colocaron
en una camara fria a una temperatura de 5-6 °C. Los vinos fueron evaluados de acuerdo con el

protocolo descrito por Rubio-Breton et al. (2018b) de manera comparativa, utilizando el sistema
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de cata a ciegas de forma aleatoria. La hoja de cata utilizada presenta una escala, determinada por
la OIV (2009), para calificar los vinos como insuficientes (40 puntos) a excelentes (100 puntos).
El analisis sensorial también incluyé una evaluacién cuantitativa de los siguientes atributos:
compota, frutos rojos, frutos negros, frutos blancos, floral, especiado, ahumado, alcoholico,
herbaceo, balsamico, sotobosque y lactico, los cuales se agruparon por fase olfativa, por su parte
el dulzor, la acidez, el amargor, el alcohol, la astringencia y el equilibrio fueron atributos agrupados
en la fase gustativa (Tabla 6). Los jueces senalaron cada atributo sensorial en una escala desde su
ausencia (0 puntos) hasta su maxima presencia (10 puntos). Las catas de vino se hicieron con las
muestras presentadas en orden aleatorio, al azar en copas de cristal transparente a temperatura

ambiente y en bloques individuales.
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Tabla 5. Ejemplo de la ficha de cata usada para el analisis sensorial de los vinos de Tempranillo
Blanco.
Excelente Muy Bueno | Bueno | Regular | Insuficiente Observaciones
. Limpidez 5 4 3 2 1
VISt "Color 10 8 6 4 2
Intensidad 8 7 6 4 2
Olfato | Franqueza 6 5 4 3 2
Calidad 16 14 12 10 8
Intensidad 8 7 6 4 2
Franqueza 6 5 4 3 2
GUSIO " Calidad 22 19 16 13 10
Persistencia 8 7 6 5 4
Armonia /
Juicio global 1 10 ? 8 7
Fase Col Amarillo pajizo  Amarillo verdoso
Visual | ~*'% Amarillo dorado
Fruta citrica (limén, naranja, mandarina...) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Fruta tropical (pifia, platano, maracuya...) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Fruta de hueso (melocoton, albaricoque...) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Fruta blanca (manzana, pera...) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Floral (rosa, violeta, flor almendro...) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
E Especiado (pimienta, clavo, nuez moscada...) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
]
g Alcohdlico (alcohol) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
E Vegetal (pimiento verde, herbaceo...) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Balsamicos (eucalipto, regaliz, menta...) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Lacteo (leche, levadura, yogur...) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Oxidacioén (patata cocida, amielado...) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Reduccion (azufrado, huevo podrido, coliflor...) | 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
OtroS: ..o, 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Dulce 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
s | Acido 1 |2 [3 [4 |5 |6 |7 [8 |9 |10
g | Amargo 1 |2 |3 [4 |5 |6 |7 [8 [9 |10
=
&) Alcohol 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
L
& | Astringencia 1 |2 |3 |4 |5 |6 |7 |8 |9 |10
Equilibrio 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
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Tabla 6. Ejemplo de la ficha de cata usada para el andlisis sensorial de los vinos de Tempranillo.

Excelente Muy Bueno Bueno Regular Insuficiente Observaciones
. Limpidez 5 4 3 2 1
ViStE - "Clor 10 8 6 4 2
Intensidad 8 7 6 4 2
Olfato | Franqueza 6 5 4 3 2
Calidad 16 14 12 10 8
Intensidad 8 7 6 4 2
Franqueza 6 5 4 3 2
Gusto " Calidad 22 19 16 13 10
Persistencia 8 7 6 5 4
Armonia /
Juicio global 11 10 0 8 7

Fase

Rojo violeta Rojo purpura Rojo granate

Visual Color Rojo rubi  Rojo teja
Fruta pasa/compotada (uva pasa, ciruela, pasa...) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Fruta roja (fresa, cereza, frambuesa...) 1 2 3 4 6 7 8 9 10
Fruta negra (mora, casis...) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Fruta blanca (manzana, pera...) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Floral (rosa, violeta, flor almendro...) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Especiado (pimienta, clavo, nuez moscada...) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
E Ahumado (humo, torrefacto) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
g Alcohdlico (alcohol) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
g Vegetal (pimiento verde, herbaceo...) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Balsamicos (eucalipto, regaliz, menta...) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Sotobosque (moho, humedad, champifién...) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Lacteo (leche, levadura, yogur...) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Oxidacion (patata cocida, amielado...) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Reduccion (azufrado, huevo podrido, coliflor...) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
OtroS: ..vovevieeeenen, 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Dulce 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
= | Acido 1 [2 [3 |4 |5 |6 |7 |8 |9 |10
E Amargo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
C§ Alcohol 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
E Astringencia 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Equilibrio 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
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3.8. Analisis estadistico

Los pardmetros enologicos, los compuestos nitrogenados, fenolicos, volatiles y el analisis
sensorial se sometieron a un analisis de la varianza (ANOV A unifactorial), el cual se realizo en el
software Statgraphics Centurion XVI.I (Warrento, Virginia, EE. UU.). Las diferencias entre las
muestras fueron comparadas mediante la prueba de Duncan (p < 0,05). También se realizo un
analisis multifactorial considerando los parametros anteriormente mencionados. El analisis de
componentes principales (ACP) se realizd usando la concentracion individual (para los
compuestos nitrogenados, fendlicos y volatiles) y total (para los compuestos fenolicos y volatiles)
de los compuestos analizados en las uvas y en los vinos durante ambas afiadas de estudio (2017 y

2018), a través del software InfoStat (InfoStat, www.infostat.com.ar).
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4. Resultados

En este capitulo se presentan los trabajos publicados o en su defecto, los que estan en
proceso de publicacion, en distintas revistas cientificas internacionales de alto impacto
relacionadas principalmente con los topicos de tecnologia y/o quimica de los alimentos, agricultura
y horticultura. Se muestran los resultados del estudio de la aplicacion foliar de los tratamientos de
algas a las vides de Tempranillo Blanco y de Tempranillo en la composicion fendlica, nitrogenada
y volatil de las uvas y de los vinos. En cada apartado se presentan cada una de las publicaciones
correspondientes a los objetivos de la presente Tesis Doctoral acompanadas de un resumen con los

principales resultados obtenidos en cada una de ellas.
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4.1. Influencia de la aplicacion foliar del alga Ascophyllum nodosum en la composicion

fenolica, nitrogenada y volatil de las uvas y de los vinos de Tempranillo Blanco

4.1.1. Publicaciéon n°1
Titulo: Phenolic composition of Tempranillo Blanco (Vitis vinifera L.) grapes and wines after

biostimulation through a foliar seaweed application.

Publicado en: Journal of the Science of Food and Agriculture (2020), 100, 825-835. Factor de

impacto: 2.422. Cuartil: Q1 (Agricultura, Multidisciplinaria).

Autores: Gaston Gutiérrez Gamboa, Teresa Garde Cerdan, Leticia Martinez Lapuente, Bianca

Souza da Costa, Pilar Rubio Breton y Eva Pilar Pérez Alvarez.

Resumen:

Los objetivos de este trabajo fueron evaluar el efecto de la aplicacion foliar de dos dosis
de un extracto comercial del alga Ascophyllum nodosum a las vides de la variedad Tempranillo
Blanco en el contenido de compuestos fenolicos de la uva y del vino durante las afiadas 2017 y
2018, asi como también caracterizar estos compuestos en las uvas y en los vinos de esta variedad.
La aplicacion consistio en una dosis baja a 0,25 % (v/v) y una dosis alta a 0,50 % (v/v) del extracto
del alga realizadas en el estado fenologico de envero y una semana después. La precipitacion anual
y la evapotranspiracion de referencia (ETo) en 2017 fue de 180 mm y de 893 mm, respectivamente,
mientras que en 2018 fue de 354 mm y 790 mm, respectivamente. La humedad relativa en 2017

fue de 60,1 % y en 2018 fue de 69,4 %.
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Los resultados mostraron que en ambas afiadas, la aplicacion de la dosis alta del alga a las
vides de Tempranillo Blanco aumentd la concentracion de catequina, y de la mayoria de los
flavonoles de la uva, incluida su concentracion total comparado al control. La aplicacion de la
dosis baja del alga a las vides dio lugar a vinos con el mayor contenido de catequina en 2017,
mientras que la aplicacion de la dosis alta dio lugar a vinos con un mayor contenido de catequina
que las muestras de vino de control en 2018. Los tratamientos aplicados a las vides apenas
afectaron a la concentracion de los acidos hidroxicinamicos de las uvas y de los vinos y no
afectaron al contenido de estilbenos de los vinos. En 2017, las vides tratadas con la dosis alta del
alga produjeron uvas con un mayor contenido de acido siringico en comparacion a las uvas de las
vides tratadas con la dosis baja del alga, mientras que en 2018, la aplicacion de la dosis baja del
alga produjo uvas con el contenido mas bajo de acido siringico. La aplicacion de la dosis alta dio
lugar a vinos con el mayor contenido de acido gélico y de acido hidroxicindmicos totales en 2017,
mientras que en 2018 los tratamientos no afectaron al contenido de los acidos hidroxicindmicos
del vino.

La concentracion de catequina en las uvas y en los vinos fue mayor en 2017 que en 2018,
mientras que el contenido de acido siringico en las uvas fue mayor en 2018 que en 2017. Los vinos
del 2017 presentaron un mayor contenido de 4cido cis-caftarico, de acido galico y de acidos
hidroxibenzoicos totales que los vinos del 2018, mientras que el 4cido p-cumdrico, el acido
siringico y los estilbenos mostraron un mayor contenido en 2018 que en 2017. Es posible que las
diferencias anuales en el contenido de estos compuestos fenolicos puedan ser atribuidas a la mayor
presion de enfermedades debido a las altas precipitaciones y humedad relativa ocurrida en 2018.

La catequina fue el unico flavanol identificado y el compuesto fenolico mas abundante que

se encontrd en las uvas y en los vinos de la variedad Tempranillo Blanco. La quercetina-3-O-
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glucésido y la quercetina-3-O-glucurénido fueron los flavonoles mas abundantes encontrados en
las uvas de esta variedad. Los flavonoles de tipo quercetina dominaron el perfil de flavonoles de
las uvas Tempranillo Blanco, seguidos por los de tipo kaempferol y finalmente por los de tipo
isorhamnetina. Los acidos hidroxicinamicos fueron la familia mas importante de compuestos
fenodlicos analizados en los vinos Tempranillo Blanco. Los acidos frans-caftarico, cis-cutarico y
cafeico fueron los acidos hidroxicindmicos mas abundantes en las uvas Tempranillo Blanco,
mientras que el menos abundante fue el 4cido frans-cutarico. Los estilbenos mas abundantes
encontrados en los vinos Tempranillo Blanco fueron el trans-resveratrol y el trans-piceido.

En sintesis, los resultados muestran que la catequina fue el compuesto fenolico mas
abundante en las uvas y en los vinos de la variedad Tempranillo Blanco. El perfil de flavonoles de
las uvas de esta variedad estuvo dominado por los de tipo quercetina, seguido por los flavonoles
de tipo kaempferol y finalmente, los de tipo isorhamnetina. La aplicacion de la dosis alta del
extracto del alga a las vides de Tempranillo Blanco aumento6 la concentracion de catequina y la
mayoria de los flavonoles individuales en las uvas en 2017 y 2018, mientras que la aplicacion de
la dosis baja no tuvo efectos significativos en el contenido de los compuestos fenolicos analizados
en las uvas y en los vinos. Los incrementos en el contenido de flavonoles tras la aplicacion de la
dosis alta del extracto de alga oscilaron entre un 42 y un 308 % comparado a los efectos en las
vides sin tratar. Los resultados de este trabajo sugieren que las algas pueden actuar como inductores
bioticos regulando la actividad de las enzimas relacionadas con la acumulacion de ciertos
compuestos fendlicos, principalmente de la catequina y de los flavonoles en las uvas de la variedad

Tempranillo Blanco, independiente de las condiciones climaticas de la afiada.
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4.1.2. Publicacion n°2
Titulo: Study of must and wine amino acids composition after seaweed applications to

Tempranillo blanco grapevines.

Publicado en: Food Chemistry (2020), 308, 125605. Factor de impacto: 5.399. Cuartil: Ql

(Ciencia y Tecnologia de los Alimentos).

Autores: Gaston Gutiérrez Gamboa, Teresa Garde Cerdédn, Pilar Rubio Breton y Eva Pilar Pérez

Alvarez.

Resumen:

Durante los ultimos afios se ha demostrado que la aplicacion foliar de algas a las vides
puede desencadenar la sintesis de ciertos metabolitos secundarios en las uvas, en especial de los
compuestos fenolicos. Sin embargo, hasta la fecha, no existen estudios que evaliien su efecto en el
contenido de compuestos nitrogenados en las uvas y en los vinos. Por otro lado, la produccion y
la elaboracién de uva y de vino de la variedad Tempranillo Blanco ha sido recientemente
autorizada por la Denominacion de Origen Calificada (D.O.Ca.) Rioja y no existen estudios que
caractericen la composicion nitrogenada de los mostos y de los vinos de esta variedad.

Por lo tanto, los objetivos de este estudio fueron evaluar los impactos de la aplicacion foliar
de una dosis alta (0,50 % v/v) y de una dosis baja (0,25 % (v/v) de un extracto comercial del alga
Ascophyllum nodosum a las vides de la variedad Tempranillo Blanco en el contenido de los

aminoacidos y del amonio del mosto y del vino durante dos afiadas consecutivas (2017 y 2018),
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asi como también caracterizar el contenido de los aminoacidos del mosto y del vino de esta
variedad.

