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RESUMEN

El laboreo es la técnica de manejo de suelo mas utilizada en vifiedos de regiones
con clima mediterraneo. Sin embargo, para mejorar algunas de las propiedades de los
suelos y las caracteristicas productivas y cualitativas de las vides, una técnica alternativa
es el uso de cubiertas vegetales. Por ello, el principal objetivo de esta Tesis Doctoral ha
sido estudiar el efecto del uso de dos especies vegetales, con comportamiento
agrondmico distinto y como alternativa al laboreo, sobre la disponibilidad de nutrientes
del suelo, los parametros productivos y vegetativos de la vid y la composicion de la uva
y del vino. En este contexto, se llevd a cabo un ensayo con tres sistemas distintos de
gestion del suelo (tratamientos) en las calles del vifiedo: laboreo, cubierta vegetal en la
que se sembr6 una graminea (cebada, Hordeum vulgare L.) y otra cubierta con una
leguminosa (trébol, Trifolium resupinatum L.), durante cuatro afios (2009-2012). La
parcela viticola, de la variedad Tempranillo (Vitis vinifera L.), se planté en 1999 con un
marco de plantacion de 2,70 x 1,30 m y sistema de conduccion en espaldera (doble
cordon Royat). El suelo de la parcela se clasific6 como Xerorthent oxiacuico.
Presentaba un pH basico, un contenido en materia organica bajo (< 1%) y una clase
textural franca en los horizontes superficiales, y franco-arenosa en profundidad.

Los resultados han mostrado diferencias de humedad en el suelo debidas a los
tratamientos en periodos concretos a partir de julio hasta finales de agosto,
especialmente a los 60 cm de profundidad con la utilizacion de cubierta de trébol. La
velocidad de consumo de agua y secado del suelo fue mas intensa en las dos cubiertas
que en el laboreo; si bien las precipitaciones registradas recargaron el perfil del suelo de
manera similar en los tres tratamientos. Por su parte, la disponibilidad nutricional del
suelo estuvo marcada por la capacidad fijadora del nitrdgeno atmosférico por parte de la
leguminosa. Asi, respecto al laboreo, con el trébol aument6, desde el segundo afio de
ensayo, la disponibilidad en el suelo de nitrogeno en forma nitrica, la forma i6nica que
principalmente asimila la vid. Sin embargo, con la cubierta de cebada se redujo el
nitrégeno nitrico en un rango similar al nitrégeno presente en la biomasa aérea de la
cubierta graminea. Asimismo, la reincorporacion de los restos aéreos de las cubiertas
tras su agostado favorecid, al cuarto afio de ensayo, una mayor disponibilidad de
potasio, magnesio y sodio en la superficie del suelo con cubierta de trébol respecto a los
otros dos tratamientos. La presencia de las cubiertas no afecté a la disponibilidad de
fosforo ni de calcio del suelo.
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A pesar de que no se observaron diferencias significativas en la produccion de
biomasa aérea de las dos cubiertas vegetales, a partir del 2010 la concentracién de
nitrégeno, potasio, magnesio, calcio, cobre, boro y sodio fue mayor en la biomasa del
trébol que en la de la cebada, donde se produjo una mayor concentracion de hierro y
zinc. No obstante, la diferente competencia de las cubiertas vegetales por los nutrientes
disponibles en el suelo, afect6 de manera significativa al estado nutricional de las cepas,
disminuyendo el contenido de N foliar con la cubierta de cebada en 2011 y 2012.
Respecto al desarrollo vegetativo, el desarrollo longitudinal de los pampanos con el
tratamiento de cebada disminuyd en la floracion del tercer afio de ensayo, asi como el
peso de las hojas con ambas cubiertas. La presencia de las cubiertas vegetales no
modificé significativamente la produccion del vifiedo. El vigor de las cepas disminuyd
en los dos ultimos afios de ensayo con el tratamiento de cebada, alcanzando valores de
peso medio del pampano y de peso de madera de poda menores respecto a los otros dos
tratamientos. Con esta reduccion del vigor, se consiguid un mejor equilibrio en la
relacion vigor/produccion de las cepas del tratamiento con cubierta de cebada,
obteniendo valores del indice de Ravaz dentro del rango considerado 6ptimo para la
variedad Tempranillo en el &mbito de la D.O.Ca. Rioja. En relacion a la incidencia de
las cubiertas sobre las caracteristicas de la uva, se observo una disminucion del peso de
la baya en 2010, y un aumento de los compuestos fendlicos en 2012 con la cubierta de
cebada frente a los otros dos tratamientos. Por su parte, los niveles de nitrégeno
facilmente asimilable (N.F.A.) de los mostos se vieron afectados por la especie de
cubierta utilizada. Asi, respecto al laboreo, el N.F.A. aumentdé con la leguminosa al
cuarto afio de ensayo y disminuyd con la graminea. De igual modo, la presencia de las
cubiertas vegetales modifico el perfil aminoacidico de los mostos. El vino procedente
del tratamiento de cubierta de cebada, presentd mayor acidez total, contenido de &cido
tartarico e indice de polifenoles totales respecto a los de los otros dos tratamientos. Con
la cubierta de cebada también se redujo la concentracién de numerosos aminoécidos y la
concentracion total de aminas biégenas de los vinos. Organolépticamente, los catadores
no apreciaron diferencias significativas entre los vinos, si bien mostraron cierta
preferencia por los vinos elaborados a partir de uva procedente de parcelas mantenidas
con laboreo.

Por todo ello, se puede concluir que en las condiciones de nuestro ensayo, la
técnica de cubiertas vegetales podria considerarse apropiada como alternativa al

laboreo, ya que no supone competencia hidrica ni nutricional excesiva para las cepas e,
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incluso, a largo plazo, puede conseguir regular el desarrollo vegetativo del vifiedo, su
rendimiento productivo y mejorar la calidad de la uva y del vino.



ABSTRACT

Tillage is the most commonly used soil management technique in vineyards
with Mediterranean climate. In order to improve some of the properties of soils as well
as the productive and qualitative characteristics of the vines, alternative techniques such
as cover crops are employed. Therefore, the main objective of this Thesis was to study
the effect of two cover crops, with different agronomic performance, on the soil
nutrients availability, the productive and vegetative parameters of the vine and the
grape and wine composition, comparing these results to tillage. In this context, an
experiment with three different soil management treatments in the inter-row of the
vineyard, was carried out for four years (2009-2012). Treatments were: tillage, a cereal
cover crop (barley, Hordeum vulgare L.), and, a leguminous cover crop (clover,
Trifolium resupinatum L.). The vineyard was a cv. Tempranillo (Vitis vinifera L.),
planted in 1999 with a 2.70 x 1.30 m spacing and a VSP (double cordon Royat) trellis
system. Soil was classified as Oxyaquic Xerorthent, its pH was basic and the organic
matter content was low (< 1 %), texture was loamy for the topsoil and sandy loam in

deeper horizons.

Results showed differences in soil moisture between treatments for short periods
of time from July until the end of August, especially in the clover cover crop treatment
at 60 cm deep. The water consumption rate was higher for both cover crops treatments
with respect to tillage, although rainfall recharged the soil profile similarly in the three
treatments. Regarding soil nutrients availability, the nitrogen fixation capacity of the
leguminous crop marked a difference and, in fact, the soil nitrogen availability, in its
nitrate form, which is the one that the vine assimilates primarily, was higher in the
clover crop treatment from the second year of the experiment with respect to tillage.
However, the nitrate form from the soil N was lower for the barley cover crop. This
reduction was linked to the nitrogen content of the cover crop aerial biomass.
Furthermore, the reintroduction of the cover crop remains in the soil after withering
favoured a greater availability of potassium, magnesium and sodium in the soil surface
in the fourth year of trial and for the clover treatment when compared to the other two
treatments. Cover crops did not affect the phosphorus and calcium soil availability.
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Although no significant differences were observed in the total biomass
production of the two cover crops, from 2010 onwards the concentration of nitrogen,
potassium, magnesium, calcium, copper, boron and sodium was higher for clover than
for barley cover crop, which reversely had a higher concentration of iron and zinc.
However, the different competition of the cover crops for nutrients only had a
significant effect over the leaf nitrogen content in the barley treatment in 2011 and
2012. Regarding the vegetative development, the shoot longitudinal development in the
barley treatment decreased at bloom in the third year of trial, and the total leaf weight
was lower in both cover crops. Cover crops did not significantly change the vineyard
production either; although the vine vigour was lower in the barley treatment during the
last two years, with lower values of shoot and pruning weights with respect to the other
two treatments. Thanks to the vigour reduction, a better balance between vigour and
production was achieved with the barley treatment and, therefore, Ravaz index values
were within the optimal range for cv. Tempranillo in the A.O.C. Rioja. Regarding the
cover crops impact on the grape characteristics, only a berry weight reduction in 2010
and an increase of phenolic compounds in 2012 were observed for the barley cover
crop. Levels of Yeast Assimilable Nitrogen (YAN) in the musts changed in the cover
crop treatments with respect to tillage; in the clover treatment YAN values were higher
in the fourth year of the trial whilst they were lower for barley. Similarly, the presence
of cover crops modified the amino acid profile of musts. Total titratable acidity as well
as the tartaric acid content and the total polyphenol index showed higher values in the
barley than in the other two treatments; as well as the concentrations of biogenic amines
and most of the amino acids studied showed lower content for barley treatment.
Organoleptically, tasters did not appreciate significant differences between wines,
although they showed a preference for those made from the tillage treatment grapes.

With all these results in mind, it can be concluded that under the conditions of
our experiment, cover crops can be an appropiate alternative to tillage as, in the long
term, they can regulate both, the vine vegetative development and its yield, therefore
improving the quality of grape and wine and, at the same time, their use does not imply

an excessive competition with the vine for both water and nutrients.
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I.L1.LAVIDY SU CULTIVO EN EL MUNDO

I.1.1. SISTEMATICA DE LA VID

La vid es una planta de division espermafita perteneciente a la subdivision de las
angiospermas, de la clase de las dicotiledoneas y de la familia de las Vitaceae,
compuesta por casi mil especies, agrupadas en 17 géneros (Martinez de Toda, 1991). La
mayoria de los géneros se encuentran en regiones intertropicales, siendo muchas de sus
plantas empleadas como ornamentales. EI género Vitis es el Unico de importancia
agronomica, formado por 60 especies interfértiles, aproximadamente. Dentro de este
género hay dos subgéneros o secciones: Muscadinia y Euvitis. EI primero lo forman
vides situadas en zonas calidas y templadas del sudeste de América del Norte y
comprende tres especies, entre las que destaca Vitis rotundifolia, la Gnica inmune a la
filoxera (Dactylosphaera vitifoliae) y, al segundo subgénero, pertenecen practicamente

todas las especies de vid cultivadas (Figura 1.1).

Género VITIS
|

!

Subgénero Muscadinia Subgénero Euvitis

Vitis rotundifolia

'

Grupo Asia
oriental

Grupo americano

Grupo europeo

Mas de 20 especies.
Unica especie: Intervienen en la constitucion de
Vitis vinifera los portainjertos (PI).

Mas de de 20 o~
Pertenecen la totalidad 3 series:

especies.
Algunas
usadas en
mejora
genética:
o Vitis
amurensis.

de las vides cultivadas. Oriental

2 subespecies: Occidental ,
o Vitis vinifera Central (Pl resistentes al frio, a

vinifera o sativa enfermedades criptogdmicas y
o Vitis vinifera a la filoxera):

= Vitis riparia
= Vitis rupestris
= Vitis berlandieri

silvestris

Figura 1.1. Subgéneros de la vid. Elaboracion propia a partir de datos de Martinez de Toda (1991).
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1.1.2. ORIGEN Y DISTRIBUCION DEL CULTIVO DE LA VID

Unicamente los fosiles de pepitas y polen son suficientemente inimitables como
para confirmar la presencia de la vid en otras épocas (Martinez de Toda, 1991). La
presencia de restos de éstos permite afirmar que el género Vitis estaba extendido al final
de la Era Terciaria en todo el Hemisferio Norte, representado por dos categorias de
pepitas distintas. Las sucesivas glaciaciones de la Era Cuaternaria hicieron que se
refugiaran en regiones protegidas del frio y fueran diferenciandose entre ellas. La vid
europea se desarrollé, diversificd y cultivd inicialmente en el este del Mediterraneo. A
partir del siglo XV, a través de las rutas de colonizacion de los imperios espafiol,
portugues, inglés y holandés se fue distribuyendo al resto de regiones viticolas que

actualmente se conocen.

Hoy en dia, el cultivo de la vid se encuentra, principalmente, comprendido
geograficamente en dos franjas, entre las latitudes 50 y 30 grados Norte sobre el
Ecuador y 30 y 50 grados Sur por debajo del mismo (Figura 1.2). Sin embargo, el
cambio que esta experimentando el clima a nivel mundial puede que modifique este

escenario, con plantaciones en otros lugares hasta ahora con poca vocacion viticola.