Los resultados climaticos mostraron que la afiada 2017 fue mas seca que la anada 2018.
Asi, en 2017, la precipitacion anual caida fue de 180 mm y en 2018 fue de 354 mm, mientras que
la evapotranspiracion de referencia (ETo) fue de 893 mm en 2017 y de 790 mm en 2018. La
humedad relativa fue de 60,1 % en 2017 y de 69,4 % en 2018.

Los aminoacidos mas abundantes encontrados en los mostos de la variedad Tempranillo
Blanco fueron la arginina, el acido glutdmico, la citrulina + treonina, la glutamina, el acido
aspartico y la a-alanina, los cuales representaron un 69,6 % del total de aminoécidos; mientras que
los aminoacidos menos abundantes fueron la leucina, la isoleucina, la metionina, la lisina, la
ornitina y la glicina, los que representaron un 2,5 % del total de aminoacidos. La relacion prolina
a arginina de los mostos de Tempranillo Blanco fue inferior a 1 en todas las muestras. La prolina
de forma individual represento el 84,2 % del total de los aminodcidos en los vinos. La cisteina no
se identifico en los mostos, mientras que si se encontr6 en los vinos.

En 2017, la dosis baja del extracto del alga aplicada foliarmente a las vides de Tempranillo
Blanco no afect6 significativamente el contenido de los aminodcidos del mosto. Sin embargo, la
dosis alta del extracto del alga aplicada a las vides de Tempranillo Blanco aumenté la
concentracion en el mosto del 4cido y-aminobutirico, del acido aspartico, del 4cido glutdmico, de
la a-alanina, de la arginina, de la citrulina + treonina, de la fenilalanina, de la glutamina, de la
isoleucina, de la leucina, de la lisina, de la serina, de la tirosina, del triptéfano y de la valina. En
2018, los tratamientos aplicados a las vides no tuvieron un efecto significativo en el contenido de
aminoacidos del mosto. Es importante destacar que, la aplicacion de la dosis alta del alga a las

vides aument6 la concentracion de fenilalanina y de isoleucina del mosto en 2017 y 2018. La
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concentracion de la mayoria de los aminoacidos y del amonio en los mostos fue mayor en 2018
que en 2017, mientras que la concentracion de prolina y de tirosina fue mayor en los mostos del
2017 que en los del 2018.

La concentracion de aminodacidos del vino fue afectada en mayor medida por el contenido
inicial de nitrégeno facilmente asimilable del mosto. La concentracion de la mayoria de los
aminoacidos de los vinos control fue mayor en 2018 que en 2017. El contenido de ciertos
aminoacidos en los vinos tales como el acido glutamico, la ornitina y el triptéfano fue mayor en
2018, mientras que el contenido de cisteina, de glutamina y de tirosina fue mayor en 2017.

En sintesis, la variedad Tempranillo Blanco se comporté como una variedad acumuladora
de arginina. En 2017, la dosis alta del alga aplicada a las vides aumento la concentracion de varios
de los aminoacidos analizados en los mostos en comparacion con las muestras control, mientras
que, en 2018, los tratamientos no tuvieron efectos significativos en la concentracion de los
aminoacidos del mosto. Los tratamientos fueron mas efectivos en la estacion mas seca, factor que
se vio afectado por las condiciones climaticas de la afiada. La dosis alta del alga aplicada
foliarmente a las vides aument6 la concentracion de fenilalanina en el mosto en ambas afadas,
indicando probablemente que las aplicaciones de algas a nivel foliar, pueden ejercer un efecto

elicitor en las vides de la variedad Tempranillo Blanco.
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4.1.3. Publicaciéon n°3
Titulo: Seaweed foliar applications at two dosages to Tempranillo Blanco (Vitis vinifera L.)

grapevines in two seasons: Effects on grape and wine volatile composition.

Publicado en: Food Research International (2020), 130, 108918. Factor de impacto: 3.579.

Cuartil: Q1 (Ciencia y Tecnologia de los Alimentos).

Autores: Gaston Gutiérrez Gamboa, Teresa Garde Cerdan, Pilar Rubio Breton y Eva Pilar Pérez

Alvarez.

Resumen:

El objetivo principal de este trabajo fue evaluar el efecto de una dosis baja (0,25 % v/v) y
una dosis alta (0,50 % v/v) de un extracto comercial del alga Ascophyllum nodosum aplicado
foliarmente a las vides de Tempranillo Blanco en el contenido de compuestos volatiles de la uva
y del vino en las afiadas 2017 y 2018. El objetivo secundario de este trabajo fue caracterizar la
composicion volatil del mosto y del vino Tempranillo Blanco. Los compuestos volatiles fueron
analizados por cromatografia gaseosa y el analisis sensorial de los vinos se realiz6 por medio de
un panel de catorce catadores expertos.

Los resultados mostraron que los terpenos mas abundantes en los mostos Tempranillo
Blanco fueron la geranil acetona, el @-terpineol, el p~cimeneno, el p~cimeno y el linalool. En 2017,
el tratamiento de la dosis baja del extracto del alga aplicada a las vides de Tempranillo Blanco
disminuy6 el contenido de geraniol, de linalool y de a-terpineol en los mostos, mientras que la

aplicacion de la dosis alta disminuy6 la concentracion de geraniol. En 2018, los tratamientos no
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afectaron el contenido de terpenos en los mostos. La concentracion de linalool, de p-cimeno y de
a-terpineol fue mayor en 2017, mientras que el contenido de geraniol fue mayor en 2018. El
compuesto varietal mas abundante en los mostos de Tempranillo Blanco fue la (E)-4~
damascenona. En general, los tratamientos no afectaron a la concentracion de Ci3 norisoprenoides
de los mostos. El contenido de f-ionona y de S-ciclocitral fue mayor en 2017 que en 2018. El
acetato de hexilo, el 2-hexanoato de etilo y el salicilato de metilo fueron los tnicos ésteres
identificados en los mostos. El salicilato de metilo fue el éster mas abundante en 2017. La dosis
baja del alga disminuy6 la concentracion de salicilato de metilo y de ésteres totales, mientras que
la aplicacion de la dosis alta aument6 el contenido de acetato de hexilo. En 2018, las aplicaciones
no afectaron la concentracion de ésteres en los mostos. El benzaldehido y el alcohol bencilico
fueron los bencénicos mas abundantes en los mostos. En 2017, la dosis baja del alga disminuy6 el
contenido de 2-feniletanal y 2-feniletanol. En 2018, ambos tratamientos disminuyeron el contenido
de 2-feniletanol y la dosis baja del alga disminuy6 la concentracion de alcohol bencilico en los
mostos. La concentracion total de bencénicos y del benzaldehido fue mas alta en 2018 que en
2017, mientras que el contenido de alcohol bencilico fue mas alto en 2017 que en 2018. El 1-
octenol fue el alcohol més abundante en los mostos. En 2017, la dosis baja del alga disminuy6 la
concentracion de 1-nonanol, de 1-octenol y de los alcoholes totales, mientras que en 2018, aumento
el contenido de 1-octenol y de los alcoholes totales. La concentracion del alcohol bencilico fue
mayor en 2017, mientras que la concentracion de alcoholes totales fue mayor en 2018. El nonanal
y el E,E-2,4-hexadienal fueron los compuestos carbonilicos mas abundantes en los mostos. En
2017, la dosis baja del alga disminuy6 la concentracion de octanal, de decanal, de nonanal, y de
los carbonilicos totales. En 2018, los tratamientos no afectaron el contenido de los compuestos

carbonilicos en los mostos. La concentracion de decanal, de nonanal y de los compuestos
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carbonilicos totales fue mayor en 2017 que en 2018, mientras que el contenido de E,E-2.4-
heptadienal y de p~decalactona fue mayor en 2017 que en 2018. Los compuestos C6 fueron la
familia mas abundante de compuestos volatiles en los mostos, siendo el (E)-2-hexenal y el hexanal
los compuestos C6 mas abundantes. En 2018, ambos tratamientos aumentaron el contenido de
hexanal en los mostos. La concentracion de (Z)-3-hexenol y de (E)-2-hexenal fue mayor en 2018
que en 2017, mientras que el contenido de hexanal fue mayor en 2017 que en 2018.

Los tratamientos apenas afectaron al contenido de los compuestos volatiles en los vinos en
2017, mientras que los vinos control mostraron una mayor concentracion en la mayoria de los
compuestos volatiles en 2018. La concentracion de 2-feniletanol, de isobutanol, de alcohol
bencilico, de los alcoholes superiores totales y de acetato de 2-feniletilo fue mayor en 2017 que en
2018, mientras que el contenido de (Z)-3-hexenol, de acetato de hexilo, de octanoato de etilo, de
decanoato de etilo, de acetato de isoamilo, de lactato de etilo, de acido octanoico, de acido
isobutirico y de los acidos grasos totales fue mayor en 2018 que en 2017.

En sintesis, los compuestos C6, como el (E)-2-hexenal, el (E)-2-hexenol y el hexanal
fueron los compuestos volatiles mas abundantes en los mostos. La (E)-f-damascenona fue el
compuesto varietal mas importante de esta variedad. La concentracion de terpenos y de Ci3
norisoprenoides fue escasamente afectada por la aplicacion de los tratamientos a las vides. La dosis
alta del alga tendio a aumentar el contenido de compuestos C6 en los mostos. Los tratamientos
apenas afectaron la concentracion de los compuestos volatiles del vino en 2017, mientras que los
vinos control mostraron el mayor contenido de varios compuestos volatiles en los vinos producidos
en 2018. El panel sensorial no mostr6 las mismas diferencias que el analisis quimico del mosto,
probablemente porque estas diferencias no fueron amplias en su concentracion. Estos fueron los

primeros resultados publicados respecto a la composicion volatil del mosto de Tempranillo Blanco.
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4.2. Influencia de la aplicacion foliar del alga Ascophyllum nodosum en la composicion

fenolica, nitrogenada y volatil de las uvas y de los vinos Tempranillo

4.2.1. Publicacién n°4
Titulo: Ascophyllum nodosum applications to Tempranillo grapevines: Effects on grape and wine

phenolic compounds.

Enviado: Australian Journal of Grape and Wine Research. Factor de impacto: 2.343. Cuartil: Q1

(Horticultura).

Autores: Gaston Gutiérrez Gamboa, Teresa Garde Cerdan, Belén Ayestaran, Miriam Gonzalez-

Lazaro, Pilar Rubio Bretén y Eva Pilar Pérez Alvarez.

Resumen:

Se ha demostrado que la aplicacion foliar de algas en las vides desencadena la sintesis de
ciertos compuestos fenolicos en las uvas, en especial de antocianos. Sin embargo, hasta la fecha
no existen estudios acerca de sus efectos en el contenido de estilbenos en los vinos. El objetivo de
este trabajo fue evaluar el efecto de la aplicacion de una dosis baja (0,25 % v/v) y una dosis alta
(0,50 % v/v) de un extracto comercial del alga Ascophyllum nodosum a las hojas de vides de la
variedad Tempranillo en el contenido de compuestos fendlicos de la uva y del vino durante dos
anadas (2017 y 2018).

Los resultados mostraron que los tratamientos aplicados a las vides apenas afectaron el

contenido de antocianos en las uvas y en los vinos, siendo la dosis baja del extracto del alga, el
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tratamiento mas efectivo. En 2017, la dosis baja del alga aument6 el contenido en las uvas de los
antocianos mayoritarios, asi como también de los antocianos totales no acilados y de los antocianos
totales. En esta temporada, a pesar de que la aplicacion de la dosis alta del alga no tuvo efectos
significativos en el contenido de los antocianos de las uvas, los vinos producidos presentaron un
mayor contenido de varios antocianos en comparacion al control. En 2018, los tratamientos
aplicados a las vides no afectaron el contenido de antocianos de las uvas ni de los vinos.

En 2017, la dosis baja del alga aumentd el contenido en uvas de la mayoria de los
flavonoles, asi como también el contenido total de miricetinas, quercetinas y flavonoles, mientras
que la dosis alta aument6d el contenido de miricetina-3-O-galactosido y de miricetina-3-O-
glucosido. En esta temporada, a pesar de que la aplicacion de la dosis alta del alga no tuvo efectos
significativos en el contenido de flavonoles de las uvas, los vinos producidos presentaron el mayor
contenido de miricetina-3-O-glucurénido, de quercetina-3-O-galactosido, de quercetina-3-O-
glucurénido y de isorhamnetina libre.

En 2017, la dosis baja del alga aument6 el contenido en las uvas del acido #rans-caftarico,
del acido frans-cutarico, del acido cafeico, de los acidos hidroxicinamicos totales, incluido el
contenido individual y total de los estilbenos. La dosis alta del alga aumento el contenido de la uva
del 4cido cafeico y también el contenido individual y total de los estilbenos. Las uvas cosechadas
de las vides tratadas con la dosis alta del alga mostraron el mayor contenido de todos los estilbenos.
En 2018, la dosis baja del alga aument6 el contenido de 4cido frans-caftarico, de acido trans-
cutarico, de los acidos hidroxicinamicos totales y del contenido de trans-piceido, mientras que la
dosis alta del alga aumento el contenido de trans-piceido y de los estilbenos totales. En esta afada,
los vinos control presentaron un menor contenido total de acidos hidroxicindmicos y una mayor

concentracion total e individual de cada uno de los acidos hidroxibenzoicos que los vinos
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producidos de uvas cosechadas de vides tratadas con la dosis baja del alga. Asimismo, los vinos
control presentaron el contenido mas bajo de acido cafeico y el contenido mas alto de trans-
resveratrol.