Figura 1.2. Distribucion de las plantaciones de vid alrededor del mundo. Fuente:

www.catadelvino.com, consultada en junio de 2015.



http://www.catadelvino.com/
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1.2. HISTORIA DE LA VID Y DEL VINO EN LA RIOJA

1.2.1. HISTORIA DE LA D.O.CA. RIOJA

Los numerosos restos arqueoldgicos de lagares y bodegas encontrados por la
geografia riojana testimonian que, probablemente, el cultivo de la vid en La Rioja sea
anterior a la época de la dominacion romana. Se cree que los berones y otros pueblos
riojanos ya vendian el vino a los mercaderes tartesios, cretenses, egeos y fenicios a
través del rio Ebro (Larrea Redondo, 1974). En los siglos Il y I a.C., coincidiendo con la
Ilegada de los romanos a la region y, en torno a la calzada romana que unia el Noroeste
de la Peninsula Ibérica con el Mediterraneo, los habitantes de la zona incorporaron
tradiciones, costumbres sociales y habitos alimentarios de los romanos, sobre todo en lo
relativo al consumo de aceite y de vino. Tras la Caida del Imperio Romano y durante los
tres siglos de dominacidn visigoda, la viticultura riojana practicamente desaparecio. No
fue hasta la conquista de Najera por los cristianos (siglo X) y, posteriormente la de
Calahorra (siglo XI), cuando la viticultura volvi6 a resurgir. En la Edad Media, la
produccion vitivinicola riojana estuvo vinculada a los centros monasticos, como San
Millan de la Cogolla, San Martin de Albelda y Santa Maria la Real de Najera, donde
con la llegada de muchos monjes de zonas con tradicion viticola (especialmente
franceses), fomentaron y mejoraron las técnicas de cultivo. En el siglo XI1I, Gonzalo de
Berceo, monje riojano considerado el primer mester de clerecia, ya menciono el vino en
algunos de sus versos, siendo el mas popular el recogido en su obra Vida de Santo

Domingo de Silos:

Qiero fer una prosa en romanz paladino,
en gal suele el pueblo fablar con so vezino,
ca no so tan letrado per fer otro latino:

bien valdra, commo creo, un vaso de bon vino.

Que se puede traducir como:

Quiero hacer un poema en romance,
en el cual suele hablar el pueblo [la gente] con su vecino,
pues no soy tan culto como para hacer otro [poema] en latin;
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[el que te cuente yo esta historia] bien valdrd, como creo, un vaso de

buen vino.

El auge experimentado en esa época por el Camino de Santiago y la concesion
de los fueros otorgados por los reyes navarros y castellanos a distintas poblaciones
riojanas, contribuyeron al asentamiento de poblacion foranea que impulséd las
plantaciones de vid. A finales del siglo XV, el vino de Rioja, asentado en zonas de
Castilla, Navarra y provincias Vascongadas, experimentd un notable crecimiento. Asi,
en tiempos de los Reyes Catolicos, las cosechas ya alcanzaban los 10 millones de litros
(Gémez Urdafez, 2000).

En el siglo XVI, La Rioja era ya una de las principales regiones productoras y
exportaba vino al resto de Espafia e incluso a Europa. En 1787, se fund6 la Real
Sociedad Econdmica de Cosecheros de La Rioja Castellana, cuyos objetivos fueron el
fomento del cultivo de la vid y la elaboracion del vino y su comercio. En el afio 1827,
impulsé la construccién de un camino entre Logrofio y Haro para facilitar el comercio
del vino por Vitoria y el puerto de Santander, creando ademas un consultorio viticola y
haciendo un proyecto de Escuela de Enologia (la actual Estacién Enolégica de Haro,

que no se fundo hasta 1892).

Durante la primera mitad del siglo XIX apareci6 en Europa, procedente de
América, el oidio (Uncinula necator), un hongo contra el cual no se disponia de medios
eficaces, lo que en La Rioja provoco la sustitucion parcial de las variedades Tempranillo
y Mazuelo, sensibles a dicho hongo, por la Garnacha tinta, mas resistente al oidio. En la
segunda mitad de siglo se comenzé a superar la crisis, utilizando azufre como medio de
lucha contra dicho hongo. En 1852 Luciano Murrieta, después de aprender el proceso de
elaboracion en Burdeos, cred el primer vino fino de la zona, y en 1860 varias familias
nobiliarias de tradicion vinicola impulsaron la industrializacién del vino de Rioja,
mediante la crianza y el embotellado del mismo. Los problemas sufridos durante la
década de los ochenta del siglo XIX por el vifiedo francés, provocados por los sucesivos
ataques de mildiu (Plasmopora viticola), oidio y filoxera, hicieron que las exportaciones
de los vinos riojanos hacia Francia aumentaran, transportdndose el vino en barricas
bordelesas de 225 litros de capacidad. En 1898, comenzé la invasion de la filoxera en
Espafia, organizandose en La Rioja una Comisién Provincial con el objetivo de trabajar
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en su prevencion. En 1899, se percibieron los primeros ataques de filoxera y, en 1901,
practicamente la totalidad de las 52.592 hectareas de vifiedo que habia en la provincia
de Logrofio estaban afectadas o destruidas (Larrea Redondo, 1974), por lo que hubo que
replantar todo el vifiedo riojano, creandose para ello el Servicio Vitivinicola Provincial.
Para proteger el nombre del vino de Rioja, delimitar la zona de produccion y expedir la
garantia del vino se constituyd, por Real Decreto el 22 de octubre de 1926, el Consejo
Regulador de la Denominacion Vinicola Rioja. La proteccién del nombre Rioja como
Denominacion de Origen se plasmé en el Estatuto del Vino de 1932 (Coello et al.,
2007). En 1991, por orden Ministerial del 3 de abril, se le otorg6 a la Denominacion de
Origen Rioja el caracter de Calificada (D.O.Ca. Rioja), la primera en Espafia.
Actualmente, la Orden APA/3465/2004 del 20 de octubre es la que rige el Reglamento
de la D.O.Ca. Rioja y de su Consejo Regulador.

1.2.2. CARACTERISTICAS VITIVINICOLAS DE LA D.O.CA. RIOJA

La zona viticola que comprende la D.O.Ca. Rioja, se encuentra delimitada
geograficamente por las Sierra de Cantabria al Norte y la de la Demanda al Sur,
conformando una region natural diferenciada. Administrativamente, las 63.593
hectéreas de vifiedo protegidas por la Denominacion se distribuyen en el territorio de
tres provincias del curso alto del Ebro: La Rioja (43.885 ha), Alava (12.934 ha) y
Navarra (6.774 ha). Las localidades més distanciadas, Alfaro la méas oriental y Haro la
mas occidental, estan separadas por 100 km, siendo de unos 40 kilémetros la anchura
maxima del valle ocupado por vifiedos que, en sucesivas terrazas escalonadas, alcanzan
una altitud maxima de 700 m (Consejo Regulador de la D.O.Ca. Rioja;

WwWWw.riojawine.com).

La influencia de los climas atlantico y mediterrdneo que confluyen en la region,
propician caracteristicas climaticas diferenciadas, lo que permite dividir a la
Denominacion en tres subzonas: Rioja Alta (26.786 ha de vifiedo), influenciada por el
clima atlantico, Rioja Alavesa (12.934 ha) también de clima atlantico pero con otro tipo
de suelos y Rioja Baja (23.873 ha), de influencia mediterranea, con clima mas seco y

célido (Figura 1.3).
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Figura 1.3. Mapa de distribucion del vifiedo en las tres subzonas de la D.O.Ca. Rioja: Rioja Alta, Rioja

Alavesa y Rioja Baja. Fuente: www.vibrantrioja.com, consultada en junio de 2015.

De acuerdo a la diferenciacion climatica y a la orografia y geomorfologia de las
subzonas, los suelos también presentan diferencias, aportando complejidad a los vinos.
Por lo general, los suelos de la D.O.Ca. Rioja son ligeramente alcalinos, pobres en
materia orgénica y presentan moderada disponibilidad hidrica durante el verano. A
grandes rasgos, el Consejo Regulador los ha catalogado como arcillo-calcareos, los
cuales representan un 25 % de la superficie total de la D.O.Ca. Rioja y, por lo general,
se sitlan en pequefias parcelas estructuradas en terrazas de la zona de Rioja Alavesa y
terrenos de Rioja Alta; arcillo-ferrosos, que se pueden encontrar por toda la geografia de
la Denominacién y que se suelen situar en terrenos alomados, rojizos, con roca dura y
profunda y que representan otro 25 % de la superficie total; y los suelos aluviales,
también presentes por toda la geografia de la D.O.Ca. Rioja en zonas cercanas a los rios,
de terrenos llanos, profundos y con presencia de cantos rodados (Consejo Regulador de

la D.O.Ca. Rioja; www.riojawine.com).

La D.O.Ca. Rioja mantiene una politica restrictiva respecto al rendimiento
productivo de las parcelas, segln sean variedades tintas (6.500 kg ha™) o variedades
blancas (9.000 kg ha™), con el objetivo de optimizar la calidad de los vinos. La
produccion media anual de la Denominacidn se sitta entre los 280 y los 300 millones de

litros, de los que el 90 % corresponde a vino tinto y el resto a blanco y rosado. En los
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afios en los que se desarrolld la presente Tesis Doctoral (2009-2012) y, segun datos del
Consejo Regulador, el volumen total de produccién por campafa fue de 412,3 millones
de kg de uva, de los cuales se calificaron 246,7 millones de litros de vino en el 2009;
395 millones de kg de uva (255,1 millones de litros amparados en el 2010); 387
millones de kg de uva, unos 266,4 millones de litros en el 2011; y 354,9 millones de kg
de uva, 244,6 millones de litros de vino calificados por el Consejo Regulador en 2012,
con uno de los rendimientos por hectarea mas bajos de las Gltimas dos décadas (5.710
kg ha™). En el afio 2007, el Consejo Regulador autoriz6 la incorporacion de nuevas
variedades (Tabla 1.1), las cuales para no incrementar la masa vegetal total de la
Denominacion se deben plantar en sustitucion de arranques (Orden ARM/1372/2009)

(Consejo Regulador de la D.O.Ca. Rioja; www.riojawine.com).

Tabla 1.1. Variedades de vid autorizadas por el Consejo Regulador de la D.O.Ca. Rioja.

Variedades Tradicionalmente autorizadas Autorizadas recientemente

Tempranillo

=  Garnacha =  Maturana tinta
TINTAS )

= Graciano

= Mazuelo

=  Tempranillo blanco (a)

) = Maturana blanca ()
=  Viura

BLANCAS = Malvasia de Rioja

=  Garnacha blanca

=  Turruntés de Rioja (a)
= Chardonnay (f)

= Sauvignon blanc (f)

= Verdejo (f)

(a): variedad autéctona, (f): variedad foranea.

De todas ellas, Tempranillo, considerada autéctona de Rioja y la variedad mas
caracteristica de la D.O.Ca. Rioja y calificada como preferente, representa un 81 % del
total de la superficie del vifiedo de la Denominacion (Consejo Regulador de la D.O.Ca.
Rioja, 2014). Agrondmicamente es una variedad muy segura en el cuajado aunque
sensible a plagas y enfermedades, poco resistente a la sequia y a las altas temperaturas
y, con un ciclo de maduracién corto. Enolégicamente es muy versatil, produce vinos
muy equilibrados en grado alcohdlico, color y acidez y con un paladar suave y afrutado

que evoluciona a aterciopelado cuando envejece. Potencialmente puede producir vinos



INTRODUCCION

con envejecimiento largo. Cencibel, Tinto de Madrid, Tinto del Pais y Tinto Fino son
sinonimias de Tempranillo (Consejo Regulador de la D.O.Ca. Rioja, 2014) (Figura 1.4).

Figura 1.4. Racimo, hojas (haz y envés) y zarcillo de
la  variedad tinta  Tempranillo. Fuente:
ww.riojawine.com, consultada en agosto de 2015.

La crianza de los vinos de Rioja se realiza en barricas de roble de 225 litros, con
trasiegos periddicos, complementandose después en botella donde sigue evolucionado
en un ambiente reductor. Segun el proceso de envejecimiento seguido, el Consejo

Regulador de la D.O.Ca. Rioja establece cuatro categorias de vinos:

- Garantia de Origen: son los vinos del afio, en su segundo afio u otros vinos que
no encajan en las restantes categorias, aunque hubiesen sido sometidos a procesos de
envejecimiento, por no estar éstos certificados por el Consejo Regulador. Conservan las
caracteristicas primarias de frescor y afrutado.

- Crianza: hace referencia a vinos en su tercer afio que han permanecido 12

meses como minimo en barrica de roble (tintos) o seis meses (blancos y rosados).

- Reserva: corresponde a vinos muy seleccionados con una crianza minima,
entre barrica de roble y botella, de 36 meses (tintos), de los cuales al menos 12 en
barrica de roble. En vinos blancos el periodo de crianza es de 24 meses, de los cuales

como minimo tienen que pasar 6 meses en barrica de roble.

- Gran Reserva: se trata de vinos de grandes cosechas que han sido criados un

minimo de 24 meses en barrica de roble y, también como minimo 36 meses en botella.

10
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En los vinos blancos y rosados de esta categoria el periodo minimo de crianza es de 48

meses, de los cuales al menos tienen que pasar 6 meses en barrica de roble.

1.3. EL MANEJO DEL SUELO EN EL VINEDO

La productividad y el desarrollo del vifiedo, asi como la composicion de las
bayas, estan ligados a determinadas operaciones de tipo agronémico, tanto de cultivo
(caracteristicas del suelo, eleccion de la variedad y del portainjerto, fertilizacién, riego,
sistemas de manejo de suelo, podas en verde, aclareo, poda invernal, ...) como a otros
factores viticolas que dependen del disefio de la propia plantacion (marco y densidad de
plantacion, sistema de conduccion, altura de la pared vegetal, ...) y a las propias
caracteristicas del medio natural (clima, orografia, ...) (Jackson y Lombard, 1993). A su
vez, cada una de las operaciones de tipo agronémico o viticola realizadas en el vifiedo
influye de una manera mé&s o menos directa sobre las otras. En este trabajo de
investigacion se han estudiado las implicaciones y condicionantes provocados sobre la
vid, la uva y el vino por el uso de un determinado sistema de manejo del suelo del

vifiedo.