En sintesis, la aplicacion de la dosis baja del alga a las vides de Tempranillo en la afiada
2017 aument6 la concentracion de varios compuestos fendlicos en las uvas tales como la mayoria
de los antocianos mayoritarios, de los antocianos no acilados, de los antocianos totales, de los
flavonoles mayoritarios como los de tipo miricetina y de quercetina, incluyendo los flavonoles
totales, de varios acidos hidroxicinamicos y de todos los estilbenos. La aplicacion de la dosis alta
en 2017 aumentd el contenido de los derivados de miricetina y de todos los estilbenos en las uvas.
En general, ambas dosis aumentaron el contenido de la uva de trans-piceido y de los estilbenos
totales en ambas anadas. Los tratamientos aplicados a las vides de Tempranillo no tuvieron un
efecto significativo en el contenido de compuestos fendlicos de la uva en 2018. Por lo tanto, las
aplicaciones de algas a las vides de Tempranillo podrian actuar como inductores, desencadenando

la sintesis de estilbenos en las uvas.
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4.2.2. Publicacién n°5
Titulo: Biostimulation to Tempranillo grapevines (Vitis vinifera L.) through a brown seaweed

during two seasons: Effects on grape juice and wine nitrogen compounds.

En revision: Scientia Horticulturae (2020), 264, 109177. Factor de impacto: 1.961. Cuartil: Q1

(Horticultura).

Autores: Gaston Gutiérrez Gamboa, Teresa Garde Cerdédn, Pilar Rubio Breton y Eva Pilar Pérez

Alvarez.

Resumen:

Los compuestos nitrogenados juegan un rol fundamental en la cinética de la fermentacion
alcohdlica ya que un contenido bajo de estos compuestos en el mosto puede dar lugar a
ralentizaciones o paradas de fermentacion. Por otro lado, pocos trabajos estudian el efecto de la
aplicacion de algas en las vides en el contenido de compuestos nitrogenados de las uvas y de los
vinos. El objetivo de este estudio fue determinar el efecto de la aplicacion foliar de una dosis baja
(0,25 % v/v) y una dosis alta (0,50 % v/v) de un extracto comercial del alga Ascophyllum nodosum
a vides de la variedad Tempranillo en el contenido de aminoacidos y de amonio en el mosto y en
el vino durante dos temporadas consecutivas (2017 y 2018).

Los datos climaticos mostraron que la afiada 2018 fue mas humeda que la afiada 2017. En
este sentido, en 2018, la precipitacion anual de la afiada fue de 354 mm, mientras que en 2017 fue

de 180 mm. La evapotranspiracion de referencia (ETo) de ambas afiadas fue similar y alcanz6 un
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valor de 790 mm en 2018 y de 893 mm en 2017. Por otro lado, la humedad relativa fue de 69,4 %
en 2018 y de 60,1 % en 2017.

Los resultados del ensayo mostraron que en 2017, la dosis baja del alga aplicada
foliarmente a las vides de Tempranillo aument6 la concentracion en los mostos de acido y-
aminobutirico, de a-alanina, de arginina, de histidina, de isoleucina, de lisina, de metionina, de
ornitina, de prolina, de triptéfano, de valina, de los aminoacidos totales y de los aminoacidos
totales sin considerar la prolina. En 2018, los mostos control presentaron el menor contenido de
glicina. En esta misma afada, los mostos producidos de la uva proveniente de vides tratadas con
la dosis alta del alga mostraron el mayor contenido de citrulina + treonina y de histidina, y un
mayor contenido de triptéfano que los mostos control.

En 2017, las vides tratadas con la dosis alta del alga dieron lugar a vinos con la mayor
concentracion de acido y-aminobutirico y de fenilalanina y de un mayor contenido de aminoacidos
totales sin considerar la prolina que los vinos producidos de uvas de vides tratadas con la dosis
baja del alga. En 2018, los vinos control mostraron una mayor concentracioén de la mayoria de los
aminodcidos, y del amonio, asi como también de las fracciones nitrogenadas que los vinos
producidos de uvas cosechadas de vides tratadas con la dosis alta del alga. Los vinos control
presentaron la mayor concentracion de arginina, de glicina, de metionina, de amonio, incluido el
contenido total de aminodcidos sin considerar la prolina y de todas las fracciones nitrogenadas.

Los mostos en 2018 mostraron una mayor concentracion de varios aminoacidos, tales como
el acido aspartico, el 4cido glutamico, la a-alanina, la citrulina + treonina, la fenilalanina, la glicina,
la lisina, la serina, asi como también de los aminoacidos totales, de las fracciones nitrogenadas y
del amonio que los mostos de la afiada 2017. Por otro lado, los vinos producidos en 2018, con la

excepcion de los vinos producidos de las uvas cosechadas de las vides tratadas con la dosis alta
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del alga, presentaron una mayor concentracion de varios aminoéacidos que los vinos producidos en
2017.

En resumen, durante la afiada mas seca, la dosis baja del extracto del alga aplicada
foliarmente a las vides de Tempranillo aument6 la concentracion de la mayoria de los aminoacidos
en los mostos, mientras que, en la afiada mas humeda, la dosis alta del extracto de algas aument6
la concentracion de ciertos aminoacidos en los mostos. Los mostos producidos en la afiada mas
seca presentaron una menor concentracion de aminoacidos que los mostos elaborados en la
estacion mas lluviosa. Por lo tanto, la aplicacion de algas en vides de Tempranillo podria
desencadenar la sintesis de aminoacidos en las uvas dependiendo de la dosis aplicada y de las

condiciones climaticas de la afiada.
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4.2.3. Publicacién n°6
Titulo: Effects on grape and wine volatile composition after biostimulation with a brown alga to

Tempranillo grapevines in two seasons.

Enviado: Journal of the Science of Food and Agriculture. Factor de impacto: 2.422. Cuartil: Q1

(Agricultura, Multidisciplinaria).

Autores: Gaston Gutiérrez Gamboa, Teresa Garde Cerdan, Pilar Rubio Breton y Eva Pilar Pérez

Alvarez.

Resumen:

El objetivo de este trabajo fue estudiar el efecto de una dosis baja (0,25 % v/v) y una alta
(0,50 % v/v) de un extracto comercial de alga Ascophyllum nodosum aplicadas foliarmente a las
vides de Tempranillo en el contenido de compuestos volatiles de la uva y del vino durante 2017 y
2018.

Los resultados mostraron que los tratamientos disminuyeron la concentracion de p-cimeno
en los mostos, mientras que los mostos control presentaron un contenido mas alto de terpenos
totales que los mostos obtenidos de las vides tratadas con la dosis alta del alga. Este tratamiento
disminuy6 el contenido de p-cimeneno y aumento el de geranil acetona. En 2018, los mostos de
las vides tratadas con la dosis alta del alga presentaron el contenido mas alto de p-cimeno, de 6xido
de nerol y de terpenos totales, mientras que los mostos de las vides tratadas con la dosis baja del
alga presentaron el contenido mas bajo de geraniol. La concentracion de geranil acetona, de 6xido

de nerol, de geraniol y de terpenos totales fue mayor en 2018 que en 2017.
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Respecto a los Ci3 norisoprenoides, la dihidro-4-ionona solo fue detectada en 2017,
mientras que el jasmonato de metilo solo fue detectado en 2018. En 2017, ambos tratamientos
disminuyeron el contenido de 1,1,6,-trimetil-1,2-dihidronaftaleno (TDN) en los mostos. En 2018,
los mostos de las vides tratadas con la dosis alta del alga presentaron el mayor contenido de (E)-
f-damascenona, de (Z)-/4-damascenona, de TDN, de S-ciclocitral y de Ci3 norisoprenoides totales,
y un mayor contenido de dihidro-4-ionona que los mostos control. El contenido de (Z)-4-
damascenona y de TDN fue mayor en 2018 que en 2017.

Respecto a los ésteres, el salicilato de metilo y el 2-hexenoato de etilo no pudieron ser
identificados en los mostos en 2018. En 2017, ambos tratamientos disminuyeron el contenido de
acetato de 2-hexenol, mientras que en 2018 aumentaron su contenido. En 2018, los mostos de las
vides tratadas con la dosis alta del alga presentaron el mayor contenido de acetato de hexilo y de
ésteres totales.

En 2017, la dosis baja del alga disminuy¢ el contenido de benzaldehido en los mostos,
mientras que la dosis alta disminuyd el contenido de alcohol bencilico. En 2018, los mostos de las
vides tratadas con la dosis alta del alga presentaron el mayor contenido de todos los bencénicos,
incluida su concentracion total, y la dosis baja del alga disminuy6 el contenido de 2-feniletanol.
La concentracion de benzaldehido y de 2-feniletanol en 2018 fue mas alta que en 2017, mientras
el contenido de 2-feniletanal y del alcohol bencilico fue mas alto en 2017 que en 2018.

En 2017, la dosis alta del alga disminuy¢ la concentracion de 1-nonanol y de 1-decanol en
los mostos. En 2018, ambos tratamientos aumentaron el contenido de 2-etil-1-hexanol en los
mostos, mientras que la dosis alta del alga aumento el contenido de 1-nonanol y de 1-heptanol. El

contenido de 1-octenol fue mayor en 2018 que en 2017.
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En 2017, la dosis alta del alga aumento el contenido de nonanal, decanal, octanal, asi como
también el contenido total de compuestos carbonilicos. En 2018, este tratamiento aument6 el
contenido de E,E-2.4-hexadienal de los mostos. Ambos tratamientos aumentaron el contenido
decanal y octanal en los mostos. La concentracion en los mostos de la mayoria de los compuestos
carbonilicos con la excepcion de E,E-2,4-hexadienal fue mayor en 2018 que en 2017.

En 2017, ambos tratamientos aumentaron el contenido de hexanal en los mostos. En 2018,
la dosis alta del alga aument6 el contenido de (Z)-3-hexenol en los mostos. Los mostos obtenidos
de las vides tratadas con la dosis alta del alga presentaron el mayor contenido total de compuestos
C6. El contenido de hexanal en los mostos fue mayor en 2018 que en 2017, lo que coincidié con
un mayor contenido de acidez total y de acido malico y un pH mas bajo. El contenido de 1-hexanol
y del contenido total de compuestos C6 en los mostos fue mayor en 2017 que en 2018.

Respecto a la composicion volatil de los vinos, los tratamientos tuvieron un escaso efecto
en su contenido. La concentracion de la mayoria de los alcoholes superiores, del acetato de
isoamilo, del acetato de 2-feniletilo y del acido isobutirico fue mayor en 2018 que en 2017,
mientras que el contenido de 4-vinilfenol fue mayor en 2017 que en 2018.

De este modo, en 2017, la aplicacion de la dosis baja del alga tendid a disminuir el
contenido de ciertos compuestos volatiles, pero la dosis alta aumentd el contenido de ciertos
compuestos carbonilicos, incluido su contenido total. En 2018, la dosis alta aument6 la
concentracion de la mayoria de los compuestos volatiles, incluido el contenido total de la mayoria
de las familias quimicas de los compuestos volatiles analizados, excepto el de los alcoholes totales.
Los tratamientos apenas afectaron la composicion volatil del vino. Por lo tanto, las aplicaciones
foliares de algas a las vides de Tempranillo pueden ejercer un efecto elicitor dependiendo del

efecto de la afiada, desencadenando la sintesis de compuestos volatiles en la uva.
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5. Discusion general
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5.1. Efecto de la aplicacion foliar del alga Ascophyllum nodosum en las uvas y en los vinos
de Tempranillo Blanco

5.1.1. Compuestos fendlicos

De acuerdo con los resultados expuestos anteriormente, la aplicacion foliar de algas en una
dosis alta a las vides, dio lugar a un aumento significativo de la concentracion de catequina en
ambas afiadas de estudio. Asi, la enzima leucoantocianidina reductasa (LAR) regula la biosintesis
de leucocianidina en catequina y luego la conversion enzimatica de catequina en epicatequina
(Bogs et al., 2005). De forma adicional, la antocianidina reductasa (AR) implica la conversion de
cianidina en catequina (Dixon et al., 2004). Como se ha mencionado, las algas poseen en su
contenido una amplia gama de polisacaridos los cuales pueden actuar como elicitores en
horticultura, desencadenando la sintesis de ciertos metabolitos secundarios en las frutas, en
especial, de compuestos fendlicos (Mercier et al., 2001; Jayaraj et al., 2008; Craigie, 2011; Shukla
et al., 2016, 2019; Ben Salah et al., 2018). Horbowicz et al. (2011) mostraron que la aplicacion
foliar de un elicitor de tipo abiodtico podria aumentar la actividad de las enzimas LAR y/o AR en
plantulas de trigo sarraceno comun (Fagopyrum esculentum). Recientemente, Frioni et al. (2019)
han demostrado que la aplicacion foliar de un extracto comercial de Ascophyllum nodosum a las
vides de la variedad Sangiovese indujo una mayor actividad de varias enzimas relacionadas con la
sintesis de compuestos fenolicos, tales como la flavonoide 3-O-glucosil transferasa (UFGT), la
leucoantocianidina dioxigenasa (LDOX), la flavonoide-3',5'-hidroxilasa (F3'5'H) y la flavonoide-
3'-hidroxilasa (F3'H). Por tanto, es probable que las aplicaciones foliares de algas a las vides de
Tempranillo Blanco en dosis altas puedan desencadenar la activacion de las enzimas LAR o AR,
induciendo la sintesis de catequina en las uvas. Por otro lado, el tratamiento fue el factor de mayor

importancia que afect6 al contenido de catequina en las uvas. En 2018, las precipitaciones caidas
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fueron significativamente mas altas que en 2017, y ciertos racimos de uvas se vieron afectados por
Botrytis cinerea. La concentracion de catequina fue menor en las uvas cosechadas en la afiada
2018 que en las uvas cosechadas en 2017, debido probablemente al hecho de que los flavanoles se
descomponen por la actividad enzimatica de B. cinerea (Ribéreau-Gayon et al., 2006). Por otra
parte, la radiacion anual acumulada fue mayor en la afiada 2017 que en la 2018. Asi, ciertos autores
han mostrado resultados contradictorios acerca de los efectos de los factores microclimaticos en
la biosintesis de flavanoles en las uvas. Downey et al. (2008) informaron de que el sombreado de
racimos no afecto al contenido de taninos condensados en los hollejos y en las pepitas de la uva,
mientras que Koyama et al. (2012) mostraron que el sombreado en los racimos disminuy¢ el
contenido de proantocianidinas de las uvas. Por el contrario, se ha demostrado que la exposicion a
la luz solar después de envero aumento los niveles de antocianos y de flavanoles en los hollejos en
comparacion con las uvas expuestas a la sombra (Cortell y Kennedy, 2006). La catequina y los
acidos hidroxicindmicos son los compuestos responsables de la coloracion de los vinos blancos,
que inicialmente son incoloros, pero que pueden oxidarse enzimatica o quimicamente para formar
productos de color amarillo y/o pardo-marrén (Harbertson y Spayd, 2006). Es asi como, las
diferencias anuales en el contenido de la catequina en los vinos, pueden atribuirse a las reacciones
de oxidacién que involucran a la catequina en estos pasos o a la afeccion de enfermedades
criptogdmicas en las uvas.