El manejo o mantenimiento del suelo puede definirse como “todas aquellas
técnicas cuya finalidad es crear y mantener un medio favorable para el crecimiento y
actividad de las raices a corto y a largo plazo, y facilitar otras operaciones de cultivo”
(McCarthy et al., 1992). Estos objetivos generales engloban otros aspectos mas
especificos, como son:

=  Mantener un equilibrio fisico, quimico y biolégico adecuado del suelo.

" Incrementar el contenido en materia organica del suelo.

=  Evitar la erosion, la degradacion y la sobreexplotacion del suelo y del
medioambiente.

= Facilitar la aplicacién de enmiendas y fertilizantes.

= Permitir el acceso a la parcela en periodos hiimedos.

. Disminuir el riesgo de heladas.

=  Controlar la vegetacién espontanea para eliminar o limitar la competencia de
las malas hierbas.

=  Aumentar la efectividad de los riegos que se efectlen en el vifiedo.

=  Controlar el desarrollo vegetativo excesivo de las vides.

11
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" Mejorar las caracteristicas quimicas y organolépticas del mosto y del vino.

Las técnicas de manejo del suelo utilizadas en viticultura han ido evolucionando
desde labores manuales y de traccién animal, hasta la mecanizacién total. Dichas

técnicas son numerosas y se pueden englobar principalmente en dos grupos:

a) Suelo desnudo, libre de vegetacion
El suelo de la calle del vifiedo se labra o se trata con productos quimicos,
herbicidas, que eliminan las hierbas que pudieran aparecer, dejando el suelo libre de

vegetacion.

b) Suelo cubierto
El suelo del vifiedo se mantiene cubierto, durante al menos una parte del periodo
vegetativo de la vid, mediante cubiertas vegetales vivas o cubiertas inertes: restos de

poda triturados, paja, piedras, mulch o acolchado, compost, lodos.

Los criterios que determinan la eleccion del sistema de manejo 6ptimo para el
cultivo, no siempre responden a decisiones o estudios técnicos sino que, generalmente,

suelen corresponder a motivos econdémicos o tradicionales.

1.3.1 EL LABOREO COMO SISTEMA DE MANEJO DEL SUELO EN EL
VINEDO

De entre las técnicas pertenecientes al grupo “suelo desnudo”, en Espafia el
laboreo es la mas ampliamente utilizada en viticultura, especialmente en zonas con baja
precipitacion. Consiste en mantener la mayor parte del afio sin vegetacion la calle o
superficie del suelo comprendida entre las filas de cepas, mediante el paso mas o menos
frecuente y profundo de un apero especializado. Sus objetivos principales pasan por
reducir la competencia por los nutrientes y el agua del suelo que pudiera provocar la
proliferacion de vegetacion espontanea en la calle, aumentar la aireacion y la
infiltracion del agua de lluvia y, por tanto, el agua disponible para la vid. A pesar de los
inconvenientes que puede generar en la parcela, como son la formacion de suela de
labor que disminuye la capacidad de infiltracion, el aumento de la erosion y la
degradacion de la estructura del suelo por debajo de los horizontes labrados (Elliot,

12
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1986) o la dificultad de circulacion de maquinaria en periodos lluviosos, su facilidad de
ejecucion, que incluso favorece la incorporacién de abonos y enmiendas y, el bajo coste
econdmico que supone su practica, han hecho que sea la técnica de manejo de suelo mas
extendida tradicionalmente en vifiedos con condiciones climaticas mediterraneas, siendo

asi como ha ocurrido en La Rioja donde es la técnica de manejo de suelo mas utilizada.

En el contexto de la viticultura mediterranea tradicional, condicionada por una
serie de limitaciones como son las condiciones de secano, no disponer de
infraestructuras de riego, ni realizar una seleccién previa del material vegetal
(portainjertos y clones de vid), con poca disponibilidad de productos fitosanitarios y
fertilizantes y en la que la calidad de la uva no era un factor tan determinante ni
valorado como actualmente, el laboreo tradicional cumplia el objetivo de obtener un
rendimiento adecuado para la rentabilidad del vifiedo. Sin embargo, desde finales del
siglo XX, esta situacién ha ido cambiando. Han aparecido nuevas técnicas y equipos
que han permitido manejar y controlar la vegetacion, sistemas de conducciébn mas
adaptados a la mecanizacion de los diversos procesos realizados en campo durante el
ciclo vegetativo de la vid, predominando especialmente el sistema de conduccion en
espaldera, se ha aumentado el nimero de yemas en la poda, efectuado operaciones en
verde como el despunte y el desnietado que mejoran el proceso de cuajado, etc.
Ademas, las nuevas plantaciones se han realizado con clones seleccionados segin unas
caracteristicas determinadas, como por ejemplo, mayor produccién y resistencia a
sequia y, también se han ido introduciendo sistemas de riego localizado y se ha
extendido el uso de productos fitosanitarios y de fertilizantes cada vez mas especificos.
Ademas, las nuevas plantaciones se han realizado en suelos de mayor fertilidad, no tan
marginales como en los que se plantaba antiguamente la vid, los criterios de calidad de
la uva se han ido modificando y, por todo ello, los rendimientos de los vifiedos se han
incrementado en los Gltimos afios. En determinadas zonas viticolas, este aumento en el
rendimiento productivo puede acarrear problemas tanto a nivel legislativo (algunas
denominaciones de origen, como la D.O.Ca. Rioja, limitan los rendimientos), como a
nivel de desarrollo vegetativo de la vid y de la calidad de la uva debido a los
desequilibrios provocados en las plantas, los cuales van en detrimento de la calidad de
la uva. Asi, tradicionalmente se han utilizado algunas técnicas viticolas como la poda, el

despampanado y el aclareo manual de racimos o quimico para el control de la
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produccion de uva, aunque no en todas las condiciones aseguran una mejora de la
calidad de la uva (Diago, 2010).

1.3.2. SISTEMA DE MANEJO DE SUELO ALTERNATIVO AL LABOREO:
LAS CUBIERTAS VEGETALES

Como alternativa al laboreo y debido a los cambios, mencionados anteriormente,
que han ido surgiendo en la viticultura moderna, en muchas zonas viticolas se estan
implantando cubiertas vegetales en las calles de las parcelas. ElI Departamento de
Agricultura de Estados Unidos (U.S.D.A., 2009) definid la cubierta vegetal o cultivo de
cobertura como “aquel que se produce entre periodos de produccion regular del cultivo
principal, o bien entre arboles en el caso de cultivos arboreos, con el objetivo de
proteger el suelo contra la erosion y mejorar su productividad, salud y calidad”.

A pesar de que los primeros escritos del uso de cubiertas vegetales como técnica
de mantenimiento del suelo datan de la dinastia china Chou, de hace 3.000 afios (Burket
et al., 1997), tras la Il Guerra Mundial con la aparicion de los fertilizantes de sintesis, la
maquinaria pesada y los herbicidas se redujo su utilizacién en favor del laboreo o
tratamiento del suelo con herbicidas, que favorecian el aumento productivo del cultivo
(Hanson, 2006). En la agricultura moderna, la técnica de cubiertas vegetales fue
desarrollada por van Huyssteen et al. (1984) para el cultivo de la vid en Sudéfrica y,
debido a las numerosas ventajas de tipo agronémico y medioambiental que presentaba
con respecto al laboreo, fue extendiéndose posteriormente a otros sectores de la
agricultura como la fruticultura (Pastor, 1989; Lanini et al., 1991) y la olivicultura
(Castro, 1993). El uso de este sistema de manejo de suelo se encuentra mucho mas
generalizado en regiones viticolas con climas frescos y humedos, y suelos profundos y
fértiles como, por ejemplo, Champagne, Alsacia y Borgofia en Francia, Lombardia,
Frioulli, Piamonte y Chianti en lItalia, region del Palatinado en Alemania, Nueva
Zelanda (Wheeler et al., 2005), Valais en Suiza (Maigre y Aerny, 2001), Australia
(Tesic et al., 2007) y Oregdn (Sweet y Schreiner, 2010) en Estados Unidos; que en
climas més secos y aridos como los de la D.O.Ca. Rioja, en los que el laboreo sigue

siendo la técnica méas extendida.
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Las cubiertas vegetales utilizadas en viticultura pueden ser de materias vegetales
inertes (acolchados o mulch de cortezas de distintas especies o de restos de poda del
vifiedo, lodos, compost, piedras, ...) o de especies vegetales vivas. Estas Ultimas pueden
clasificarse en distintos grupos en funcién de:

- el espacio o superficie que ocupen en el terreno (total o parcial),
- el tiempo de permanencia de la cubierta en el terreno (perenne o temporal),
- el método utilizado para su implantacion (sembrada o esponténea),

- si se compone de una Unica especie vegetal 0 son varias (puras o mixtas).

Ademas, segun la naturaleza de la especie que se vaya a utilizar, la Cooperativa
Sudaustraliana de Productores de Semillas (South Australian Seed Growers
Cooperative, 1997), defini6 cuatro tipos de cubiertas vegetales: abono verde, cruciferas
0 brasicaceas, pradera anual de resiembra y pradera perenne. Cada una de ellas presenta
caracteristicas y requerimientos propios que se deberian estudiar y valorar antes de su

implantacion en la parcela como sistema de manejo del suelo.

=  Abono verde

En este tipo de cubierta se deja desarrollar a la especie sembrada hasta un
momento determinado de su ciclo vegetativo, a partir del cual se siega o seca mediante
herbicidas y se incorpora al suelo como fertilizante o abono, con el objetivo de que
aporte materia organica y mejore la estructura del suelo. La competencia con la vifia por
la humedad y nutrientes del suelo es minima e incluso, las especies mas vigorosas son
capaces de competir con las malas hierbas de invierno. Es adecuado para plantaciones
nuevas Yy suelos cultivados regularmente. Si se deja como rastrojo puede proporcionar
proteccion contra la erosion eblica e hidrica, aunque es preferible evitar su uso en areas
propensas a heladas. Tampoco se recomienda para zonas con pluviometria alta o para
vifiedos con terreno ondulado, por la erosion potencial y los problemas de
transitabilidad producidos por el arrastre del suelo.
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= Cruciferas o brasicaceas

Las brasicaceas o cruciferas son una familia de angiospermas dicotiledoneas, de
crecimiento anual, bianual o perenne, con savia acuosa y frecuentemente picante, con
hojas alternas o en roseta y flores en cruz. Utilizadas como cubiertas vegetales se
caracterizan por su potencial control de las poblaciones de nematodos y patdgenos del
suelo, ademas de que aportan gran cantidad de biomasa que permite aumentar la materia
organica del suelo, con una minima competencia con la vifia durante el verano. Algunas
cruciferas pueden rebrotar después de ser segadas por lo que requieren una aplicacion
de herbicida o bien una siega para evitar la produccion de semillas. Poseen una raiz

pivotante que puede penetrar y competir con la mayoria de las malas hierbas invernales.

= Pradera anual de resiembra

La pradera anual de resiembra agrupa a las gramineas perennes con dormancia
estival, leguminosas y gramineas forrajeras anuales que pasan el verano en forma de
semilla en el suelo, evitando los momentos con riesgo de déficit hidrico, para volver a
germinar con las primeras lluvias de finales de verano y otofio. Este tipo de cubierta
vegetal mejora la estructura del suelo, la transitabilidad y controla eficazmente la
erosion del suelo. Ademas, no necesita siembra anual ni labranza de la calle, aunque es
necesario controlar las malas hierbas antes de la siembra, para evitar el transito continuo
de maquinaria al realizar siembras nuevas ya que perjudica el desarrollo de la pradera.
Esta puede secarse al final de la primavera, después de que produzcan las semillas y de
esa forma, limitar la competencia por el agua con la vifia durante su periodo de
crecimiento. Para reducir el riesgo de heladas, la pradera se debe cortar a comienzos de
primavera. Se recomienda su uso en vifias con riego y en areas donde la precipitacion

anual sea al menos de 450 mm.

»= Pradera perenne

Este tipo de cubierta vegetal es muy similar a la pradera anual de resiembra, con
especies perennes de elevada capacidad de resiembra que permiten controlar la erosién
durante todo el afio, y las malas hierbas tanto en invierno como en verano. Controlan el

excesivo vigor de las vifias, aunque es necesario fertilizar cada afio la pradera y
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controlar las plagas asociadas. Por otro lado, se considera que son beneficiosas como
reservorio de fauna (til. Se recomienda su uso para vifias con riego 0 en regiones con
una precipitacién anual superior a 700 mm. En afios secos, se puede dejar secar la

pradera para limitar la competencia con la vifia por el agua.

1.3.2.1. Caracteristicas agronémicas de la cebada y del trébol

La cebada y el trébol fueron las dos especies, de familias y comportamiento
frente al nitrdgeno distintos, propuestas en la Tesis Doctoral como cubiertas vegetales,
en comparacion al laboreo, la técnica de manejo del suelo desnudo o laboreo tradicional
utilizado habitualmente en la zona. A continuacion, se describen algunas de las

principales caracteristicas morfolégicas y agronémicas de ambas especies.

= Cebada (Hordeum vulgare L. cv. Natural/Samson)

La cebada es una monocotiledonea anual de la familia de las Poéaceas
(gramineas), de entre unos 40 y 120 cm de altura. Entre los cereales, ocupa el cuarto
lugar en importancia después del trigo, maiz y arroz (Mauri y Vergara, 2003). Presenta
raiz fasciculada en la que se pueden identificar raices primarias y secundarias. El tallo
es una cafia hueca formada por siete u ocho entrenudos, separados por diagramas
nudosos de los que salen las hojas. Cada tallo presenta una espiga. Las hojas, estrechas
y de color verde claro, tienen entre 15 y 20 nervios, son liguladas y presentan dos
prolongaciones membranosas, denominadas auriculas (Figura 1.5). La espiga es la
inflorescencia, con tres espiguillas en cada nudo del raquis. Segun sean fértiles las flores
de las tres espiguillas o sélo la flor central, las cebadas se clasifican como de seis
carreras o ‘“caballar”, de cuatro carreras o de dos carreras 0 ‘“cervecera”,
respectivamente (Figura 1.6A,B). Las glumas, hojitas que a modo de brécteas rodean las
espiguillas, son pequefias y acuminadas. Los granos presentan forma ahusada, siendo
mas gruesos en el centro y disminuyendo hacia los extremos. Al inicio de su desarrollo,
la cebada necesita agua, aunque tolera las bajas temperaturas y resiste bien la sequia, la
salinidad y los suelos pedregosos, pero no los arcillosos ni los encharcados (Figura 1.7).
Existen variedades de ciclo largo, mas productivas y adecuadas para siembras otofiales
y variedades de ciclo corto, adecuadas para siembras de invierno o primavera. Por lo

general, es un cereal “de invierno”, que en el Hemisferio Norte se cosecha en
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primavera, y tiene gran importancia tanto para el consumo humano, especialmente para
la elaboracion de cerveza, azlcares, preparados de productos alimenticios y harinas para
panificacién, como para forraje y grano para alimentacion animal (Mauri y Vergara,
2003).

Figura 1.5. Partes principales de la hoja ligulada de
una cebada. Fuente: http://image.slidesharecdn.com,
consultada en septiembre de 2015

A)
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B)

Figura 1.6. Espiguillas de cebada de dos carreras (A) y de seis carreras (B). Fuente:
www.magrama.gob.es, consultada en septiembre de 2015.

Figura 1.7. Vista general de la cebada espigada en la parcela.
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=  Trébol persa (Trifolium resupinatum L. cv. Laser)

El trébol es una dicotiledénea perenne de la familia de las leguminosas, de porte
semirastrero (15-30 cm). Presenta hojas alternas, trifoliadas, con foliolos obovados y
denticulados, las inferiores pecioladas y las superiores subsésiles. El color de la corola
de las flores puede ser blanco, amarillo, rosa o morado. Las flores, con pequefias
bracteas en su base, presentan pedunculo corto y se encuentran agrupadas. Se da en
climas mediterraneos con humedad climética y/o edéafica. Tolera suelos de amplio rango
de pH (5,5-9); el encharcamiento, la salinidad y las heladas intensas, aunque a baja
temperatura se desarrolla muy lentamente. Puede utilizarse como cultivo de ciclo
invernal en paises meridionales o como cultivo de verano en areas mas septentrionales o
de mayor altitud. Presenta gran interés desde el punto de vista forrajero, si bien el
crecimiento invernal es lento, pero en primavera, con buenos niveles de fdsforo y
potasio en el suelo, es muy productivo. Puede ser de implantacién anual o bianual de
autosiembra. EI trébol persa es una variedad procedente de Iran, cuyo uso esta
actualmente muy extendido por su capacidad de autosiembra y por su rapido rebrote
primaveral, superior al de cualquier otra forrajera. Es una planta que se adapta muy bien
a terrenos sueltos y himedos, de fertilidad media y que presenta raices ramificadas. La
subespecie de trébol persa resupinatum cv. laser es considerada de ciclo medio tardio,
con crecimiento erguido, lo que facilita el segado, y de floracién medio tardia. Se suele
sembrar en secano (> 450 mm anuales) a diferencia de la subespecie de trébol persa
majus mas adaptada a regadios (> 600 mm anuales) (Figura 1.8).

Figura 1.8. Vista del trébol de la parcela en flor.
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I.4. EFECTOS DERIVADOS DE LA IMPLANTACION DE LAS
CUBIERTAS VEGETALES EN VITICULTURA

Inicialmente, las cubiertas fueron utilizadas como una técnica eficaz para
prevenir la erosion del suelo, aunque pronto se observaron otros efectos positivos,
principalmente sobre el control del vigor excesivo y la mejora de la calidad de la uva
(van Huyssteen y Weber, 1980a,b; Scienza et al., 1988; Hernandez et al., 2000; Tesic et
al., 2007). A pesar de que los efectos o la intensidad de los mismos aln no se conocen
bien, en un principio fueron atribuidos a la competencia o accion depresiva ejercida por
la especie implantada sobre la alimentacion hidrica de la vid (Morlat, 1987). Sin
embargo, estudios posteriores atribuyeron esos efectos también a la competencia
ejercida por las cubiertas sobre los nutrientes del suelo, principalmente por el nitrégeno
requerido para su desarrollo (Tan y Crabtree, 1990; Maigre et al., 1995; Soyer et al.,
1995; Lopes et al., 2004; Celette et al., 2005; Monteiro y Lopes, 2007).

1.4.1. INCIDENCIA DE LAS CUBIERTAS VEGETALES EN LAS
CARACTERISTICAS FiSICO-QUIMICAS DEL SUELO

El suelo es el principal reservorio de la mayor parte del agua y de los nutrientes
esenciales que precisan las plantas para vivir, exceptuando carbono, hidrégeno y
oxigeno que los obtienen principalmente del aire. Ademas, es un recurso no renovable
que juega un papel determinante en todos los procesos y dindmicas quimicas de los
elementos, y que permite que sus concentraciones alcancen los niveles adecuados que
requieren los cultivos (Kibblewhite et al., 2008). Por lo general, los suelos sobre los que
se desarrollan los ecosistemas mediterraneos se consideran pobres en nutrientes, debido
a que estan sometidos a tasas de meteorizacion de la roca sensiblemente inferiores a los
de los suelos tropicales. Suelen ser suelos mas jovenes y menos profundos que los
suelos tropicales y, ademas, estan sujetos a tasas de erosién antropica muy intensas y
prolongadas. La escasa profundidad de estos suelos supone un limite al tamafio de las
plantas, mientras que la erosion limita la cantidad de materia orgénica y los nutrientes
que aporta (Yaalon, 1997). Ademas, las caracteristicas climaticas de la regién
mediterranea, con ciclos cortos y frecuentes de secado y humedecido, determinan en

gran medida los recursos nutricionales de los suelos. En estas regiones, las condiciones
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de temperatura y humedad Optimas para el crecimiento bacteriano, determinan que las
tasas de descomposicion y mineralizacion de la materia organica en el suelo s6lo sean

elevadas en periodos cortos e impredecibles a lo largo del afio (Kruger et al., 1983).

El uso de cubiertas vegetales como técnica de manejo del suelo puede mejorar
las caracteristicas fisicas, quimicas y bioldgicas del suelo, creando condiciones
adecuadas para el desarrollo del sistema radicular de la vid, ademés de la mejora de las
operaciones de mantenimiento del vifiedo (Merwin y Stiles, 1994; Cass y McGrath,
2004; Linares, 2009).

1.4.1.1. Calidad del suelo

La calidad del suelo puede definirse, segin Karlen et al. (1997), como “la
capacidad del suelo para funcionar dentro de los limites de un ecosistema natural o
manejado, sostener la productividad de plantas y animales, mantener o mejorar la
calidad del aire, la salud humana y el habitat”. Por tanto, proteger, conservar y mejorar
la calidad del suelo son acciones criticas para conseguir el mantenimiento de la
productividad agricola (Reeves, 1997). Asi, la calidad est4 relacionada con las funciones
del suelo, proveer un medio para el crecimiento de las plantas, regular el aporte de agua
y de nutrientes (Riches et al., 2013) que, a su vez, condicionan distintos procesos como
son la descomposicion de la materia organica, los ciclos de los nutrientes, la retencion y
pérdida de agua y la regulacién de la poblacion biolégica (Ritz et al., 2009). La calidad
del suelo depende de la composicion inherente del suelo, determinada por fatores como
su material parental y la topografia, y tambien por sus porpiedades dindmicas que
pueden ser modificadas por el sistema de manejo y por el uso del suelo (Pierce y
Larson, 1993).

Uno de los efectos mas importantes producidos por el sistema de manejo del
suelo es la modificacién del contenido en materia orgéanica del suelo, compuesta
principalmente por restos de plantas y tejidos de animales en distintos grados de
descomposicién. El contenido en materia organica de los horizontes superficiales incide
directamente sobre diferentes propiedades fisicas relacionadas con la calidad del suelo
como son el porcentaje de agregados y su estabilidad (Chaney y Swift, 1984;
Franzluebbers y Arshad, 1996; Ternan et al., 1996), la densidad aparente, la porosidad,
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la infiltracién del agua y su capacidad de almacenamiento (Hudson, 1994; Moreno et
al., 1997). Por ejemplo, por cada unidad que se incrementa el contenido en materia
organica en el suelo, se estima que aumenta en un 3,7 % el agua Util retenida por el
mismo (Hudson, 1994).

El uso de las cubiertas vegetales como técnica de manejo del suelo, por lo
general, reduce su densidad aparente (Whitelaw-Weckert et al., 2007) y provoca un
incremento del contenido en materia organica (Sicher et al., 1995; Celette, 2007;
Peregrina et al., 2010a, 2014). El aumento del contenido de materia organica en el
suelo, principalmente de la fraccién de materia organica particulada (Peregrina et al.,
2010a), junto al incremento de la saturacién por bases del complejo de cambio (Tisdall
y Oades, 1982), favorece la formacion de agregados estables al agua, incluso en
condiciones climaticas mediterraneas semiaridas (Goulet et al., 2004; Alvaro-Fuentes et
al., 2008; Peregrina et al., 2010a,b). Este incremento de los agregados estables al agua
es una de las razones por las cuales las cubiertas vegetales reducen la erosion del suelo,
lo que a su vez disminuye la pérdida de macro y micronutrientes (Bustamante et al.,
2011), limitando por tanto los costes asociados al problema de la erosion (Martinez-
Casasnovas y Ramos, 2009). Por ejemplo, en una parcela viticola con pendiente, situada
en Madrid, Marqués et al. (2009) observaron con dos especies de gramineas distintas,
Brachypodium distachyon L. y Secale cereale L. (centeno), que la pérdida de suelo era
diez veces menor que el perdido cuando se labra el suelo.

La actividad metabdlica desarrollada por los microorganismos del suelo,
responsables de procesos tan determinantes como la mineralizacion y la humificacion
de la materia organica, incide directamente en la disponibilidad de los nutrientes,
especialmente nitrdgeno, carbono, fésforo y azufre, asi como en todas las
transformaciones en las que interviene la biomasa microbiana presente en dicho suelo.
A su vez, la velocidad de mineralizacién depende de la humedad, la temperatura, el pH,
la aireacion y la relacion C/N de la materia organica del suelo (van Leeuwen et al.,
2000), parametros que, en diferente medida, son modificados por la accion de las
cubiertas vegetales implantadas en el suelo. Las cubiertas vegetales también pueden
influir en las micorrizas, asociaciones simbioticas que se establecen entre las hifas de
algunos hongos y las raices de las cepas. Las vides dependen de esas asociaciones para
conseguir niveles adecuados de ciertos nutrientes, especialmente de fosforo (Gosling et
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al., 2006), por lo que el estado P-nutricional de la vid se vera afectado negativamente
por la falta de dichas asociaciones (Schreiner, 2005). En un estudio con vides en
invernadero, Cheng y Baumgartner (2004) realizaron el seguimiento del nitr6geno
transferido a las cepas por medio de las asociaciones formadas por diversas especies
leguminosas y gramineas utilizadas como cubiertas vegetales, aunque observaron que
ese nitrogeno provenia de los exudados o de la descomposicion de las raices de las

cubiertas vegetales, no de una transferencia directa de las cubiertas a las cepas.

Por otro lado, Baldini (1992) observo que un suelo con cubierta vegetal presenta
menor oscilacién térmica que uno labrado e, incluso, con las cubiertas la eventual
congelacién alcanza menor profundidad. En primavera y verano, el calentamiento del
suelo es mas gradual y la temperatura se mantiene mas estable, lo que promueve el
desarrollo y mantenimiento de la fauna edéafica y de la biomasa microbiana (Reuter y
Kubiak, 2003; Ingels et al., 2005; Whitelaw-Weckert et al., 2007; Smith et al., 2008;
Steenwerth y Belina, 2008). Montecinos (1998) observé que la actividad microbioldgica
y radicular se ve favorecida con las cubiertas en el suelo al controlar la humedad y la
temperatura, lo que también evita cambios en el estado de oxidacion del nitrégeno y su
eventual pérdida por lixiviacion u oxidacion, resultados que posteriormente también

observaron los autores anteriormente citados.