Por otro lado, la acumulacioén de flavonoles en las uvas parece ocurrir antes del envero,
alcanzando un contenido maximo en esta etapa fenoldgica, y su biosintesis ocurre solo en las
células de los hollejos de la uva (Ribéreau-Gayon et al., 2006). De acuerdo con lo expuesto en la
literatura, existen pocos trabajos que estudien el efecto de la aplicacion de extractos de algas en el

contenido pormenorizado de flavonoles en la uva (Frioni et al., 2019). Estos autores, a diferencia
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de nuestros resultados, mostraron que la aplicacion de un extracto de alga aplicado a las vides
disminuy6 la concentracion de catequina, de epicatequina, de quercetina-3-glucésido, de
quercetina-3-glucurénido y de kaempferol-3-glucésido, mientras que su aplicacion aumentd el
contenido de miricetina-3-glucdsido. Los autores demostraron que la activacion de las enzimas
relacionadas con la biosintesis de los flavonoles cuyo anillo B se encuentra trisustituido, esta
relacionada con niveles mas altos de transcriptores para la enzima flavonoide-3',5'-hidroxilasa
(F3'5'H) en el momento en que la uva alcanza cerca de los 19 °Brix y, los niveles mas bajos de
transcriptores para la enzima flavonoide-3'-hidroxilasa (F3'H) en el momento en que la uva alcanza
cerca de los 22 °Brix. Es posible que una dosis alta de algas aplicadas foliarmente a las vides de la
variedad Tempranillo Blanco pueda incrementar la actividad de las enzimas responsables en la
biosintesis de la catequina, permitiendo la sintesis de estos compuestos en la uva.

La concentracion de los acidos hidroxicinamicos en las uvas no se vio afectada
significativamente por los tratamientos aplicados al vifiedo. Los acidos hidroxicindmicos son
sustratos de las enzimas polifenol oxidasas (PPOs) en las uvas (Ribéreau-Gayon et al., 2006). Es
posible que el grado de oxidacion del mosto una vez que las muestras de uva fueron descongeladas
y trituradas haya afectado al contenido de los acidos hidroxicindmicos sobre los tratamientos
aplicados en el vifiedo. Estos compuestos tienen una importancia relevante en la calidad del vino,
ya que son la causa principal del oscurecimiento en los vinos blancos y del origen de la formacion
del 4-etilfenol y del 4-etilguaiacol en los vinos (du Toit et al., 2006). El contenido de los acidos
hidroxicinamicos durante el proceso de oxidacion de los vinos disminuye, aparentemente, sin
relacion con el grado de pardeamiento del vino (Fernandez-Zurbano et al., 1998). El pardeamiento
enzimatico parece seguir reacciones de oxidacion acopladas, donde las quinonas de los acidos

hidroxicinamicos oxidan a los grupos catecol, regenerando nuevamente a estos acidos
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hidroxicinamicos (Waterhouse et al., 2016). Por otro lado, estos compuestos tienen la capacidad
de formar copigmentos con los antocianos y pueden, de esta forma, contribuir al amargor y a la
astringencia de los vinos (Bimpilas et al., 2016). Debido a estas razones, es posible que el
contenido de los 4cidos hidroxicindmicos de las uvas y de los vinos haya estado mas afectado por
las reacciones quimicas dadas durante el andlisis de la uva y a lo largo la vinificacion,
respectivamente, que por los tratamientos aplicados foliarmente a las vides.

Los 4acidos hidroxibenzoicos como los acidos vanillico, galico, siringico y salicilico estan
unidos a las paredes celulares de los hollejos de las bayas (Cosme et al., 2018). El acido galico se
produce en el vino mediante la hidrélisis de los ésteres de galato que se encuentran en los taninos
condensados e hidrolizables (Waterhouse et al., 2016). Al igual que los acidos hidroxicinamicos,
los acidos hidroxibenzoicos con funcionalidad catecol o galoilo también son susceptibles a las
reacciones de oxidacion y, por lo tanto, el contenido de los acidos hidroxibenzoicos en los vinos
también pudo verse mas afectado por los procesos de oxidacién que ocurrieron durante la
vinificacion que por las aplicaciones foliares del alga al vifiedo.

Los estilbenos son fitoalexinas que se sintetizan de forma glucosilada en las uvas en
respuesta a la incidencia de enfermedades criptogamicas y a la radiacion UV-B, y pueden ser
liberados a los vinos por efecto de la actividad enzimatica de las levaduras durante la vinificacion
(Flamini et al., 2013; Hasan y Bae, 2017). Como ha sido mencionado, el nivel de precipitaciones
y de humedad relativa fue mayor en la afiada 2018 que en la 2017, por lo que ciertos racimos
fueron afectados por B. cinerea. Es posible que, los vinos producidos en la afiada 2018 tuvieran
una mayor concentracion de estilbenos que los vinos elaborados en 2017, debido a la diferencia

en las condiciones fitosanitarias de las vides entre ambas anadas.
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5.1.2. Compuestos nitrogenados

La composicion de aminoacidos que se encontrd en los mostos de la variedad Tempranillo
Blanco es similar a la de la variedad Tempranillo segun lo expuesto en la literatura, con la
excepcion de la prolina, el cual es un aminoacido abundante en esta variedad. Algunos autores han
mostrado que los aminodcidos mas abundantes encontrados en los mostos de Tempranillo son la
arginina, la prolina, la glutamina, el 4cido glutdmico y el 4cido y-aminobutirico (Garde-Cerdan et
al., 2017b; Gutiérrez-Gamboa et al., 2017c). En comparacion con otras variedades de uva blanca,
la composicion de aminoacidos del mosto de la variedad Tempranillo Blanco es similar a las de
las variedades Godello y Treixadura (Bouzas-Cid et al., 2015). En este estudio, la arginina, la a-
alanina, la treonina, el acido y-aminobutirico, la glutamina y el acido glutdmico fueron los
aminoacidos mas abundantes en los mostos, representando entre el 69 y el 76% del total de los
amino4cidos. La relacion prolina a arginina se usa comunmente para clasificar las variedades de
vid de acuerdo con su capacidad de acumular uno de estos dos aminoacidos (Bell y Henschke,
2005; Garde-Cerdan et al., 2009; Bouzas-Cid et al., 2015). La relacién prolina a arginina en los
mostos de Tempranillo Blanco fue inferior a 1. Esta relacion es aun mas evidente cuando se calcula
en términos de nitrogeno asimilable, ya que la prolina contiene un atomo de nitrégeno por
molécula, mientras que la arginina presenta cuatro dtomos de nitrégeno por molécula en su
composicion (Stines et al., 2000). Por lo tanto, segtin los resultados expuestos en la presente Tesis
Doctoral, Tempranillo Blanco se comport6 como una variedad acumuladora de arginina,
acumulando de esta forma, una mayor proporcion de nitrogeno asimilable (arginina) en lugar de
nitrégeno no asimilable (prolina) para la levadura. Estos resultados son interesantes ya que la
mayoria de los estudios sobre la relacion prolina a arginina de los mostos de la variedad

Tempranillo han mostrado que esta variedad tiende a comportarse como una variedad acumuladora
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de prolina (Garde-Cerdan et al., 2014; Garde-Cerdan et al., 2017b; Pérez-Alvarez et al., 2017a;
Gutiérrez-Gamboa et al., 2018d). Las vides que alcanzan una alta asimilacion de nitrégeno pueden
convertir el exceso de glutamina en arginina, mientras que, durante la sequia, el estrés salino o las
deficiencias de nitrogeno, una mayor proporcién de glutamina parece convertirse en prolina
(Keller, 2015). Es posible que las diferencias en las concentraciones de arginina y prolina entre las
variedades Tempranillo Blanco y Tempranillo se atribuyan a que la mutacion natural proporcion6
una pérdida de material genético (Carbonell-Bejerano et al., 2017), incluyendo también
posiblemente cambios en la absorcion de nitrogeno por las vides y en la actividad de las enzimas
responsables de convertir glutamina en arginina o en prolina.

Como ha sido mencionado con anterioridad, las algas contienen una amplia gama de
polisacaridos, los cuales han sido usados como elicitores en diversos cultivos agricolas (Ben Salah
et al., 2018). Nuestros resultados han mostrado que la aplicacion foliar de una dosis alta del
extracto comercial del alga A. nodosum a las vides de Tempranillo Blanco aument6 la
concentracion en el mosto de fenilalanina y de isoleucina en ambas afiadas. Ciertos metabolitos
secundarios, tales como la lignina, las poliaminas, los flavonoles, los antocianos, los taninos, los
flavonoles, los isoflavonoles y las cumarinas y sus derivados se generan a partir de la fenilalanina
en la ruta del acido shikimico (Tohge et al., 2013). Ademas, la produccion en los vinos de alcohol
amilico y de 2-feniletanol, asi como también de sus correspondientes ésteres derivan de la
isoleucina y de la fenilalanina, respectivamente (Bell y Henschke, 2005; Trinh et al., 2010). En
este sentido, la fenilalanina es un aminoacido precursor de compuestos fenolicos en las uvas y de
compuestos aromaticos en los vinos. Por otro lado, ciertos autores han demostrado que la

aplicacion de distintos tipos de elicitores puede inducir a una mayor actividad de la fenilalanina
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amonio liasa (PAL), enzima clave que cataliza el primer paso de la biosintesis de los compuestos
fenolicos (Romanazzi et al., 2002; Belhadj et al., 2008; Trotel-Aziz et a., 2006; Deng et al., 2019).

Las diferencias anuales en el contenido de los aminoacidos del mosto y de los vinos pueden
estar asociadas al estado hidrico de las vides y a su efecto en el tamafio de las bayas. En este
sentido, el estado hidrico de las vides depende del agua disponible en el suelo y de la cantidad total
de agua evaporada, que incluye el agua transpirada por las plantas y la evaporada por el suelo
(Keller, 2015). Las precipitaciones caidas en la afiada 2018 fueron mas abundantes que en 2017,
mientras que la evapotranspiracion de referencia (ETo) a lo largo de la temporada de crecimiento
de la vid fue similar en ambas afiadas, lo que afect6 al peso de las bayas. Las vides cultivadas en
condiciones de mayor estrés hidrico presentan, en general, menor vigor y bayas mas pequefias que
las vides manejadas con un suministro constante de agua (Peyrot des Gachons et al., 2005).

El contenido de acido aspartico y de acido glutdmico de los mostos tras la aplicacion foliar
de las distintas dosis del extracto comercial del alga fue significativamente influenciado por la
interaccion entre el tratamiento y la afiada. La sintesis del acido aspartico y del acido glutamico
ocurre temprano en la temporada de crecimiento de la vid, cuando las uvas alcanzan un valor de
solidos solubles de 10 a 15 °Brix, posteriormente, la concentracion de estos aminoacidos
disminuye, posiblemente debido a que son precursores de los aminoacidos esenciales de las uvas
(Garde-Cerdan et al., 2018a). Asimismo, el acido glutdmico y la glutamina pueden convertirse en
otros aminodacidos por la accion de las enzimas transaminasas (Keller, 2015). Es posible que las
aplicaciones foliares de las algas afecten de forma diferencial al contenido de 4cido aspartico y de
acido glutamico en la uva, dependiendo de las condiciones climaticas de cada afiada. En este

sentido, la dosis alta del alga aplicada en una anada mdas seca aumenta el contenido del acido
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aspartico y del acido glutamico de la uva, mientras que su aplicacion en una afiada mas humeda
causa un efecto opuesto en el contenido de estos aminoacidos.

La concentracion de prolina y de tirosina en los mostos fue significativamente mayor en la
anada 2017, mas seca, que en la afiada 2018, mas himeda. Canoura et al. (2018) mostraron que
altos niveles de prolina se acumularon en las uvas de las variedades Chardonnay y Syrah en
respuesta a la sequia. El metabolismo de la prolina en las plantas permite la acumulacion de este
aminoacido en los tejidos en respuesta al estrés por eventos de sequia. Asi, Haider et al. (2017)
demostraron que 18 genes expresados diferencialmente (GED) tenian un funcionamiento
significativamente importante en la regulacion del metabolismo de la prolina después de un
tratamiento de sequia aplicado en vides de dos afios de la variedad Summer Black cultivadas en
macetas.