Ademas, la relacién carbono soluble/nitrégeno inorganico (suma de nitrato, NOs’
y amonio, NH,"), indicadora de la calidad del suelo, ya que determina el grado de
mineralizacion de la materia organica, asi como el tipo de humus y también la fertilidad
del nitrégeno en el suelo, es menor en suelos cultivados que en suelos bajo praderas
(Deluca y Keeney, 1993). Asi, en los suelos donde el carbono disponible es limitante
para la accion de los microorganismos, se produce la acumulacion del NO3". Por otro
lado, la cantidad de carbono labil (aquel cuya capacidad de mineralizacién es rapida,
que representa la fraccion de la materia organica mas recientemente adicionada al suelo,
que es un sustrato disponible para los microorganismos del suelo (Gregorich et al.,
1994) y que juega un papel esencial en el aporte de nutrientes del suelo (Zou et al.,
2005)), es sensible a la forma en la que se maneje el suelo (Riches et al., 2013). La
materia orgénica puede ser vulnerable a la degradacion microbiana por tener
componentes poco recalcitrantes (de mineralizacion mas lenta que la fraccion labil). La

mayor resistencia a la mineralizacion viene dada por un peso molecular mayor, una
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estructura irregular y/o estructuras aromaticas, por escasa estabilizacion de los
minerales de la arcilla o por poca proteccién de los agregados del suelo (Krull et al.,
2003). Asi, con el laboreo se reduce la proporcion de materia organica labil presente en
el suelo, mientras que con técnicas de no laboreo, la materia organica labil se

incrementa (Six et al., 2000).

En consecuencia, el mantenimiento del suelo mediante la técnica de cubiertas
vegetales supone una mejora en su calidad frente a la técnica del laboreo, debido
principalmente a que el laboreo destruye agregados del suelo y facilita la pérdida de su
materia organica. Se ha visto por tanto que, la calidad del suelo depende de un conjunto
de propiedades, interrelacionadas entre si, que determinan la disponibilidad de
nutrientes, agua y aire, fundamentales para la vida de la planta (Buckman y Brady,
1991). Sin embargo, la complejidad de las numerosas interacciones que se generan entre
los diversos factores que intervienen en estos procesos, dificulta el estudio de los
mismos y la obtencién de conclusiones generales. Por tanto, es necesario estudiar
individualmente cada ecosistema “clima-suelo-cubierta vegetal” para conocer cual es la

gestion del suelo mas adecuada para el vifiedo.

1.4.1.2. Estructura del suelo e infiltracién del agua

La estructura del suelo esta condicionada por el conjunto de particulas de
minerales, materia organica y poros o huecos que forman los agregados estructurales del
suelo. Como se ha comentado anteriormente, el uso de cubiertas vegetales favorece el
incremento de los agregados presentes en el suelo. Ademas, reduce el nimero de pases
de labor que son necesarios realizar con maquinaria pesada en la parcela respecto al
laboreo, susceptible de que en esa capa superficial se forme una “costra o suela de
labor” que dificulte la infiltracion del agua, lo que posibilita una compactacion menor
del suelo. Esta menor compactacion del suelo genera mayor cantidad de poros en los
que pueden quedar retenidos el aire y el agua, por lo que la presencia de las cubiertas
vegetales repercutira ademas en la actividad de la microbiota del suelo, especialmente
lombrices (Lal, 1989a,b) y nematodos (Parker y Kluepfel, 2007; Coll et al., 2009;
Rahman et al., 2009). Ademas de ese notable aumento de la porosidad del suelo, la
presencia de las cubiertas vegetales aumenta la rugosidad en superficie, lo que entrafia
una mejora de la tasa de infiltracion del agua (Le Bissonais et al., 2004). Esta mejora de
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las propiedades hidrodinamicas de la capa superficial del suelo (Dalland et al., 1993;
Celette, 2007) se ve favorecida porque, tal y como observé Budelman (1989), la
presencia de una cubierta vegetal, que disminuye la evaporacion del suelo y mejora sus
propiedades fisicas y la infiltracion, aumenta la humedad de esos horizontes
superficiales.

1.4.1.3. Erosion del suelo

Las cubiertas vegetales, por medio de sus raices, mantienen el suelo,
disminuyendo en gran medida la posible pérdida del mismo y por tanto la erosion o
formacion de cércavas o grietas (Tesic et al., 2007). Dicha reduccién de la erosion fue el
motivo por el cual se empezaron a utilizar las cubiertas vegetales en las calles de los
vifiedos, sobre todo en aquellas zonas en las que la pluviometria es abundante o escasa
pero torrencial, y/o en lugares con pendientes pronunciadas que favorecen la pérdida de
suelo debido a la erosion hidrica. Por otra parte, ligado a la mejora de la estructura y de
la compactacion, y a la reduccion de la erosion del suelo, las cubiertas vegetales
favorecen la transitabilidad de la maquinaria tras una lluvia o un riego pronunciado

mucho antes de lo que se podria hacer si el suelo estuviera labrado.

1.4.1.4. Fertilidad y estado hidrico del suelo

El estado nutritivo del suelo estd ligado a su estado hidrico. Las técnicas de
manejo del suelo afectan de manera directa o indirecta a la disponibilidad de los
nutrientes presentes en él, ya que los efectos son dindmicos, es decir, varian con el
tiempo, el estado fenoldgico de la vid y las condiciones medioambientales. En regiones
con condiciones climaticas mediterraneas, donde la reserva hidrica del suelo se ve
fuertemente comprometida por condiciones climaticas estacionales (veranos secos Yy
calurosos, otofios y primaveras templados e inviernos himedos y suaves con heladas
ocasionales), el uso de cubiertas vegetales no estda muy extendido puesto que se
considera que pueden competir con la vid por los recursos del suelo, especialmente en
los momentos de maxima demanda. Sin embargo, la vid es una planta que, en relacién a
otros cultivos, tiene necesidades nutricionales bajas, incluso en condiciones de
rendimientos elevados (Martinez de Toda, 1991; Mullins et al., 1998; Schreiner y

Scagel, 2006). Por otro lado, la asimilacion mineral de las cepas depende del pH del
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suelo y de su capacidad de intercambio catiénico, propiedades relacionadas también con
la arcilla y con el contenido de materia organica presentes en el suelo.

El desarrollo y vigor de la vid estan fuertemente relacionados con el nitrégeno
asimilado (Delas et al., 1991; Kliewer et al., 1991; Choné et al., 2006). Como se ha
comentado anteriormente, la riqueza en nitrégeno mineral de un suelo depende de su
nivel de materia organica y de las condiciones de humedad y temperatura del suelo,
condicionadas a su vez por las caracteristicas climéticas anuales. Asimismo, el tipo de
técnica establecida para manejar el suelo puede tener también una incidencia importante
en la disponibilidad del nitrégeno (Nerisoud y Parisod, 1983; Ldéhnertz, 1991). Asi,
Rodriguez-Lovelle et al. (1999) observaron que, independientemente del nivel de
nitrégeno de partida, los suelos con cubierta vegetal fueron mas pobres en nitrégeno
mineral que aquellos con laboreo tradicional o que los sometidos a escarda quimica. Por
lo general, la forma de nitrdgeno del suelo afectada es la nitrica, cuyos niveles se
reducen en presencia de una cubierta vegetal, mientras que la forma amoniacal no sufre
apenas modificaciones (Rodriguez-Lovelle et al., 1999). Schaller (1984) observo que
cuando la intensidad de laboreo disminuye, se produce una reduccién de la formacién
de nitratos. En cambio, una buena aireacion del suelo, como la provocada en el proceso
de labrado, favorece la formacion de nitratos. La evolucion del nivel de nitratos en
suelos de vifiedo pone en evidencia dos picos de mineralizacion. Los momentos de
disminucién importantes se asocian al consumo elevado por parte de la vid y/o de la
cubierta y, a partir de septiembre, a las lluvias caidas y, por tanto, a la consecuente
lixiviacion de esta forma de nitrégeno (Rodriguez-Lovelle et al., 1999). Segun Nerisoud
y Parisod (1983) y Schaller (1991), la pérdida por lixiviado es mas debil en suelos bajo
cubierta vegetal. Aun cuando los niveles de nitratos presentes en el suelo son bajos, la
fluctuacion de nitrégeno bajo cubierta vegetal es menor, lo que implicaria una
disponibilidad del nitrdgeno mas regular que en un suelo desnudo (Nerisoud y Parisod,
1983). Schaller (1984) afirmd que las cubiertas vegetales ejercen un efecto tampon

frente a la liberacion de nitrégeno.

Por otro lado, la actividad fisioldgica de las raices resulta determinante en la
capacidad de absorcion de nutrientes del suelo. Por ejemplo, el potasio compite con
otros cationes, especialmente con el magnesio, calcio, hierro y cinc. La relacion K/Mg
del suelo es importante ya que indica una carencia potasica cuando es menor a 0,1, 0
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una carencia magnésica cuando es superior a 1 y existe un equilibrio entre ambos
elementos con valores comprendidos entre 0,2 y 0,3. Ademas, el contenido en potasio
del suelo esta relacionado con su porcentaje de arcilla, por lo que su disponibilidad
aumentard en suelos con horizontes de acumulacion de arcillas (Peregrina et al., 2010a).
También otros factores, como son las propias caracteristicas de las variedades o de los
portainjertos, pueden influir en la absorcién y nutricion de las plantas. En este sentido,
en lo que respecta al potasio, las variedades Garnacha y Carifiena son capaces de
absorber gran cantidad de este elemento, mientras que Cabernet Sauvignon,
Tempranillo, Merlot y Syrah lo absorben en cantidades menores. Por su parte, los
portainjertos de la familia Vitis rupestris (110 R, 99 R, 1103 P, 140 Ru, ...) presentan
una eficacia reducida en la absorcion de potasio, mientras que los de la familia Vitis
berlandieri (161-49 C, 5 BB, SO4, ...), incluso a niveles bajos de potasio en el suelo,
presentan una elevada eficacia en su absorcién. Esta diferencia se explica por la diversa
capacidad de las raices para absorber potasio, o la distinta capacidad de carga de potasio
en el xilema y su transporte hasta los 6rganos verdes (Hidalgo, 2006). Aunque la
cantidad de fosforo y potasio aportada por los residuos organicos no es muy elevada, se
considera de forma algo simplificada, que estos dos elementos se encuentran en el suelo
en formas directamente asimilables por el cultivo o que pasaran a estarlo en un plazo de
tiempo razonablemente corto. Asi, por lo general, en los suelos gestionados mediante
cubierta vegetal se produce, respecto al laboreo convencional, un incremento del fosforo
(Tesic et al., 2007) y del potasio (Morlat y Jacquet, 2003; Thomas et al., 2007; Bhogal
et al., 2009) disponibles en el horizonte superficial del suelo.

Respecto a los micronutrientes presentes en el suelo, la materia organica actla
como agente quelante, por lo que un aumento de ésta ocasionado por el uso de las
cubiertas vegetales podria inmovilizar micronutrientes, que de otro modo estarian
disponibles (Jackson, 2008; Brady y Weil, 2002), especialmente en los suelos de pH
basico, como son la mayoria de los de la D.O.Ca. Rioja (Peregrina et al., 2010a).

1.4.2. INCIDENCIA DE LAS CUBIERTAS VEGETALES EN EL VINEDO

Los efectos provocados en distintas propiedades y caracteristicas del suelo por la
accion de la cubierta vegetal afectan, de una u otra forma, al propio desarrollo de la vid,
como se describe en los apartados siguientes.
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1.4.2.1. Volumen de suelo explorable por las raices

Como ya se ha mencionado anteriormente, la capacidad de adaptacion de la vid
a suelos de escasa fertilidad es mayor que en otras especies fruticolas. Este hecho se
debe, probablemente, a la gran capacidad de exploracion que presenta el sistema
radicular de la vid en el volumen del suelo y subsuelo, su actividad durante todo el ciclo
vegetativo y sus 6rganos perennes, los cuales actlan como importantes reservorios de
nutrientes (Martinez de Toda, 1991). Segun Hunter (1998), el crecimiento del sistema
radicular de la vid depende de la disponibilidad de agua y del sistema de conduccion el
cual determina el volumen de partes aéreas de la planta en términos de superficie foliar
expuesta. Sin embargo, la implantacion de una cubierta vegetal en las calles del vifiedo
puede suponer una competencia directa por el uso del suelo explorable en las capas
superficiales, repercutiendo en la absorcion nutritiva e hidrica de la vid. Las cepas en las
que se realiza laboreo convencional, por lo general, presentan un enraizamiento
superficial, por lo que tienden a mejorar la disponibilidad hidrico-nutricional,
induciendo desarrollos vegetativos mayores e incrementos de la produccién (Rodriguez-
Lovelle et al., 1999). Por el contrario, la presencia de un cultivo vegetal en la calle del
vifiedo, reduce la densidad de raices de la vid en los primeros 90 cm de suelo (Soyer,
1990), haciendo que tenga que buscar agua en horizontes mas profundos. No obstante,
Morlat y Jacquet (2003), observaron que la presencia de la cubierta vegetal en la calle
produce un aumento del nimero de raices finas de las cepas (didmetro < 1 mm) en las

lineas del vifiedo.

1.4.2.2. Estado hidrico de la vid

La competencia por los nutrientes del suelo suele ser mas importante en vifiedos
establecidos en terrenos profundos y fértiles, y en climas frescos y hiimedos que en
aquellos vifiedos con condiciones climaticas secas 0 con suelos poco profundos, en los
que el descenso de humedad debido a la competencia con las cubiertas es el factor mas
determinante (Larchevéque et al., 1998). Por lo general, durante la brotacion y las
primeras fases del crecimiento del pAmpano, los requerimientos hidricos de la vid son
bajos y su crecimiento se suele efectuar a partir de los carbohidratos almacenados en
ciclos anteriores (Keller et al., 1995). A partir de la floracion de la vid, aumenta de
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forma importante el consumo de agua, coincidiendo con el incremento de las
temperaturas y la disminucion de la humedad en el ambiente. Dry et al. (2001a,b)
indicaron que un exceso de estrés hidrico entre el envero y la vendimia favorece la
abscisiobn prematura de las hojas, fuentes de fotoasimilados, condicionando el
agostamiento de la cepa y aumentando la susceptibilidad a los frios invernales. Ademas,
como las hojas viejas son las primeras en caer, pueden aparecer quemaduras en los
racimos como consecuencia de la defoliacion basal. Por otra parte, un exceso en la
disponibilidad hidrica presenta efectos negativos para la planta ya que puede retrasar o
impedir la parada de crecimiento vegetativo, dificultando asi la maduracion de las bayas
y la acumulacion de las reservas al competir con los fotoasimilados (During, 1994).

Como se ha visto en el apartado anterior, la presencia de cubiertas vegetales en
el suelo del vifiedo reduce la densidad de las raices de la vid en la capa superficial del
suelo, obligandola a buscar el agua en horizontes mas profundos. Para establecer un
equilibrio con la nueva competencia por el recurso hidrico del suelo, la vid reduce su
superficie foliar (Morlat et al., 1993a; Rodriguez-Lovelle et al., 1999), afectando de esta
manera a su vigor y desarrollo. La reduccién de la superficie foliar de la vid implica una
mejora en la exposicion de los racimos durante el proceso de maduracion. Este hecho
influye de manera positiva en la uva, tanto a nivel sanitario, ya que al reducir la
superficie foliar se favorece la aireacion de los racimos, reduciéndose la diferencia de
humedad entre el interior y el exterior de la masa foliar y, por tanto, las condiciones son
menos propicias para el desarrollo de microorganismos patégenos (Smart, 1991; Smart
y Robinson, 1991), como a nivel de maduracién de la uva, ya que al reducir la masa
vegetativa se disminuye el grado de sombreamiento de los racimos, produciéndose una

maduracion mas homogénea de los mismos.

1.4.2.3. Estado nutritivo de la vid

La nutricion mineral de la vid influye de manera determinante en la calidad de la
vendimia (Fregoni, 1998; Garcia-Escudero et al., 2001). En los ecosistemas
mediterraneos, junto con las restricciones hidricas (Tesic et al., 2007), los dos nutrientes
que mas frecuentemente limitan el crecimiento de las plantas son el nitrégeno y el
fosforo (Gallardo et al., 2009), aunque el nitrégeno, mucho mas movil en los
ecosistemas terrestres, se exporta con mayor facilidad que el fésforo (Vitousek y
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Howarth, 1991). Por ello, en ecosistemas sometidos a frecuentes perturbaciones, es mas
probable encontrar limitacion por el nitrégeno que por el fésforo (Sardans et al., 2004).
En el caso de la vid, se produce la mayor demanda nutritiva durante el periodo de mayor
crecimiento vegetativo y, también, durante el periodo de crecimiento de Ilas
inflorescencias, coincidiendo con el inicio de la floracion y el cuajado, respectivamente
(Conradie, 1980; Lohnertz, 1991; Mullins et al., 1998). La absorcion y el
almacenamiento de nutrientes en las estructuras permanentes de la vid se producen a lo
largo de su periodo de crecimiento. No obstante, desde el punto de vista nutricional,
también es importante el periodo de postvendimia, en el que se restituye el nivel de
nutrientes de reserva (procedentes de las raices y de la madera vieja), reducidos durante
la campafia (Mullins et al., 1998). La nutricién nitrogenada de la vid refleja en gran
medida la disponibilidad de este elemento en el suelo. Asi, modificaciones del nivel de
nitrégeno en la vid que pueda provocar la competencia con las cubiertas vegetales,
afectan no s6lo a su nutricion y desarrollo sino también a sus reservas (Rodriguez-
Lovelle et al., 1999). El nitrogeno de las reservas es esencial en el inicio del nuevo ciclo
de desarrollo de la vid, ya que el nuevo crecimiento depende estrechamente de la
redistribucion del nitrégeno previamente almacenado (Peacock et al., 1989; Millard y
Neilsen, 1989; Bates et al., 2002). Williams (1991) estim6 que el 40 % del nitrégeno
requerido por la vid para un nuevo crecimiento vegetativo y reproductivo, proviene de
sus reservas. En consecuencia, el efecto provocado por la cubierta vegetal sobre la
nutricién nitrogenada, lo que condiciona la acumulacion de nitrégeno en cada ciclo
vegetativo con la consecuente incidencia sobre su posterior removilizacion, repercute a
largo plazo en el desarrollo de la vid. Las siegas periddicas efectuadas sobre la cubierta
vegetal, favorecen el relativo reciclado del nitrdgeno que fijan temporalmente, aunque
la nueva disponibilidad para la vid vendré condicionada por la duracién y la calidad del
proceso de mineralizacion en el suelo (Rodriguez-Lovelle et al., 1999).

En relacién a otros nutrientes importantes, especialmente el fésforo, potasio,
magnesio y calcio, también su disponibilidad puede verse afectada por la presencia de
las cubiertas vegetales en el suelo, ya que, segiin Conradie (1981), menos del 10 % de
los requerimientos anuales de la vid respecto a estos nutrientes provienen de sus
reservas. Asi, Peregrina et al. (2010b) encontraron que hubo correlacién positiva entre
el carbono orgéanico y el contenido en fosforo Olsen en los suelos de un vifiedo de la

D.O.Ca. Rioja, por lo que la modificacion de la materia orgénica por parte de la cubierta

31



INTRODUCCION

podria provocar diferencias en la disponibilidad del fésforo. Ademas, se ha encontrado
que existe antagonismo entre el nitrogeno y el fosforo (Spring, 2001; Spring Yy
Delabays, 2006). Por lo general, la disponibilidad de la mayoria de los nutrientes
depende de todos aquellos procesos que modifiquen el suelo, por lo que en mayor o
menor medida esta influenciada por la competencia ejercida por las cubiertas vegetales
en el suelo. Asi, por ejemplo, el azufre se ve afectado por fenémenos de 6xido-
reduccion que ocurren en el suelo, que a su vez dependen de la temperatura, la humedad
y el pH del mismo, propiedades susceptibles de ser modificadas por la presencia de las
cubiertas vegetales (Hidalgo, 2006).

1.4.2.4. Vigor y produccion de la vid

El agua y el nitr6geno, dependiendo de las caracteristicas del suelo, son los dos
factores que repercuten en mayor medida sobre el vigor de la vid y la calidad de la uva y
del vino (Choné et al., 2001). Un exceso de nutricion mineral o hidrico, puede provocar
un aumento del vigor de la vid, lo que puede traducirse en una disminucion de la calidad
de la vendimia debida, principalmente, a la competencia por los asimilados existente
entre el crecimiento vegetativo y la maduracion del racimo, que provoca una
disminucién de los compuestos fendlicos y aromaticos (Delas, 2000) y de la cantidad de
azucares. Asi, vigores excesivos en la vid conllevan un retraso en la maduracion del
racimo provocando problemas en la madurez de las bayas, en la sintesis de aromas y de

otros compuestos organicos que definen la calidad de un vino.

La incidencia de la implantacién de cubiertas vegetales en la disponibilidad del
agua y del nitrégeno del suelo, puede reducir tanto el vigor como el rendimiento de la
vid (During, 1994; Dry et al., 2001a,b), aunque su repercusion dependera de diversos
factores relacionados con el suelo (cantidad de materia organica, textura, fertilidad,
entre otros) y con el manejo de la cubierta (afios transcurridos desde su implantacion,
siegas, especie utilizada) (Celette et al., 2005; Ingels et al., 2005; Wheeler et al., 2005;
Tesic et al., 2007; Lopes et al., 2008; Ripoche et al., 2011; Steenwerth et al., 2013). A
pesar de que la superficie foliar primaria suele verse poco afectada con la presencia de
la cubierta vegetal en el vifiedo, el desarrollo de los nietos se ve disminuido, de manera
que la vegetacion y la masa foliar de la vid es menos densa. Tal circunstancia favorece a

su vez la calidad de las uvas, ya que se facilita que los racimos intercepten mas
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radiacion, por lo que se produce un aumento en los solidos solubles totales de los
mismos (Dokoozlian y Kliewer, 1996a). Sin embargo, si se alcanzan temperaturas
superiores a 37 °C en las bayas, esa acumulacion de azlcares puede llegar a inhibirse
(Kliewer, 1977). Ademas de la mayor radiacién y temperatura alcanzadas por los
racimos debido al menor desarrollo vegetativo de las cepas, también se favorece su
aireacion (Dokoozlian y Kliewer, 1996a,b), lo que genera condiciones menos favorables
para el desarrollo de determinados hongos y paréasitos y, por tanto, aumenta la eficacia
de las aplicaciones de los tratamientos fitosanitarios, o incluso es necesario aplicar
menos. Ademas, la competencia de la cubierta vegetal por los nutrientes y por el agua
puede afectar al tamafio de los racimos y de las uvas y también a la fertilidad (nimero
de racimos producidos por yema) de la vid, hecho que, al contrario de lo que ocurre con
otros cultivos, en determinadas ocasiones es buscado por el viticultor. Ademas, algunas
denominaciones de origen, como es el caso de la D.O.Ca. Rioja, limitan la produccién
de las cepas, por lo que parece légico mantener un sistema de cultivo que facilite una
produccion equilibrada, dentro de los limites regulados, y que pueda evitar tener que

realizar costosas operaciones en verde antes de la vendimia.

1.4.3. INFLUENCIA DE LAS CUBIERTAS VEGETALES SOBRE LA
COMPOSICION DEL MOSTO Y DEL VINO

La incidencia que la gestion viticola del suelo mediante el uso de cubiertas
vegetales ejerce sobre la composicion y la calidad del mosto y del vino, esta ligada
principalmente a la disponibilidad del agua y de los nutrientes que la vid es capaz de
absorber del suelo. Por ejemplo, niveles 6ptimos de nitrégeno estimulan la sintesis de
acido malico, potasio y acido tartarico.

Por las caracteristicas y complejidad del ciclo del nitrégeno en el suelo, y por el
papel esencial que desempefia en procesos fundamentales del metabolismo y desarrollo
de la vid, afectando ademas a la calidad de la uva y a la tipicidad, a las caracteristicas
organolépticas y propiedades saludables del vino, su estudio se aborda en el Apartado
I.5.

El potasio es el cation mas abundante en el citoplasma de las células y presenta
gran movilidad en la planta (Marschner, 1995). Desemperfia funciones principales a
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nivel fisiologico y biol6égico, como son la activacion del sistema enzimético, la
regulacion del potencial osmdtico, la sintesis de proteinas y almidén, asi como el
transporte y la translocacion de asimilados a través de las membranas celulares
(Mpelasoka et al., 2003). El potasio estimula la actividad fotosintética y favorece la
translocacion de azucares a la baya, lo que indirectamente beneficia la sintesis de
compuestos fendlicos, relacionada con la presencia de carbohidratos en la vid durante la
maduracion de la uva. A medida que el crecimiento estacional avanza, el potasio se
redistribuye desde las estructuras vegetativas de la cepa, principalmente las hojas, hacia
los racimos (Conradie, 2004). Las bayas son 6rganos de acumulacion muy exigentes en
potasio, siendo el cation mayoritario en las uvas maduras, especialmente en el hollejo,
con valores medios de 2.875 ppm (Hidalgo, 2006). Este elemento presenta gran interés
para las caracteristicas cualitativas del vino, ya que contribuye a incrementar el aroma,
el grado alcohodlico y las vitaminas C y B1 (tiamina), disminuye la acidez y mejora el
sabor. También estimula la sintesis de aminoacidos, por lo que tiene gran importancia
en la formacion del “bouquet” del vino (Fregoni, 1980). Ademas, niveles adecuados de
potasio ayudan a incrementar el contenido en polifenoles y el color de las bayas. Morris
et al. (1980) establecieron que valores altos de pH en mostos, producidos por niveles de
potasio excesivos, no afectan al contenido total de antocianos en el hollejo, pero
reducen las coordenadas de color de los mostos. Otros autores como Spring y Delabays
(2006) mostraron que aportes equilibrados de potasio producen el efecto contrario al de
niveles excesivos de nitrogeno en el vifiedo, tanto respecto al rendimiento de la vid, que
lo reducen, como al contenido de azlcares del mosto, que aumenta. Ademas, un exceso
de potasio en las bayas, reduce el ritmo de degradacion del acido malico durante la
maduracion, al impedir su transporte hacia las vacuolas del citoplasma, lugar donde se
degrada este acido (Hidalgo, 2006).

Como ya se ha comentado, la reduccion del vigor y de la masa vegetal del
vifiedo aumentan la exposicion al sol de las bayas, por lo que, durante la maduracion de
los racimos, se produce una mayor acumulacion de azlcares, mayor sintesis de
compuestos fendlicos y una disminucion de los acidos (Spayd et al., 2002). Debido a
esto, con el uso de las cubiertas vegetales en el vifiedo, se pueden modificar parametros
enoldgicos del mosto, como el grado alcohdlico probable, la acidez total y el &cido
malico, asi como parametros de color (Aguirrezabal et al., 2012).
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1.4.4. OTROS EFECTOS DE LAS CUBIERTAS VEGETALES

1.4.4.1. Control bioldgico de plagas

La presencia de cubierta vegetal en el suelo promueve mayor diversidad en el
ecosistema, no s6lo por mantener la humedad en superficie durante mas tiempo que el
suelo desnudo, sino por los efectos beneficiosos que provoca en el suelo. Asi, las
cubiertas vegetales atraen a gran nimero de artrépodos, predadores como Ambliseius
fallacis y parasitos como Anagrus spp., pudiendo incluso fomentar interacciones,
positivas 0 negativas, entre la fauna asociada a ellas. A nivel radicular, la cubierta
vegetal proporciona un medio mas estable que permite el desarrollo de nematodos
beneficiosos y depredadores que impiden el crecimiento explosivo de plagas (Mayse et
al., 1995). Asi, en un ensayo realizado en Languedoc, sur de Francia, Coll et al. (2009)
observaron, que la cubierta de Lolium perenne L. y Festuca arundinacea L. fue capaz
de restablecer la actividad bioldgica del suelo, aumentando principalmente la poblacion
de hongos y nematodos, usados como indicadores de calidad del suelo, frente a un
tratamiento en el que trataban quimicamente las malas hierbas de la calle del vifiedo.