Los incrementos en la concentracion de los aminoacidos en el mosto después de la
aplicacion foliar del alga en el vifiedo no fueron expresadas en el contenido de aminoacidos de los
vinos producidos. La afiada fue el factor mas importante que afect6 al contenido de la mayoria de
los aminoacidos estudiados en los vinos, mientras que el contenido de arginina en los mostos y en
los vinos no se vio afectado por los factores estudiados. A pesar de que todas las vinificaciones se
realizaron de la misma manera, es probable que otros factores puedan afectar a la concentracion
de este aminoécido, como puede ser la dindmica poblacional de las levaduras de la fermentacion
alcoholica (Bell y Henschke, 2005). Asimismo, el contenido en el vino de amonio, de histidina, de
hidroxiprolina, de glicina y de prolina no se vio afectado por ninguno de los factores estudiados.
El amonio, la arginina y la histidina son fuentes de nitrogeno facilmente disponibles para las
levaduras, mientras que la glicina, la hidroxiprolina y la prolina se liberan tras la autolisis de las

levaduras al final del proceso de la fermentacion alcohdlica (Bell y Henschke, 2005).
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5.1.3. Compuestos volatiles

Las concentraciones de la mayoria de los terpenos obtenidos en los mostos de la variedad
Tempranillo Blanco fueron menores que las reportadas por diversos autores en distintas variedades
de vid no amoscateladas (Lopez-Tamames et al., 1997; Ripoll et al., 2017). Teniendo en cuenta el
aroma varietal, los mostos de Tempranillo Blanco presentaron una concentracion de terpenos
mucho menor que los mostos de las variedades de vides amoscateladas (Agosin et al., 2000). Por
lo tanto, la variedad Tempranillo Blanco podria definirse como una variedad aromadtica neutra, ya
que el contenido de terpenos libres totales de la uva no es importante en su composicion volatil
global.

En general, los tratamientos aplicados foliarmente a las vides no afectaron a la
concentracion de terpenos y de Ci3 norisoprenoides, siendo la afiada el factor mas importante que
afecto a su contenido en los mostos. La sintesis de terpenos y de Ci3 norisoprenoides en las uvas,
depende principalmente de la exposicion de los racimos a la luz solar y de la temperatura incidente
en éstos (Fang y Qian, 2006). Algunos autores han informado que la exposicion de los racimos a
la luz es esencial para la biosintesis del linalool, de la f~ionona y de la f~damascenona en las uvas
(Fang y Qian, 2006; Sasaki et al., 2016). Segun lo expuesto en los apartados anteriores, la afiada
2018 present6 una radiacion promedio mas alta durante julio que la afiada 2017, sin embargo, la
radiacion acumulada anual del 2017 fue mayor que la de la afiada 2018. Estas condiciones pudieron
haber influenciado en que la concentracion de la f~ionona y del A-ciclocitral de los mostos fuese
mayor en la afiada 2017 que en la 2018. Por otro lado, se ha demostrado que la aplicacion de
elicitores de tipo abiotico en las vides de la variedad Monastrell aumentaron el contenido de ciertos
compuestos volatiles de la uva, principalmente de terpenos y de Ci3 norisoprenoides (Gomez-Plaza

et al., 2012). Sin embargo, Gutiérrez-Gamboa et al. (2019¢) mostraron que la aplicacion foliar de
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elicitores en las vides de la variedad Tempranillo disminuy¢ el contenido de compuestos volatiles
de la uva, incluyendo la concentracion de ciertos terpenos y de Ci3 norisoprenoides. Se ha
demostrado que la elicitacion activa el metabolismo de los terpenos al aumentar la actividad de las
enzimas geranilgeranil difosfato sintasa (GGPP) y terpeno sintasa, lo que lleva a la acumulacion
de estos compuestos en distintos tejidos vegetales (Martin et al., 2003; D’Onofrio et al., 2018). Sin
embargo, estos resultados no coinciden con los expuestos en la presente Tesis Doctoral, ya que las
condiciones climaticas de la afiada influyeron de forma significativa en el contenido de terpenos y
de Ci3 norisoprenoides de las uvas en comparacion con los tratamientos aplicados a las vides.

Los ésteres se acumulan en las frutas en muy bajas concentraciones durante su maduracion
y contribuyen al aroma de las flores y de las frutas maduras (Waterhouse et al., 2016). El salicilato
de metilo se ha identificado en mezclas volatiles inducidas por herbivoros en varias especies de
plantas y, generalmente, se usa como semioquimicos para el control bioldgico de plagas (James y
Price, 2004). Los ésteres derivados de la uva podrian hidrolizarse durante la fermentacion
alcohodlica y a lo largo de la crianza y del almacenamiento de los vinos, presentando un impacto
potencialmente importante en el aroma del vino (Waterhouse et al., 2016). De acuerdo con los
resultados obtenidos, durante una afiada seca, es posible que una dosis alta de algas aplicadas
foliarmente a las vides de Tempranillo Blanco pueda incrementar el contenido de acetato de hexilo
en las uvas, mientras que, durante una afiada mas humeda, esta aplicacion puede tender a disminuir
su contenido.

La concentracion de los bencénicos analizados en el mosto de la variedad Tempranillo
Blanco fue significativamente menor que lo expuesto por Garcia et al. (2003) en los mostos de las
variedades blancas Airén, Chardonnay y Macabeo. El feniletil-@-D-glucopiranosido ha sido

identificado como uno de los precursores de 2-feniletanol en las uvas (Garcia et al., 2003). Si bien,
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las aplicaciones foliares de algas a una dosis alta a las vides incrementaron el contenido de
fenilalanina en los mostos durante ambas afiadas, no existe una tendencia clara entre este
incremento y los cambios en el contenido de 2-feniletanal y de 2-feniletanol en los mostos. La
concentracion de benzaldehido, asi como también el contenido total de bencénicos en los mostos,
fue significativamente mayor en la afada 2018 que en la 2017, mientras que la concentracion del
alcohol bencilico fue significativamente menor. La sintesis de benzaldehido en las uvas se produce
principalmente como efecto de la accion enzimatica de B. cinerea en sus tejidos a través de la
utilizacion del alcohol bencilico como sustrato enzimatico (Garcia et al., 2003; Genovese et al.,
2007; Negri et al., 2017). Por otro lado, Garcia et al. (2003) mostraron que el contenido de alcohol
bencilico tendié a disminuir en los hollejos y en los mostos durante la maduracion de la uva,
mientras que Fang y Qian (2012) mostraron que la sintesis del alcohol bencilico y del 2-feniletanol
aumenta considerablemente durante la maduracion de la uva.

Los alcoholes se producen a partir de la reduccion de los aldehidos por la enzima alcohol
deshidrogenasa (ADH) y se sintetizan en estadios de desarrollo tardios de maduracion en las bayas
(Kalua y Boss, 2009). En base a los resultados, parece ser que la aplicacion del alga a las vides de
Tempranillo Blanco en la aflada mas lluviosa podria desencadenar la sintesis de 1-octenol en las
uvas mediante la activacion de la enzima ADH.

Por otro lado, el contenido de compuestos carbonilicos del mosto se vio afectado
significativamente por el factor afiada. Asi, la concentracion de la mayoria de estos compuestos
fue mayor en la anada 2017 que en la 2018. Se ha demostrado que los niveles de las formas ligadas
y libres de p~decalactona son significativamente mas altos en frutas maduras en comparacion a
frutas inmaduras (Aubert et al., 2003). Debido a lo anterior, es probable que las condiciones de

maduracion afecten el contenido de p~decalactona y de los demas compuestos carbonilicos en las
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uvas de Tempranillo Blanco. Como ocurrié con los alcoholes, las aplicaciones del alga en una
dosis baja a las vides disminuyeron el contenido de varios compuestos carbonilicos en los mostos.
Sin embargo, la mayoria de los compuestos volatiles analizados, incluidos los compuestos
carbonilicos del mosto, se vieron afectados principalmente por el factor afiada.

El contenido de compuestos C6 de los mostos de Tempranillo Blanco fue menor que el
encontrado en mostos de diferentes variedades de vid blanca como Albarifio, Listan, Parellada,
Treixadura, Viura y Xarello (Lopez-Tamames et al., 1997). El factor tratamiento afectd
significativamente al contenido de (Z)-3-hexenol y de 1-hexanol de los mostos, mientras que el
factor afiada afectd el contenido de todos los compuestos C6, excepto el del 1-hexanol. Los
compuestos C6 se forman enzimaticamente a partir de acidos grasos poliinsaturados en las uvas,
constituyendo los principales compuestos aromaticos responsables del aroma herbéceo de las uvas
y de los vinos (Waterhouse et al., 2016). La enzima ADH reduce los aldehidos a los alcoholes C6
correspondientes, es decir, a 1-hexanol, a (Z)-3-hexenol y a (E)-2-hexenol (Oliveira et al., 2006).
La aplicacion de la dosis alta del alga tendidé a aumentar el contenido del mosto de estos tres
compuestos C6 en ambas afiadas. Es probable que las algas puedan actuar como elicitores de la
enzima ADH activando la sintesis de los aldehidos a los alcoholes C6 en las uvas. Por otro lado,
el contenido de (Z)-3-hexenol y de (E)-2-hexenal fue mayor en el mosto en la afiada 2018 que en
la 2017. Esto coincidi6 con que ciertos parametros fisico-quimicos como el contenido de la acidez
total y del acido malico fuera mayor en el mosto en la afiada 2018 que en la 2017. Los acidos
linoleico y linolénico son los precursores de los compuestos C6 y su concentracién es mayor en
las primeras etapas de maduracion de la uva, disminuyendo posteriormente (Rambla et al., 2016).
La sintesis de los aldehidos C6 en las uvas alcanza su maximo nivel alrededor del envero y

disminuye a lo largo de la maduracion de la uva (Dennis et al., 2012; Waterhouse et al., 2016).
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Como resultado, los alcoholes C6 se encuentran comtiinmente en gran cantidad en vinos elaborados
a partir de uvas inmaduras (Bindon et al., 2013; Waterhouse et al., 2016).

Respecto a los compuestos volatiles en el vino, en general, la concentracion de los
compuestos que mas impactos tienen en el aroma del vino, tales como el acetato de hexilo, el
octanoato de etilo, el decanoato de etilo, el acido octanoico, asi como también el contenido total
de los acidos grasos fue mas elevado en los vinos de la afiada 2018 que en 1a 2017. Estas diferencias
podrian atribuirse al contenido inicial de nitrogeno facilmente asimilable encontrado en el mosto.
En este ensayo, en la afiada 2017, la concentracion promedio de nitrogeno facilmente asimilable
en el mosto fue de 203 mg N/L, mientras que en la anada 2018 fue de 357 mg N/L. La formacion
de alcoholes superiores muestra un aumento inicial a bajos niveles de nitrégeno facilmente
asimilable y tiende a disminuir después de una concentracion de nitrégeno facilmente asimilable
superior a 200-300 mg N/L (Ugliano et al., 2007). Por otro lado, la produccion de ésteres de etilo,
asi como de ésteres acéticos, generalmente aumenta cuando el nitrégeno facilmente asimilable es
mayor de 300 mg N/L (Ugliano et al., 2007). Debido a esto, es posible que los efectos de las
aplicaciones del alga a las vides de Tempranillo Blanco no tuvieran efectos significativos en el
contenido de compuestos volatiles de los vinos.

En sintesis, la aplicacion foliar del extracto comercial del alga A. nodosum a una dosis baja
en las vides de Tempranillo Blanco tuvo un escaso efecto en el contenido de los compuestos
fenolicos, los nitrogenados y los voldatiles de la uva. Por otro lado, la aplicacion foliar de la dosis
alta de este extracto a las vides incrementoé el contenido de ciertos aminoacidos en los mostos, en
especial de la fenilalanina en las afiadas 2017 y 2018, asi como también el de la catequina y el de
los flavonoles y de algunos compuestos C6 de la uva. En este sentido, la fenilalanina es un

amino4cido esencial y la mayoria de los compuestos fendlicos y ciertos volatiles derivan de su
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metabolismo a partir de la ruta del acido shikimico. Por lo tanto, es posible que la aplicacion foliar
de una dosis alta del extracto comercial del alga a las vides de Tempranillo Blanco pudiera
desencadenar la actividad de ciertas enzimas relacionadas con la produccion de flavanoles, de
flavonoles y de alcoholes, tales como la AR, la LAR y la ADH, utilizando a la fenilalanina como
substrato y de esta forma, permitir una mayor sintesis de estos compuestos en las uvas. Por otro
lado, el contenido de las demés familias de compuestos quimicos se vio mas afectado por las
caracteristicas climaticas de la aflada que por la aplicacion foliar del extracto del alga a las vides.
Es asi como, el nivel de precipitaciones y de humedad relativa condiciond el tamafo de las bayas
y la aparicion de ciertas enfermedades criptogamicas en la uva afectando, probablemente, al
contenido y a la sintesis de ciertos compuestos volatiles, fenolicos y nitrogenados en las uvas. Por
ultimo, la aplicacion foliar del alga en ambas dosis a las vides no tuvo un efecto significativo en
el contenido de compuestos volatiles del vino de Tempranillo Blanco y parece ser que su
produccion dependid mas del contenido inicial de nitrogeno facilmente asimilable del mosto que

de los tratamientos aplicados al vifiedo.
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5.2. Efecto de la aplicacion foliar del alga Ascophyllum nodosum en las uvas y en los
vinos de Tempranillo