1.4.4.2. Proliferacién de malas hierbas

Al implantar cubiertas vegetales en el vifiedo puede reducirse la poblacién de
otras especies vegetales que, de forma indeseada pudieran surgir en la calle, bien sea por
la competencia por los nutrientes y el agua, el bloqueo del paso de luz que realiza la
propia cubierta o los residuos vegetales dejados por el corte o segado de la misma, o por
los exudados radicales con efectos alelopaticos que produzcan (Hinojosa y Pino, 2000).
Esta reduccion de poblacion de especies vegetales en el vifiedo, conlleva una
disminucién de la necesidad de aplicar herbicidas quimicos, asociados a la aparicion de
inversion y resistencia de flora, asi como a la presencia de residuos quimicos en las
plantas y su eventual paso a la capa freatica del suelo (Boubals, 1991), que hay que

realizar sobre el suelo, con la consiguiente repercusion en el medio ambiente.
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1.4.4.3. Imagen comercial del vino

El uso de las cubiertas vegetales en viticultura también puede tener repercusion a
nivel de imagen de marca (marketing). Con al auge del enoturismo, muchas bodegas
aprovechan para poner cubierta vegetal en los vifiedos que rodean a la bodega, o que
son visitados con los grupos de turistas con el objetivo de que el consumidor se lleve
una imagen mas “verde” de la viticultura practicada por la bodega puesto que, ademas,
las cubiertas embellecen el paisaje.

1.4.4.4. Desarrollo de hongos parasitos, reservorio de plagas y

susceptibilidad a heladas

La implantacion de cubiertas vegetales también puede provocar algunos cambios
indeseables o que pueden perjudicar al vifiedo (Reynier, 2005). En funcién de la altura a
la que se mantenga segada la cubierta y de las caracteristicas de la parcela y de la propia
especie utilizada, aumenta la densidad de vegetacion de la parcela, incrementando la
humedad en el ecosistema, lo que, en momentos determinados del ciclo vegetativo de la
vid, puede ser contraproducente y provocar condiciones favorables para el desarrollo de
hongos patdégenos como mildiu (Plasmopara viticola), botrytis o podredumbre gris, u
oidio, que pueden comprometer la calidad de la baya. Asi, Delas et al. (1991)
observaron que una fertilizacion excesiva con nitrégeno, que favorece el desarrollo
vegetativo tanto de las cubiertas vegetales como de la propia vid, generaba condiciones
ambientales mas favorables para el desarrollo de la botrytis de bayas de cv. Merlot. Sin
embargo, por lo general, las cubiertas vegetales disminuyen el contenido de agua del
suelo, lo que posibilita una pared vegetativa del vifiedo mas abierta reduciendo la
incidencia de botrytis (Morlat y Jacquet, 2003; Tesic et al., 2007). Ademas, las
cubiertas pueden actuar de reservorio de plagas que pudieran afectar, en mayor 0 menor
medida, al desarrollo 6ptimo de la vid (Guerra y Stenweerth, 2012). Por ejemplo, ciertos
gusanos, que prefieren alimentarse de especies de cubiertas de hoja ancha que de
especies de pradera, pueden provocar una reducion del namero de yemas que brotan al
principio de la primavera (Olmstead, 2006).

Por otra parte, la cubierta vegetal actla de capa aislante del suelo, siendo el

calentamiento en primavera mas lento, por lo que su temperatura disminuye y, junto con
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el aumento de la humedad del aire en torno al suelo, su implantacién acrecenta el riesgo
de heladas primaverales del suelo respecto a si se mantiene labrado (Ingels et al., 2005;
Celette et al., 2008, 2009).

1.5. IMPLICACION DEL NITROGENO EN LA VITIVINICULTURA

De los dieciséis nutrientes considerados esenciales para el 6ptimo desarrollo de
todas las plantas, tres de ellos, carbono, hidrogeno y oxigeno, se extraen principalmente
del aire, en forma de CO, o del agua del suelo, por lo que presumiblemente las
necesidades de las plantas de estos elementos se ven siempre satisfechas (Navarro
Garcia y Navarro Garcia, 2013). En funcion de la mayor o menor cantidad en que son
requeridos por los vegetales, los otros trece elementos esenciales se subdividen en
macronutrientes  (nitrégeno, fosforo, potasio, azufre, calcio y magnesio) y
micronutrientes (hierro, boro, manganeso, molibdeno, cobre, zinc y cloro), siendo
obtenidos mayoritariamente del suelo. Los elementos minerales que se encuentran en el
suelo en un estado de equilibrio dinamico, son tomados por las raices de la solucion del
suelo y transportados a la planta por un flujo de agua generado en la transpiracién
(Delas, 2000). Todos estos elementos son denominados esenciales porque su
requerimiento es especifico, es decir, no pueden ser reemplazados por ningun otro,
juegan papeles imprescindibles y presentan influencia directa en el desarrollo,
crecimiento, metabolismo y reproduccién de las plantas (Benton, 1998).

El suelo es un medio heterogéneo, complejo y dinamico, que sufre
continuamente acciones que generan, modifican o destruyen los nutrientes. Ademas, los
enlaces fisicos y quimicos que se producen en el suelo, pueden retener en mayor o
menor medida a los elementos, comprometiendo su disponibilidad para la planta. Los
iones disueltos en la solucion del suelo estan a libre disposicion de las raices. Sin
embargo, los que estan unidos al complejo de cambio s6lo estaran disponibles conforme
vayan entrando en la solucién por fendmenos de intercambio i6nico. La capacidad de
intercambio catidnico se incrementa con el contenido de arcilla y de materia orgéanica
(Peregrina et al., 2010a). Asi, en el complejo de cambio, la energia de enlace entre los
iones es muy diversa. De este modo, en el caso de los fosfatos, la energia de union es

muy alta, por lo que se presentan en baja concentracion en la solucion del suelo, o
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intermedia en el caso del calcio, potasio y magnesio y débil para la mayoria de los
aniones, con excepcion de los fosfatos.

1.5.1. DISPONIBILIDAD DEL NITROGENO EN EL SUELO. EL CICLO DEL
NITROGENO

Junto con el carbono y el oxigeno, el nitr6geno es el mas complejo y crucial de
los elementos esenciales para la vida (Kenney y Hatfield, 2008). Ademas, es un
componente especifico de las proteinas y esta presente en la mayor parte de las
combinaciones organicas de las plantas, A.D.N. y clorofila, siendo el nutriente mas
importante para el crecimiento de los cultivos (Crespy, 2007). En las plantas, en
términos cuantitativos es el cuarto elemento mineral, representando entre un 1 y un 4 %
de su materia seca (Hopkins, 2003). Sin embargo, la mayor fuente y reserva de
nitrégeno es la forma molecular (N;), gaseosa, que constituye el 78 % del aire terrestre
(Hirschfel, 1998). Asi, a excepcion de las leguminosas y de otros organismos vegetales
muy concretos, capaces de fijar dicho nitrdgeno molecular atmosférico por via
simbidtica microbiana y, de las pequefias cantidades de amoniaco gaseoso que, en
determinados momentos, pueden fijar de la atmosfera las partes aéreas de las plantas, la
mayoria de las plantas cultivadas no pueden metabolizar directamente el N, para
transformarlo en proteinas. Por ello, es en el suelo donde, fundamentalmente, las plantas
encuentran el nitrdgeno que necesitan para vivir. No obstante, mas del 95 % del
nitrogeno incorporado se acumula en el suelo en forma orgéanica, no asimilable
directamente por las plantas (Haynes, 1986; Havlin et al., 1999). Tras sufrir una serie de
transformaciones, dichas formas organicas del nitrogeno se convierten en formas
minerales, que constituyen el sustento de la biomasa en crecimiento, plantas y animales.
El nitrato, NOs™ y el amonio, NH,4", son las principales formas inorganicas del nitrégeno
y, normalmente, representan entre el 2 y el 5% del nitrégeno total del suelo (Havlin et
al., 1999).

El ciclo del nitrogeno en el sistema suelo-planta-atmaésfera involucra una serie
de interacciones y procesos entre formas organicas e inorganicas que lo transforman
(Figura 1.10). Ademas, el ciclo de otros nutrientes, sobre todo el del fosforo y el del
azufre, estd estrechamente ligado a las transformaciones bioquimicas del nitrégeno. Las
distintas practicas de manejo del suelo son uno de los factores que pueden influir sobre
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muchos de estos procesos (Maigre y Aerny, 2001; Spring, 2001), por lo que el
conocimiento del ciclo del nitrégeno y de cdmo influye la actividad antropica sobre él,
puede permitir optimizar la produccién de los cultivos y reducir los impactos de la
fertilizacion en el medio ambiente (Havlin et al., 1999).

A continuacion se explica brevemente cada uno de los procesos implicados en el

ciclo del nitrégeno (Figura 1.9).

1) Aportes de nitrégeno al suelo

Originalmente, el nitrégeno del suelo proviene de residuos de plantas y animales
y del N, gaseoso procedente de la atmosfera a través de descargas eléctricas, quema de
combustibles fosiles y procesos industriales. Ademas, otra parte del nitrégeno del suelo
puede proceder de la fijacién simbidtica entre especies de leguminosas y bacterias de
los géneros Rhizobium y Bradyrhizobium, fijadoras de N, y, en menor medida, de la
fijacion no simbidtica realizada por gran variedad de microorganismos como bacterias
(Clostridium, Azospirillum y Azotobacter), cianobacterias y actinomicetos (Follet,
2008). En zonas antropizadas, el nitr6geno presente en el suelo también puede proceder

de los fertilizantes y abonos orgénicos aplicados a los cultivos (Figura 1.9).
Por su importancia en los ecosistemas agricolas, en el Apartado 1.5.1.1 se detalla

el proceso de fijacion simbiodtica del nitrégeno atmosférico llevado a cabo por las

leguminosas en asociacién con organismos fijadores.
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Figura 1.9. Esquema general del ciclo del nitrogeno en el sistema suelo-planta-atmoésfera. Adaptado
de Havlin et al. (1999) y Rowell (1996). Procesos mas importantes: 1) Aportes de N al suelo, 2)
Mineralizacion/Inmovilizacion, 3) Nitrificacién, 4) Absorcion del N del suelo por los cultivos, 5)

Pérdida de nitratos, 6) Desnitrificacion bioldgica, 7) Volatilizacion del N.

40



INTRODUCCION

2) Fijacion del nitrégeno: mineralizacion/inmovilizacion

Una caracteristica principal del ciclo del nitrégeno en el suelo es su continua
transformacion desde la fase organica (nitrégeno insoluble) a la fase inorgéanica o
mineral (nitrégeno soluble) a través de los procesos de mineralizacion e inmovilizacion,
realizados por la biomasa microbiana (Figura 1.9). Ambos procesos ocurren
simultaneamente en el suelo, y es la relacién C/N en los residuos organicos que se
degradan o descomponen, la que determina si el efecto neto es un incremento o0 una
disminucién del nitrégeno mineral disponible para las plantas. Para la materia organica
fresca, esta relacion es elevada y va descendiendo durante su proceso de degradacion, o
humificacion, hasta estabilizarse en valores proximos a 10/1, aunque los
microorganismos siguen actuando hasta mineralizarla por completo (Urbano-Terron,
2002).

Los microorganismos del suelo, sean de vida libre o asociados simbiéticamente
con las plantas, fijan el N, formando nitr6geno organico en forma de grupos amino
(-NHy), en las proteinas. Este nitrogeno pasa entonces a formar parte de la materia
organica del suelo. Asi, el nitrégeno organico de los residuos y del suelo es
mineralizado a NH;* (nitrégeno inorganico o mineral) por los microorganismos
heterotrofos del suelo, los cuales utilizan sustancias organicas con carbono en su
estructura como fuente de energia. Este paso de nitrogeno organico a NH,4", proceso
lento comparado con otras transformaciones del nitrégeno producidas en el ciclo,
involucra a su vez dos reacciones: una aminizacion (ruptura de las proteinas para
transformarlas en aminas, aminoacidos y urea (Tisdale et al., 1993)), y una
amonificacion (las aminas y los aminoacidos son descompuestos por microorganismo
heterotrofos, los cuales liberan NH,") (Stevenson y Cole, 1999). A la vez discurre la
mineralizacion, se produce la inmovilizacion, conversién del nitrégeno inorganico a
nitrégeno organico, a través de la incorporacion del nitrégeno inorgénico a la biomasa
microbiana y al humus (Stevenson y Cole, 1999) (Figura 1.9). La inmovilizacién ocurre
cuando los microorganismos no pueden satisfacer sus necesidades de nitrogeno desde
los compuestos organicos de los cuales se estan alimentando. Como resultado, los
microorganismos incorporan nitrégeno mineral a su organismo, inmovilizandolo vy,
liberan carbono, en forma de CO,, como consecuencia del proceso de degradacion de la

materia organica. En general, a mayor cantidad de materia organica en el suelo, mayor
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sera la actividad microbiana, con una sustancial parte del nitrégeno mineralizado
originado de la descomposicion de residuos frescos. De este modo, la mineralizacion de
la materia orgénica podria suplir las necesidades de nitrogeno de la vid, incluso con el
empleo de cubiertas vegetales (Thiebeau et al., 2005). Normalmente el cambio en la
cantidad del nitrégeno mineral acumulado en el suelo se mide dentro de un periodo de
tiempo dado Yy, considerando las pérdidas por lixiviacion, desnitrificacion vy
volatilizacién, se calcula un efecto neto, es la denominada mineralizacion neta. Para que
se produzca una mineralizacion neta, la relacion C/N de la materia orgénica en
descomposicién debe ser inferior a 20/1, lo que conlleva una liberacién y acumulacion
de nitrégeno en el suelo (Stevenson y Cole, 1999) (Figura 1.10). En los suelos agricolas
predominan los procesos de mineralizacion, estabilizandose la relacion C/N entre 10 y
13 (Havlin et al., 1999). No obstante, es importante tener en cuenta la cantidad de
nitrégeno que inmovilizan los microorganismos, cuya magnitud depende principalmente
del tipo de especie utilizada como cubierta vegetal. Asi, por ejemplo, los cereales con
alta relacion C/N, inmovilizan mas nitrégeno que las leguminosas, con relacion C/N
mucho menor (Hirschfelt, 1998). A medida que un resto vegetal se va descomponiendo,
se enriquece cada vez mas en nitrogeno y se empobrece en carbono, por lo que la
relacion C/N disminuye hasta que ésta alcanza la relacion C/N del tejido microbiano, la
cual, por término medio esta cercana a 10/1. Entonces se considera que todo el residuo
vegetal ha sido descompuesto. Una parte del carbono y del nitrégeno del residuo vegetal
pasa a formar parte del tejido microbiano y la otra parte es mineralizada como CO; y
NH,".
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Figura 1.10. Cambios en el nivel de NO5™ durante la descomposicion de residuos de cultivo en el

suelo. Stevenson y Cole (1999).