5.2.1. Compuestos fendlicos

El contenido de los antocianos acetilados se vio afectado significativamente por el factor
afnada. Tarara et al. (2008) mostraron que la exposicion a la radiacion solar de las uvas que
estuvieron previamente a la sombra, disminuy¢ la concentracion de ciertos antocianos acetilados.
Las escasas diferencias anuales en el contenido de los antocianos podrian explicarse debido a que
el peso de la baya, que fue condicionado por la disponibilidad de agua en el suelo, no determina la
concentracion de antocianos de la uva, siendo la acumulacion de solidos solubles la variable que
mas afecta a su contenido (Ferrer et al., 2014; Martinez-Gil et al., 2018). La dosis baja del extracto
del alga aplicado foliarmente a las vides de la variedad Tempranillo, aumento el contenido de los
antocianos mayoritarios de la uva solo en la anada 2017. Frioni et al. (2018) han demostrado que
la aplicacion foliar de un extracto comercial del alga A. nodosum a las vides de las variedades
Cabernet Franc, Pinot Noir y Sangiovese no afectd el intercambio gaseoso de las hojas, ni el
rendimiento, ni el tamafio de las bayas, pero si aument6 la acumulacion de los antocianos en las
uvas. Resultados similares han sido mostrados por Salvi et al. (2019) tras la aplicacion foliar de
un extracto comercial del alga A. nodosum a las vides de la variedad Sangiovese. Asimismo,
Taskos et al. (2019) demostraron que la aplicacion foliar de un extracto comercial del alga A.
nodosum aplicado a vides de la variedad Merlot permitié aumentar el contenido de los antocianos
en las bayas, mejorando la capacidad de extraccion de estos compuestos de los hollejos. Al parecer,
ciertos mecanismos de regulacion de genes relacionados con la defensa de las vides en contra de
factores bidticos y abidticos son activados después de las aplicaciones foliares de las algas. En este

sentido, Frioni et al. (2019) han demostrado que el aumento en la concentracion de antocianos y
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otros compuestos fendlicos en las bayas después de las aplicaciones de las algas en las vides, se
correlaciond con una modulacion especifica de genes involucrados en las rutas metabdlicas de la
sintesis de los compuestos flavonoideos. Con respecto al contenido de los antocianos del vino, el
factor anada afectd significativamente al contenido de la mayoria de estos compuestos. Las
diferencias anuales en el contenido de los antocianos probablemente se deben atribuir a la duracion
de la fermentacion malolactica de los vinos, la cual tuvo una mayor duracion en la afiada 2018 que
en la 2017. Abrahamse y Bartowsky (2012) demostraron que, al inocular bacterias lacticas al
comienzo de la fermentacion alcoholica, el tiempo de las vinificaciones se reducia en seis semanas.
Estos autores mostraron que el contenido de antocianos individuales no acilados, acetilados y
cumaroilados, incluido el contenido de los antocianos totales, fue mayor en los vinos coinoculados
(en los cuales la duracion de las vinificaciones fue menor) que en los vinos inoculados después de
que finalizara la fermentacion alcohodlica. Por otro lado, el fenomeno de copigmentacion es
responsable, en una proporcion sustancial, del color de los vinos tintos jovenes (Hermosin-
Gutiérrez et al., 2005). Este fendmeno se basa en las interacciones producidas entre los antocianos
y otras moléculas que actiian como copigmentos (Boulton, 2001; Gombau et al., 2019). Dado que
los antocianos estan involucrados en diferentes reacciones para producir nuevos pigmentos, es
probable que la acumulacion de antocianos disminuya en los vinos a medida que avanza el proceso
de vinificacion.

El contenido de catequina en la uva no se vio afectado por la aplicacion de los tratamientos
a las vides de Tempranillo. Sin embargo, el contenido de catequina fue mayor en las muestras de
las uvas cosechadas en la afiada 2017 en comparacion a las del 2018. En general, el contenido de
catequina es mayor en las bayas cosechadas de las vides que poseen un bajo vigor en comparacion

a las bayas provenientes de las vides que presentan un alto vigor, debido principalmente a la
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influencia de la disponibilidad de agua y nutrientes para las vides y su efecto en el tamafio de la
baya (Ojeda et al., 2002; Teixeira et al., 2013a).

Como en el caso de los antocianos, la dosis baja del alga aumentd el contenido de la
mayoria de los flavonoles de la uva solo en la afiada 2017. Es posible que la aplicacion del alga a
las vides de Tempranillo en una afiada seca permita la activacion de enzimas relacionadas con la
biosintesis de antocianos y de flavonoles. El contenido de flavonoles fue mayor en los vinos
elaborados en la afiada 2017 que en la 2018, mientras que el contenido de catequina en los vinos
fue similar en ambas afadas. En este sentido, los antocianos pueden formar interacciones no
covalentes con otros compuestos fenolicos para crear los fendomenos de copigmentacion
(Waterhouse et al., 2016; de Freitas et al., 2017). Los mejores cofactores de los antocianos para
formar copigmentos son las estructuras aromaticas planas, ya que las estructuras aromaticas no
planas se ven desfavorecidas por efectos estéricos (de Freitas et al., 2017; Gombau et al., 2019).
De esta manera, la quercetina (plana) tiene una constante de disociacion de 2.900 M™!, mientras
que la catequina (no plana) tiene una constante de disociacion de 90 M-! (Waterhouse et al., 2016).
Por otro lado, la acidez volatil fue significativamente mayor en los vinos producidos en la afiada
2018 que en la 2017. En este sentido, el contenido de la acidez volatil de los vinos y de los
fenémenos de copigmentacion asociados a una mayor duracion de las vinificaciones, podrian haber
afectado negativamente al contenido de los compuestos flavonoideos monoméricos de los vinos
producidos en la afiada 2018.

Los 4acidos hidroxicinamicos se acumulan generalmente en los hollejos v,
predominantemente, en la pulpa de las uvas (Teixeira et al., 2013b). Debido a esto, es probable
que el aumento en el tamafio de las bayas debido a las altas precipitaciones caidas en 2018 en

comparacion con la afiada 2017, permitiera alcanzar un mayor contenido de ciertos acidos
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hidroxicinamicos en 2018 en comparacién con la afiada 2017. Como se ha mencionado, los
estilbenos se sintetizan en las hojas de la vid y en los hollejos de la uva en forma glucosilada en
respuesta a la afeccion de enfermedades criptogamicas y a la radiacion UV excesiva (Teixeira et
al., 2013b; Waterhouse et al., 2016). Es posible que la afeccion de B. cinerea en las bayas de
Tempranillo haya aumentado la sintesis de estilbenos, principalmente de trans-piceido, en 2018
en comparacion con la afiada 2017. Las aplicaciones del alga tuvieron un efecto positivo en la
sintesis de los acidos hidroxicinamicos y de los estilbenos en las uvas, y no asi, en la sintesis de
los antocianos. Asi, la enzima estilbeno sintasa (STS) puede competir con la chalcona sintasa
(CHS), disminuyendo la capacidad de sintetizar antocianos en respuesta al estrés bidtico y abidtico
como consecuencia de un aumento en la biosintesis de los estilbenos (Jeandet et al., 1995). Es
posible que las aplicaciones foliares del alga a las vides puedan desencadenar la actividad de la
enzima STS sobre la CHS, induciendo la biosintesis de los estilbenos en lugar de los antocianos
en las bayas. Asimismo, ambas dosis de la aplicacion foliar del extracto comercial del alga
permitieron aumentar el contenido de los estilbenos en las uvas en 2017 y 2018, siendo la
aplicacion de la dosis alta del alga, el tratamiento que mas incrementé su contenido. Por lo tanto,
es posible que la aplicacion del alga a las vides desencadene la sintesis de los estilbenos en la uva
a través de la activacion de enzimas relacionada con su formacion. Respecto al contenido de los
compuestos no flavonoideos en los vinos, Bimpilas et al. (2016), demostraron que la adicion de
extractos vegetales ricos en acidos hidroxicindmicos permitié un aumento de los antocianos
copigmentados y mejoraron la intensidad del color de los vinos entre un 15 y 50 %, lo que confirma
la capacidad de estos compuestos para formar copigmentos. De esta manera, es probable que la
acumulacion de acidos hidroxicinamicos, principalmente de los acidos cis-caftarico y trans-

fertarico disminuya en los vinos a medida que avanza el proceso de vinificacion. Por otro lado, el
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acido galico es uno de los acidos hidroxibenzoicos que mas abundantemente se encuentra en los
vinos y no solo se origina en la uva, sino que también se produce por hidrdlisis de taninos
hidrolizables y condensados (Waterhouse et al., 2016). Debido a esto, es probable que una mayor
duracion de la vinificacion permita alcanzar una alta hidrélisis de flavanoles, razon por la cual
probablemente el contenido de los acidos hidroxibenzoicos en los vinos haya sido mayor en la

afiada 2018 en comparacion con la 2017.

5.2.2. Compuestos nitrogenados

El contenido de ciertos aminoécidos en el mosto se vio incrementado con la aplicacion
foliar de la dosis baja del extracto del alga a las vides de Tempranillo solo en la afiada 2017. Sin
embargo, en 2018, no hubo diferencias significativas en el contenido de los aminoécidos del mosto
después de la aplicacion de ambas dosis del alga. Solo un trabajo ha estudiado los efectos de las
aplicaciones de un extracto comercial de alga a las vides en el contenido de aminoacidos de la uva
(Gutiérrez-Gamboa et al., 2017c). Este estudio mostr6 que un extracto comercial del alga
Durvillaea antarctica aplicado a vides de la variedad Cabernet Sauvignon aument6 la
concentracion de varios aminoacidos tales como la alanina, la arginina, la glutamina, la metionina,
la serina, la treonina, asi como también el contenido de nitrégeno amino en las uvas. En otros
cultivos, se ha demostrado que las aplicaciones foliares de fertilizantes comerciales producidos a
partir de diversas especies de algas como la Ecklonia maximay la A. nodosum a manzanos (Malus
domestica) aumentaron el contenido total de nitrogeno en las manzanas (Basak, 2008). La
aplicacion de un extracto comercial de 4. nodosum a plantas de colza (Brassica napus) mejor6 el
crecimiento de las raices y de los brotes al estimular la acumulacion del nitrogeno y del sulfato

(Jannin et al., 2013). En otro estudio, la aplicacion de un extracto comercial de 4. nodosum a las
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raices de espinacas (Spinacia oleracea) desencadend la expresion de las enzimas glutamina
sintetasa (GS) y de nitrato reductasa (NR) (Fan et al., 2013). Ademas, las aplicaciones de 4.
nodosum en plantas de tomate (Solanum lycopersicum) cultivadas en condiciones de estrés salino
permitieron la acumulacion de minerales, antioxidantes y, en especial de aminoacidos esenciales
en los frutos (Di Stasio et al., 2018). Por lo tanto, parece ser que las aplicaciones de algas pueden
inducir a la expresion de genes involucrados en la asimilacion de nitratos y en el metabolismo de
sintesis de aminoacidos (Shukla et al., 2019).

Se observo, ademas, que el tratamiento afectd significativamente a la concentracion de
citrulina + treonina, de histidina, de isoleucina, de leucina, de prolina y de valina en los mostos.
Estos aminoacidos, con la excepcion de la citrulina, de la histidina y de la prolina, son precursores
de ciertos alcoholes superiores de los vinos, tales como el 1-propanol, el 2-metil-1-propanol, el 2-
metil-1-butanol y el 3-metil-1-butanol, que son liberados por las levaduras durante la fermentacion
alcoholica (Bell y Henschke, 2005). El factor afiada afectd considerablemente a la concentracion
de amonio y de la mayoria de los aminoacidos del mosto y de su contenido total. En este sentido,
durante la afiada mas seca, la aplicacion de la dosis baja del alga a las vides Tempranillo aumento
considerablemente a la concentracion de varios de los aminoacidos en el mosto, mientras que,
durante la afiada mas htimeda, la dosis alta aplicada a las vides fue el tratamiento mas efectivo,
aumentando el contenido de ciertos compuestos nitrogenados del mosto. La disponibilidad de agua
para las vides podria condicionar la maduracién de la uva, afectando al tamafio de la baya y a la
sintesis de varios metabolitos secundarios en las uvas (Keller, 2015; Gutiérrez-Gamboa et al.,
2018a). Ciertos aminoacidos, tales como el acido y-aminobutirico, la arginina, la fenilalanina, la
histidina, la isoleucina, la leucina, la metionina, la prolina, la serina, el triptoéfano y la valina, asi

como también, el contenido total de aminoacidos presentan una concentracion maxima cuando el
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contenido de sélidos solubles es cercana a los 25 °Brix (Garde-Cerdan et al., 2018a). Por otra parte,
las uvas de vides cultivadas en sitios frescos, bajo condiciones de alta disponibilidad de agua,
presentaron un mayor contenido de aminoacidos que las uvas de vides cultivadas en sitios calidos,
bajo condiciones de baja disponibilidad de agua (Gutiérrez-Gamboa y Moreno-Simunovic, 2018;
Gutiérrez-Gamboa et al., 2018a). Como ha sido mencionado anteriormente, durante la afiada 2017,
las precipitaciones caidas fueron significativamente menores que las del 2018, mientras que la ETo
fue similar en ambas afiadas. En este sentido, en 2017, las vides tuvieron un mayor nivel de estrés
hidrico que las vides de la afiada 2018, lo que pudo condicionar la acumulacién de aminoécidos
en la uva. Por otro lado, se ha demostrado que en general, la induccion de resistencia mediante el
uso de elicitores a menudo resulta en costos fisiologicos para las plantas, tales como la degradacion
de compuestos nitrogenados y/o la redistribucion de estos compuestos en organos de reserva
(Barbosa et al., 2008; Gutiérrez-Gamboa et al., 2017b). Como se mencioné anteriormente, las algas
se consideran actualmente como bio-elicitores (Ben Salah et al., 2018). Por lo tanto, de acuerdo
con nuestros resultados, es posible que una dosis alta del alga aplicada foliarmente a las vides con
menos disponibilidad de agua no afecte o incluso degrade los aminoacidos que se sintetizan en las
uvas. Por el contrario, es posible que la elicitacion a través de la aplicacion de una dosis baja del
tratamiento foliar del alga a las vides con alta disponibilidad de agua, no tenga efectos sobre el
contenido de los aminoécidos de la uva, ya que la concentracion de algas aplicada a las vides no
fue lo suficientemente abundante para inducir algun tipo de resistencia en las vides. Por lo tanto,
las condiciones climaticas de la afiada parecen ser un factor importante que pueden afectar al
contenido de los compuestos nitrogenados de la uva Tempranillo tras la aplicacion foliar de las

distintas dosis del extracto comercial del alga a las vides.
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Respecto al contenido de los aminoacidos del vino, este fue afectado significativamente
por el factor afiada. El amonio es un componente importante del nitrégeno facilmente asimilable
y es una de las fuentes de nitrégeno preferenciales para las levaduras (Bell y Henschke, 2005). De
acuerdo con nuestros resultados, el contenido de amonio en los mostos represent6 alrededor del
13 al 21 % del nitrogeno facilmente asimilable en la anada 2017 y, alrededor del 37 al 42 % del
nitrégeno facilmente asimilable en 2018. Huang y Ough (1989) mostraron que el porcentaje de
amonio en los mostos de distintas variedades de vides oscila entre el 2 y el 53% del nitrogeno
facilmente asimilable. Durante la fermentacion alcohdlica, las levaduras pueden usar un
mecanismo denominado represion catabolica nitrogenada (NCR) para regular su preferencia por
ciertas fuentes de nitrogeno facilmente asimilables mediante la expresion de permeasas y la
degradacion de permeasas no apropiadas (Magasanik y Kaiser 2002; Bell y Henschke, 2005). De
acuerdo con esto, la asparagina, la glutamina y el amonio se acumulan preferentemente sobre otros
aminoacidos a lo largo de la fermentacion alcohdlica, tales como el acido aspartico, el acido
glutamico, la alanina, la arginina y la glicina, y posteriormente, las fuentes de nitrogeno menos
preferidas, tales como la urea y la prolina pueden ser acumuladas (Bell y Henschke, 2005). En este
sentido, a partir de un nivel entre bajo y moderado de nitrogeno facilmente asimilable (como en la
afiada 2017), todas las fuentes facilmente asimilables de nitrogeno se acumulan en la levadura,
cambiando la expresion de las permeasas a medida que el nitrogeno facilmente asimilable del
mosto se consume (Beltran et al., 2004; Bell y Henschke, 2005). En condiciones de alto nitrégeno
facilmente asimilable en el mosto (como en la afada 2018), cuando las mejores fuentes de
nitrogeno, principalmente amonio, no se agotan, la NCR puede prevalece durante la fermentacion
alcohélica, limitando el consumo de los aminoacidos por las levaduras (Bell y Henschke, 2005).

Las diferencias anuales en la concentracion de los aminoacidos y del amonio de los vinos
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producidos podria estar condicionado por la concentracion inicial del nitrogeno facilmente
asimilable de los mostos, la cual se vio influenciada principalmente por las condiciones climaticas

de cada afiada.

5.2.3. Compuestos volatiles

El perfil de los terpenos sintetizados en las bayas durante las diversas etapas de maduracion
de la uva es cambiante, por lo que los mecanismos involucrados en su biosintesis también difieren
a lo largo de la maduracién (Zhang et al., 2016). Estos autores sugirieron que los terpenos
producidos durante el desarrollo temprano de la baya pueden degradarse en otros compuestos o
convertirse en formas no volatiles. Los terpenos juegan un papel importante en los mecanismos de
defensa de las plantas en contra de las enfermedades provocadas por hongos y por bacterias, asi
como también en contra de la herbivoria (Paré¢ y Tumlinson, 1999; Tholl, 2006; Gershenzon y
Dudareva, 2007; Alem et al., 2019). De esta manera, durante la afiada 2018 se produjo una mayor
presion de enfermedades como consecuencia del alto nivel de precipitacion y de humedad relativa
en comparacion con la afiada 2017, lo cual ha dado lugar probablemente a una sintesis mayor en
la afiada 2018 de ciertos terpenos como la geranil acetona, el geraniol y el oxido de linalool en la
uva. Por otro lado, se ha demostrado que la aplicacion de elicitores a las vides permite inducir la
activacion del metabolismo de los terpenos al aumentar la actividad de las enzimas geranilgeranil
difosfato sintasa y terpeno sintasa, dando lugar a la sintesis de terpenos en las uvas (D’Onoftio et
al., 2018). Es posible que, debido a lo mencionado anteriormente, durante la temporada en la que
se alcanzo una alta presion de enfermedades criptogamicas debido a las altas precipitaciones y la
humedad relativa, la aplicacion foliar de una dosis alta del alga a las vides permitiera aumentar la

concentracion de la mayoria de los terpenos analizados en las uvas.
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Como lo afirman ciertos autores, el jasmonato de metilo es emitido por plantas que han
sufrido heridas y funciona como mediador de respuestas a estimulos externos, como las heridas y
la invasion de patogenos (Yu et al., 2011; Rohwer y Erwin, 2008). Es posible que, debido a estas
condiciones, el jasmonato de metilo fuera detectado solo en los mostos de la afada 2018. El
tratamiento no afect6 significativamente al contenido de los Ci3 norisoprenoides de los mostos,
mientras que la afada tuvo una influencia significativa en el contenido de (Z)-4-damascenona, de
1,1,6,-trimetil-1,2-dihidronaftaleno (TDN) y de S=ionona en los mostos. El contenido de (Z)-4-
damascenona y de TDN fue mayor en los mostos de en la anada 2018 que en los del 2017. Se ha
observado que los racimos expuestos al sol presentaron un mayor contenido de compuestos Ci3
norisoprenoides en las uvas en comparacion a los racimos expuestos a la zona de sombra, y estas
diferencias se mantuvieron en los vinos producidos (Marais et al., 1992). La exposicion de racimos
a la radiacion UV aumento ligeramente el contenido de f~ionona en comparacion con los racimos
que no fueron expuestos (Song et al., 2015). Es posible que las diferencias anuales en el contenido
de (Z)-f-damascenona y de TDN en los mostos se debiera a la mayor radiacion alcanzada en el
mes mas calido de la afiada 2018 en comparacion al mismo mes de la afiada 2017.

Los ésteres se empiezan a sintetizar en etapas tempranas de maduracion de la uva y se
producen debido a la actividad de la enzima alcohol acetil transferasa (447) (Kalua y Boss, 2009).
En este sentido, es probable que durante la afiada en la que la presion de enfermedades fue mayor
debido a la alta cantidad de lluvias caidas y de la alta humedad relativa, la aplicacion foliar del
alga en una dosis alta a las vides de Tempranillo podria desencadenar la actividad de la enzima
AAT, aumentando la concentracion de acetato de hexilo y ésteres totales en las uvas.

Como ocurrié con los mostos de la variedad Tempranillo Blanco, la concentracion de

benzaldehido y de 2-feniletanol en los mostos de Tempranillo de la afiada 2018 fue
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significativamente mayor que la de los mostos obtenidos en 2017, mientras que los mostos
obtenidos en 2017 mostraron un mayor contenido de 2-feniletanal y de alcohol bencilico que las
los mostos del 2018. Asi, una alta produccion de benzaldehido y de 2-feniletanol en las uvas, esta
asociada a la actividad enzimatica de B. cinerea a través de la utilizacion del alcohol bencilico
como sustrato enzimatico (Genovese et al., 2007; Negri et al., 2017). Por otro lado, de acuerdo a
los resultados expuestos anteriormente, es posible que la aplicacion foliar del alga a las vides de
Tempranillo durante una afiada humeda pueda desencadenar una mayor actividad de enzimas
relacionadas con la sintesis de bencénicos en las uvas.

Los alcoholes se producen a partir de la reduccion de aldehidos por la enzima alcohol
deshidrogenasa (ADH) (Kalua y Boss, 2009). Por lo tanto, parece ser que el extracto comercial del
alga aplicado en una dosis alta a las vides de Tempranillo en la afiada mas himeda pudo
desencadenar la sintesis del 1-heptanol y del 2-etil-1-hexanol en las uvas mediante la activacion
de la enzima ADH.

Respecto al contenido de compuestos carbonilicos, la concentracién en el mosto de la
mayoria de estos compuestos fue mayor en 2018 que en 2017. Asi, se ha demostrado que una alta
presion de enfermedades en la vid puede causar un incremento general de la p~decalactona en las
uvas y probablemente de otros compuestos carbonilicos (Barbe et al., 2000; Lopez Pinar et al.,
2017). Por otro lado, la dosis alta del alga aplicada foliarmente a las vides de Tempranillo aumento
el contenido individual de algunos compuestos carbonilicos en los mostos como el decanal y el
octanal en ambas afiadas. En este sentido, parece ser que la aplicacion de una dosis alta del extracto
comercial del alga en las vides de la variedad Tempranillo, independientemente de las condiciones
climaticas de la afiada, podria desencadenar la sintesis de ciertos compuestos carbonilicos en las

uvas debido a la activacion de las enzimas relacionadas con su sintesis.
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Respecto al contenido de compuestos C6 en los mostos, ambos factores (tratamiento y
afiada) de forma individual afectaron significativamente al contenido de todos los compuestos C6
analizados. El contenido de hexanal fue mayor en los mostos obtenidos en 2018 que en los de
2017, lo que coincidi6 con una mayor acidez total y un mayor contenido del acido malico, asi
como también de un pH mas bajo. El contenido de 1-hexanol, asi como también el contenido total
de compuestos C6, fue mayor en los mostos obtenidos en 2017 que en 2018. Esto posiblemente se
debe a que los alcoholes C6 disminuyen durante la maduracion de la uva, mientras que los
aldehidos C6 se acumulan hasta la cosecha y posteriormente, su sintesis comienza a disminuir
(Fang y Qian, 2012). Se ha demostrado que la concentracion de ciertos compuestos C6, tales como
el hexanal, el (E)-2-hexenal y el 1-hexanol disminuye en respuesta al estrés hidrico de las vides
(Song et al., 2012). Estos resultados solo coincidieron con el contenido de 1-hexanol de los mostos
obtenidos en 2017 (anada seca) comparando a las de 2018 (afiada humeda). Por otro lado, de
acuerdo a los resultados expuestos anteriormente, es posible que la aplicacion foliar del alga a las
vides de Tempranillo en una afiada seca pueda desencadenar la sintesis de hexanal en las uvas.

Respecto al contenido de compuestos volatiles de los vinos, la concentracion de la mayoria
de los alcoholes superiores fue superior en los vinos producidos en la afiada 2018 que en los vinos
elaborados en 2017. Esta misma tendencia se observo en el contenido de nitrogeno facilmente
asimilable de los mostos. Como ha sido mencionado anteriormente, los alcoholes superiores
pueden producirse de forma anabdlica a partir de los azucares y la via catabolica a partir de los
aminodcidos a través de la via de Eirlich (Bell y Henschke, 2005).

Es posible que, al igual que los alcoholes superiores, el contenido de ésteres esté
condicionado por el contenido inicial del nitrégeno facilmente asimilable del mosto ya que el

factor afiada afect6 el contenido de la mayoria de los ésteres, a excepcion del acetato de 2-feniletilo.
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Los ésteres se forman por reaccion de un acido carboxilico y un alcohol a través de la esterificacion
enzimatica o no enzimatica de los acidos carboxilicos (Waterhouse et al., 2016). Los alcoholes que
participan en estas reacciones son subproductos de la biosintesis de los aminoacidos o pueden
derivar de las uvas (Waterhouse et al., 2016).

Respecto a los acidos grasos en el vino, el factor afiada afectd significativamente al
contenido de todos los acidos grasos, incluido su contenido total. Los ésteres de acidos grasos de
cadena media son componentes importantes de la composicion celular de la levadura y su autolisis
proporciona ciertos compuestos al vino, tales como acidos grasos, aminoacidos, entre otros
(Gonzalez-Marco et al., 2010). Por lo tanto, es probable que la produccion de acidos grasos en los
vinos también pueda estar relacionada con el contenido inicial del nitrogeno facilmente asimilable
de los mostos debido a sus implicaciones en el crecimiento y en el desarrollo de la levadura durante
la fermentacion alcoholica.

En sintesis, durante la afiada seca, la dosis baja de la aplicacion foliar del alga aumento la
concentracion de varios de los aminoacidos en los mostos, asi como también de varios de los
antocianos no acilados, de los antocianos totales, de flavonoles derivados de la miricetina y de la
quercetina, de los flavonoles totales, de varios de los acidos hidroxicindmicos y de los estilbenos
en las uvas. En la aflada humeda la dosis alta del alga aument6 la concentracion en el mosto de
algunos de los aminodcidos y de los compuestos fenolicos de la uva, y de la mayoria de los
compuestos volatiles analizados, incluyendo el contenido total de la mayoria de las familias
quimicas de los compuestos volatiles analizados, excepto el de los alcoholes totales en el mosto.
Los mostos obtenidos en la afiada seca presentaron una concentracion mas baja de aminoacidos,
de ciertos compuestos carbonilicos y de alcoholes que los mostos obtenidos en la afiada humeda.

En las dos afadas, la aplicacion foliar de ambas dosis del alga, aument6 el contenido de los

137



estilbenos de las uvas. La composicion de nitrégeno del mosto parece haber condicionado la
concentracion de aminoacidos y de compuestos volatiles en los vinos ya que los vinos producidos
en la afiada humeda presentaron una mayor cantidad de estos compuestos que los vinos producidos
en la anada seca. Por lo tanto, la aplicacion foliar en una dosis baja a las vides de Tempranillo que
crecen bajo condiciones hidricas limitadas podria activar la sintesis de varios aminoacidos y de
compuestos fenolicos en las uvas, mientras que la aplicacion foliar del alga aplicada a una dosis
alta a las vides de Tempranillo que crecen bajo una alta presion de enfermedades podria activar la

sintesis de la mayoria de los compuestos volatiles de las uvas.
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6. Conclusiones

6.1. Efectos de la aplicacion foliar del alga Ascophyllum nodosum en el contenido de
compuestos fenolicos, nitrogenados y volatiles de la uva y del vino de Tempranillo Blanco

Las distintas dosis de algas aplicadas foliarmente a las vides de Tempranillo Blanco y de
Tempranillo, afectaron de forma diferencial al contenido de compuestos fendlicos, nitrogenados y
volatiles de las uvas y de los vinos, lo cual estuvo influenciado por las condiciones climaticas de
las afiadas evaluadas.

Se ha demostrado que la catequina ha sido el compuesto fendlico mas abundante
encontrado en las uvas y en los vinos de la variedad Tempranillo Blanco. El perfil de los flavonoles
de las uvas de esta variedad estuvo dominado por los flavonoles de tipo quercetina, seguido por
los de tipo kaempferol y por ultimo por los de tipo isorhamnetina. Respecto al contenido de
aminoacidos en el mosto, Tempranillo Blanco se comportdé como una variedad acumuladora de
arginina. En general, los aminoacidos mas abundantes en los mostos de esta variedad fueron la
arginina, el acido glutdmico, la citrulina + treonina, la glutamina, el acido aspartico y la a-alanina,
que representaron un 69,6 % del total de aminoacidos, mientras que los aminoacidos menos
abundantes fueron la leucina, la isoleucina, la metionina, la lisina, la ornitina y la glicina, que
representaron un 2,5 % del total de aminoéacidos. Los compuestos C6, tales como el (E)-2-hexenal,
el (E)-2-hexenol y el hexanal fueron los compuestos volatiles mas abundantes encontrados en los
mostos de Tempranillo Blanco, mientras que la (E)-4-damascenona fue el compuesto varietal mas
importante en los mostos de esta variedad.

La aplicacion foliar del extracto comercial del alga a una dosis alta a las vides de

Tempranillo Blanco aument6 la concentracion de catequina y de la mayoria de los flavonoles
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individuales de las uvas en las anadas 2017 y 2018. En la afiada 2017, este tratamiento aumento6 la
concentracion de varios de los aminoacidos analizados en los mostos, mientras que en la afiada
2018, ambas dosis aplicadas a las vides no afectaron significativamente a la concentracion de los
aminodcidos de los mostos. La aplicacion de la dosis alta del extracto del alga a las vides, permitio
aumentar la concentracion de fenilalanina de los mostos en ambas afiadas de estudio. Debido a
esto, es posible que las aplicaciones de algas, en especial las aplicadas a una dosis alta, puedan
ejercer un efecto elicitor en las vides desencadenando la sintesis de ciertos aminoacidos, de
compuestos fenolicos y volatiles en las uvas. La concentracion de terpenos y de Ci3
norisoprenoides en los mostos se vio mas afectada por las condiciones climéaticas de la afiada que
por las aplicaciones de las dosis del alga a las vides. La aplicacion del alga a una dosis alta a las
vides de Tempranillo Blanco aumentd, en general, la concentracion de la mayoria de los
compuestos C6 de los mostos.

Las diferencias anuales en el peso de la baya, en el contenido de ciertos parametros
enoldgicos del mosto y del vino, en el contenido de la mayoria de los aminoacidos, y de ciertos
compuestos fenolicos y volatiles de la uva y del vino, se pueden atribuir a que la humedad relativa
y, en especial las precipitaciones, fueron significativamente mayores en la afiada 2018 que en la
2017. Es asi como el contenido de prolina y tirosina en los mostos, mostrd una mayor
concentracion en la aflada mas seca, mientras que el contenido de la mayoria de los aminoacidos
analizados en el mosto y en el vino, asi como también el del nitrogeno facilmente asimilable fue
mayor en la anada mas himeda. Es probable que la prolina y la tirosina sean sintetizados de forma
acelerada en condiciones de limitacion de agua en las vides, por lo que podrian ser propuestos

como indicadores de ciertos niveles de estrés hidrico en las vides.
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El contenido de acidos hidroxicinamicos de las uvas y de los vinos no se vio afectado de
manera significativa por las dosis del extracto comercial del alga aplicadas foliarmente a las vides
de Tempranillo Blanco. Es posible que, el contenido de acidos hidroxicindmicos y de acidos
hidroxibenzoicos se viera afectado por las diversas reacciones de oxidacion que ocurren en los
mostos y en los vinos, mientras que el contenido de estilbenos en los vinos pudo haber sido
afectado por la incidencia de enfermedades criptogamicas en las uvas. La aplicacion foliar del
extracto comercial de algas a las vides tampoco afectd de forma significativa al contenido de
compuestos volatiles y de aminoacidos del vino. Es asi como, el contenido de nitrégeno facilmente
asimilable de los mostos podria haber condicionado la composicion volatil y de aminoacidos del
vino Tempranillo Blanco.

Por lo tanto, segun lo estudiado, la aplicacion foliar de una dosis alta del alga 4. nodosum
a las vides de Tempranillo Blanco pudo desencadenar la sintesis de fenilalanina en los mostos,
independientemente de las condiciones climaticas de la temporada, comportindose como un
elicitor de tipo biotico. El contenido de catequina, de flavonoles y de ciertos compuestos volatiles
en las uvas también se vio incrementado por la aplicacion de la dosis alta del alga. Es posible que
estos cambios desencadenados por la aplicacion foliar del extracto comercial del alga a las vides
Tempranillo Blanco se deban a que la fenilalanina es usada como sustrato por las enzimas

responsables de la sintesis de compuestos flavonoideos y de ciertos volatiles en las uvas.

6.2. Efectos de la aplicacion foliar del alga Ascophyllum nodosum en el contenido de

compuestos fendlicos, nitrogenados y volatiles de la uva y del vino Tempranillo
La aplicacion foliar de la dosis baja del extracto comercial del alga A. nodosum a las vides

de la variedad Tempranillo permitié6 aumentar la concentraciéon en las uvas de los antocianos
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mayoritarios, de los antocianos no acilados, de los antocianos totales, de los flavonoles de tipo
miricetina y quercetina, de los flavonoles totales, de varios de los acidos hidroxicinamicos, de los
estilbenos y de la mayoria de los aminoacidos del mosto en la anada 2017. La aplicacion de una
dosis alta del extracto comercial del alga aumentd el contenido de ciertos flavonoles de tipo
miricetina, el contenido individual y total de los estilbenos de las uvas y el contenido de ciertos
compuestos carbonilicos del mosto en la aflada 2017. La dosis alta del extracto comercial del alga
aumentod la concentracion de la mayoria de los compuestos volatiles analizados en los mostos,
incluido el contenido total de la mayoria de las familias quimicas de los compuestos volatiles
analizados, excepto el de los alcoholes, e increment6 el contenido de algunos aminoacidos en los
mostos en la aflada 2018. En general, las aplicaciones de ambas dosis del alga a las vides de
Tempranillo aumentaron el contenido de trans-piceido y de los estilbenos totales en las uvas en
ambas afiadas de estudio.

En los vinos, la concentracion de antocianos y flavonoles disminuyé a medida que la
duracion de la fermentacion malolactica y la acidez volatil era mayor, mientras que el contenido
de acidos hidroxibenzoicos y de estilbenos en los vinos tuvo un efecto opuesto. La composicion
de nitrogeno del mosto condiciono la concentracion de los aminoacidos en los vinos, asi como
también la produccion de los compuestos volatiles del vino ya que las muestras producidas en la
afiada 2018 presentaron una mayor cantidad estos compuestos en comparacion con las muestras
obtenidas en 2017.

Por lo tanto, el alga A. nodosum podria actuar como elicitor en las vides de la variedad
Tempranillo desencadenando la sintesis de los estilbenos en las uvas independientemente de las
condiciones climaticas de la afada. La aplicacion de una dosis baja del alga a las vides de

Tempranillo en una afiada en la que la disponibilidad de agua para las vides es baja, podria
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aumentar el contenido de aminoacidos, y de amonio en el mosto, y de la mayoria de los compuestos
fenolicos de la uva, mientras que la aplicacion de una dosis alta del alga a las vides de esta variedad
en una anada humeda podria aumentar el contenido de ciertos aminoacidos, del amonio y de la

mayoria de los compuestos volatiles del mosto.
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7. Conclusions

7.1. Effects of Ascophyllum nodosum seaweed application in the content of phenolic,
nitrogen and volatile compounds of Tempranillo Blanco grapes and wines

Both dosages of the seaweed commercial extract applied foliarly to Tempranillo Blanco
and Tempranillo grapevines differentially affected the content of phenolic, nitrogen and volatile
compounds of grapes and wines, which depended on the climatic conditions of the season.

As it was aforementioned, catechin was the most abundant phenolic compound found in
grapes and wines of Tempranillo Blanco grapevine variety. The flavonols profile of the grapes
from this variety was dominated by the quercetin-type flavonols, followed by kaempferol-type
flavonols, and finally by the isorhamnetin-type flavonols. Regarding the must amino acid content,
Tempranillo Blanco behaved as an arginine accumulator grapevine variety. Generally, the most
abundant amino acids found in the Tempranillo Blanco musts were arginine, glutamic acid,
citrulline + threonine, glutamine, aspartic acid and a-alanine, respectively, which represented
around 69.6 % of the total amino acids, while the least abundant amino acids in the musts were
leucine, isoleucine, methionine, lysine, ornithine and glycine, respectively, which represented 2.5
% of the total amino acids. The most abundant volatile compounds in Tempranillo Blanco musts
were C6 compounds, such as (E)-2-hexenal, (E)-2-hexenol and hexanal, while (E)-/4-damascenone
was the most important varietal volatile compound in the musts of this variety.

The foliar seaweed application at a high dosage to Tempranillo Blanco grapevines
increased the concentration of catechin and most of the individual flavonols in grapes in the 2017
and 2018 seasons. In 2017, this treatment increased the concentration of several amino acids in the

musts, while in 2018, the content of amino acids in the musts was barely affected by the treatments.
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The high dosage of the seaweed commercial extract applied to the grapevines allowed to increase
the concentration of phenylalanine in the musts in both seasons. Due to this, it is possible that
seaweed applications, mainly applied at a high dosage, can exert an elicitor effect in grapevines,
triggering the synthesis of certain amino acids, phenolic and volatile compounds in grapes. The
concentration of terpenes and Ci3 norisoprenoids in the musts was affected by the climatic
conditions of the season more than the seaweed applications to the grapevines. The seaweed
commercial extract applied at a high dosage to Tempranillo Blanco grapevines generally increased
the concentration of most of C6 compounds in grapes.

The annual differences in the weight of berries, in the content of certain oenological
parameters of musts and wines, in the content of the majority of the amino acids, of certain
phenolic and volatile compounds of the grapes and the wines can be attributed to the fact that
relative humidity and, especially, rainfall were significantly higher in the 2018 than in 2017 season.
Additionally, the content of proline and tyrosine in the musts showed a higher concentration in the
driest season, while the content of most of the amino acids analyzed in the musts and wines, and
the yeast assimilable nitrogen in the musts was higher in the wettest season. It seems to be that the
proline and the tyrosine are synthesized in an accelerated way under water limitation conditions,
so they could be proposed as indicators of certain levels of water stress in the grapevines.

The content of hydroxycinnamic acids in grapes and wines was barely affected by the foliar
seaweed applications to Tempranillo Blanco grapevines. It is possible that the content of
hydroxycinnamic acids and hydroxybenzoic acids has been affected by the oxidation reactions
occurred in musts and wines, while the stilbene content in wines was probably altered by the
cryptogamic diseases in grapes. Seaweed applications to the grapevines also did not significantly

affect the content of volatile compounds and amino acids in wines. Thus, the yeast assimilable
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nitrogen content of musts could have affected the volatile and amino acid composition of
Tempranillo Blanco wines.

Therefore, it is possible that the foliar application of the 4. nodosum seaweed extract at a
high dosage to Tempranillo Blanco grapevines allowed to trigger the synthesis of phenylalanine
in grapes, regardless the climate conditions of the season, behaving as a biotic-type elicitor. The
content of catechin, flavonols and certain volatile compounds in the grapes was also increased by
the application of the high dosage of the seaweed. It is possible that these changes triggered by the
foliar application of the commercial extract of the seaweed to Tempranillo grapevines are due to
the fact that phenylalanine is used as a substrate by the enzymes responsible for the synthesis of

flavonoids and certain volatiles compounds.

7.2. Effects of Ascophyllum nodosum seaweed application in the content of phenolic,
nitrogen and volatile compounds of Tempranillo grapes and wines

The A. nodosum seaweed foliar applications at a low dosage to Tempranillo grapevines
allowed to increase the concentration in grapes of the majority anthocyanins, of the non-acylated
anthocyanins, of the total anthocyanins, of the myricetin and quercetin flavonols, of the total
flavonols, of the several hydroxycinnamic acids, of the stilbenes and most of the amino acids in
the musts in 2017 season. The seaweed applied at a high dosage to grapevines increased the content
of certain myricetin-type flavonols, the content of individual and total stilbenes in grapes and
certain carbonyl compounds in musts in 2017 season. The seaweed application at a high dosage to
the Tempranillo grapevines increased the content in the musts of most of the individual volatile
compounds, including the total content of most of the chemical families of volatile compounds,

except for total alcohols, and also increased the content of some amino acids in the musts in 2018.
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Generally, the seaweed applications at both dosages to the grapevines increased the content of
trans-piceid and total stilbenes in grapes in both seasons.

In wines, the concentration of anthocyanins and flavonols decreased as the duration of
malolactic fermentation and volatile acidity was greater, while the content of hydroxybenzoic acids
and stilbenes in wines had the opposite effect. The must nitrogen composition affected the
concentration of amino acids in wines, as well as the formation of volatile compounds since the
samples produced in the 2018 season had a greater amount of these compounds compared to the
samples obtained in the 2017 one.

Therefore, the A. nodosum seaweed can act as elicitor in Tempranillo grapevines, triggering
the synthesis of stilbenes in grapes, regardless the climatic conditions of the season. Seaweeds
applied at a low dosage to Tempranillo grapevines in a season in which the grapevine water
availability is low could increase the content of amino acids and ammonium in the musts, and most
of the phenolic compounds in grapes, while a high dosage of the seaweed applied to the
Tempranillo grapevines in a wet season could increase the content of certain amino acids,

ammonium and most of the chemical families of volatile compounds in the musts.
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