El NH4" producido en la mineralizacion puede seguir varios caminos (Figura

1.9):

a) Ser utilizado por microorganismos heterotrofos para descomponer mas

residuos organicos carbonados y formar sus propias proteinas, proceso de

inmovilizacion del amonio.

b) Liberarse lentamente a la atmosfera por volatilizacion (proceso 7, Figura 1.9).

c) Quedar fijado por minerales arcillosos o adsorbido por el complejo de cambio

del suelo.

d) Ser absorbido directamente por las plantas superiores (proceso 4, Figura 1.9).

e) Convertirse a nitrito (NO,) y NO3" por nitrificacién (proceso 3, Figura 1.9).
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3) Nitrificacion

Una gran parte del NH;" es convertido a NOs por microorganismos
nitrificadores en un proceso llamado nitrificacion (Stevenson y Cole, 1999). Consiste en
la oxidacion del NH4" a NO, " y de éste a NO5". Estas dos reacciones son llevadas a cabo
por microorganismos autotrofos especificos, bacterias nitrificantes, del género
Nitrosomonas (Ec.1) y Nitrobacter (Ec.2), respectivamente. Estos microorganismos,
que obtienen su energia de este proceso oxidativo, son aerobios estrictos, por lo que las
condiciones de humedad y aireacién del suelo resultan fundamentales para su actividad.

Nitrosomonas

2NH; +30, = 2NO; +4H"+2H,0 +energia  (Ec.1)
Nitrobacter

2NO; +2 0, => 2 NO;3 +energia (Ec.2)

Estas reacciones son mucho mas rapidas que la transformacion del nitrégeno
organico a NH4", por lo que, normalmente, el NO3™ es la forma de nitrégeno mineral con
mayor presencia en el suelo. Con pH en el suelo superior a 8, como ocurre en la
mayoria de los suelos de la D.O.Ca. Rioja, la transformacion de NH;" a NO," es la mas
limitante (Ec.1). Al contrario que el NH;", que es retenido por el complejo de cambio
del suelo, el NO;" y el NO3™ son mdviles en la solucion del suelo (Follet et al., 2010).
Asi, el NO3 obtenido en la nitrificacion puede ser absorbido por las raices de las plantas
junto al agua del suelo, sufrir un proceso de desnitrificacién o perderse por lixiviacion
con el agua de drenaje (nameros 4, 5y 6 de la Figura 1.9, respectivamente).

4) Absorcion de nitrégeno por las raices de las plantas

Tanto el NH;" como el NOs™ son absorbidos por las raices de las plantas y
utilizados para la sintesis de proteinas. Normalmente, los cultivos absorben la mayor
parte del nitrégeno en forma de NO3z™ (Hageman, 1984), que es la forma de nitrogeno
soluble dominante en el suelo y, ademas, por lo general, las condiciones de los suelos
permiten la accion de las bacterias nitrificantes. Asi, por ejemplo, en suelos templados,
hamedos y bien aireados, la forma de nitrégeno predominante es el NO3’, encontrandose
en concentraciones muy superiores al NH;* (Robertson, 1997). Sin embargo, la
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absorcion amoniacal puede ser relevante cuando predomina en el suelo, por ejemplo en
condiciones anaerdbicas, inmediatamente después de la aplicacion de fertilizantes
amoniacales, en suelos &cidos donde el proceso de nitrificacion se ve reducido, o en
épocas frias (Olson y Kurtz, 1982). En presencia de ambas formas de nitrogeno, la
preferencia por una u otra varia segun la especie y a lo largo del ciclo (Olson y Kurtz,
1982; Meisinger y Randall, 1991). Ambos iones se mueven hacia las raices de las
plantas por flujo masal, es decir, el generado por el flujo de agua asociado a procesos
hidrolégicos como la transpiracion y la evaporacion, y por difusién, movimiento
térmico aleatorio de los iones en la solucién del suelo que depende del gradiente de
concentracion del i6n y de la temperatura. La absorcién de NO;3™ es activa, es decir,
supone gasto de energia e involucra a varias enzimas, como las nitrato permeasas que
catalizan su paso a través de las membranas celulares (Schrader, 1984). Una vez
absorbido, el NO3; puede ser almacenado en los tejidos radiculares, reducido y
transformado en aminoacidos o depositado en el xilema para posteriormente ser

transportado por los tallos.

5) Lavado o lixiviado del NO3

Como resultado del movimiento descendente del agua a través del perfil del
suelo, una parte del NO3’, que debido a su carga negativa no es retenido por la fraccion
coloidal del suelo y por tanto es muy movil, se pierde hacia las aguas de drenaje de las
capas subterraneas, proceso denominado lixiviacion (Figura 1.9) (Stevenson y Cole,
1999; Follet, 2008). El nitrato es soluble en agua y no es adsorbido por las particulas del
suelo a menos que éstas generen cargas positivas como, por ejemplo, los suelos acidos
de origen volcénico y los humedos del tropico. A igualdad de otras condiciones, los
suelos arenosos favorecen las pérdidas del NOs por lixiviado y, por su parte, la
presencia de un horizonte argilico desarrollado, reduce la velocidad de paso del agua a
través del perfil y, por tanto, el lavado del NO3s. También influye la presencia de
cubiertas o rastrojos en la superficie del suelo, puesto que aumentan la cantidad de agua
que se infiltra, por lo que incrementa la probabilidad de lavado. Por otra parte, la
presencia de un cultivo en crecimiento activo puede reducir las pérdidas de NO3’, ya que
al absorberlo disminuye la concentracion de soluto presente en el suelo y, ademas,
absorbe agua, lo que provoca que haya un menor flujo de agua en movimiento por el

suelo. La permeabilidad y estructura del suelo, la pendiente del terreno y el agua
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presente son factores que, por afectar al proceso de escorrentia del agua presente en la
capa superior del suelo, también pueden suponer la pérdida de nitrogeno de suelo
(Follet, 2008; Follet et al., 2010).

6) Desnitrificacion bioldgica

La desnitrificacion es un proceso de reduccion bioldgica en la que una parte del
NO;3" presente en el suelo es convertida a 6xido nitroso (N2O) y a N que escapan a la
atmdsfera (Ec.3), cerrando el ciclo (Figura 1.9) (Firestone, 1982). El nitrato y el nitrito
son reducidos a estas formas gaseosas de nitrégeno, por medio de microorganismos

anaerobios facultativos que los utilizan, en lugar del O,, como aceptores de electrones.

NOj3 + energia —> NO, + energia ==> N3O (gas) + €nergia=—=> Njgas) (EC.3)

El aporte de energia que requiere este proceso viene de la materia organica de
facil descomposicion presente en el suelo. Por eso, la tasa de desnitrificacion tiende a
ser maxima en los horizontes superficiales del suelo, donde se concentra la mayor parte
de la materia organica. La anaerobiosis se produce, normalmente, como consecuencia
del anegamiento de los suelos, siendo mas frecuente en suelos poco permeables, con
horizontes argilicos muy desarrollados. EI N,O es un gas de efecto invernadero que
contribuye al cambio climatico, con una larga vida en la atmdsfera y cuya mayor fuente
antropogénica es la agricultura (Follet, 2008). Relacionado con el aumento del NO3’
acumulado en el suelo y, con los microespacios con condiciones anaerobias creados al
labrar el suelo, segin Calder6n et al. (2001), el proceso de desnitrificacion se favorece
con el laboreo del suelo.

7) Volatilizacion

Parte del NH;" presente en el suelo puede ser convertido a amoniaco (NHs) a
través del proceso de volatilizacion, el cual supone la pérdida de NHz en forma gaseosa
desde las soluciones acuosas del suelo a la atmdsfera (Figura 1.9). EI NH4
intercambiable del suelo se encuentra en equilibrio con el NH," disuelto en la disolucion
del suelo. Bajo condiciones alcalinas, los iones amonio disueltos en el suelo son

convertidos a moléculas de NH; disueltas en la solucion del suelo, las cuales después
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pueden ser liberadas a la atmdsfera (Ec.4). Este proceso es estrictamente quimico,
dependiente basicamente del pH de la solucion del suelo y no hay intervencion de

microorganismos.

NH,* + OH <= NHs g + Ho0 (Ec.4)

La proporcién de nitrdgeno amoniacal que se encuentra como NH3 sera mayor
en suelos con pH altos. La tasa de volatilizacion del NH; esta directamente relacionada
con la concentracion del NH3; que haya en la solucion del suelo, determinada a su vez
por el pH de la solucion y por la concentracion de NH4". Asi, las pérdidas por
volatilizacién pueden ocurrir siempre que exista alta concentracion de NHs cerca de la
superficie del suelo, generalmente, debido a la aplicacion de fertilizantes amoniacales o
materia organica que se descomponga facilmente en la superficie de suelos neutros o
alcalinos, o cuando se concentra un fertilizante alcalino amoniacal en un volumen
limitado de suelo (Meisinger y Randall, 1991). Las pérdidas por volatilizacion de

fertilizantes amoniacales pueden evitarse incorporandolos al suelo.

Como se ha podido observar, el ciclo del nitr6geno es complejo, lo que dificulta
el calculo de los requerimientos de este nutriente por parte de los cultivos. Estos
requerimientos, a su vez, estan altamente influenciados por la tasa de mineralizacion del
nitrogeno en el suelo, es decir, la velocidad de transformacién de la fase orgénica a la
inorganica, ademas de por la demanda de los cultivos, que varia segun el cultivo y su
estado fenoldgico. Los principales factores que influyen sobre la tasa de mineralizacion
del nitrégeno son la materia organica, que es el sustrato para la actividad microbiana, el
manejo agronomico (la aireacion del suelo aumenta la mineralizacion, mientras que
condiciones anaerobias disminuyen la actividad microbiana, causando acumulacién de
materia organica y poco nitrdgeno mineral), el contenido de agua, la temperatura y el
pH (condiciones acidas reducen la tasa de descomposicion de la materia organica y la
liberacion de nitrdgeno mineral). La capacidad de una planta para agotar el nitrato del
suelo depende de muchos factores como son la duracién de la fase de crecimiento, la
profundidad de la formacion de raices y la densidad de éstas, la disponibilidad de otros
nutrientes, ya que deficiencias de fésforo y azufre limitan la absorcion de nitrégeno, la
incidencia de enfermedades, por ejemplo las producidas por hongos pueden reducir la
absorcion de nitrogeno y, la humedad del suelo, puesto que las condiciones
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excesivamente secas 0 himedas limitan la absorcion de nitrégeno (Zagal et al., 2003).
Asi, factores como la variedad (Stines et al., 2000), el clima (Huang y Ough, 1989), las
practicas de manejo agronomicas (Kliewer et al., 1991; Spring, 2001), o la fase de
desarrollo de la planta (Meisinger y Randall, 1991), afectan en gran medida la tasa de
absorcidon del nitrégeno del suelo por parte del cultivo.

1.5.1.1. Relevancia de la fijacion bioldgica del nitrégeno: fijacion simbidtica

con leguminosas

Todo el nitrdgeno contenido en el suelo procede de la atmosfera, ya que no
existen rocas nitrogenadas (Fuentes-Yague, 2002). Las leguminosas, a través de una
asociacion simbidtica con bacterias del género Rhizobium, son capaces de fijar el N
atmosférico y reducirlo, mediante la enzima nitrogenasa, a NH4*, forma nitrogenada
asimilable por las plantas. Este proceso se conoce como fijacién bioldgica del nitrégeno
realizada de manera simbidtica con leguminosas (Loomis y Connor, 2002). Para que se
Ileve a cabo dicho proceso de fijacidén de nitrdgeno, las bacterias (rizobios) necesitan un
ambiente anaerobio o microaerobio que por si solas no son capaces de generar, por lo
que necesitan interactuar con plantas de la familia de las leguminosas. Para ello, en las
raices de la planta huésped, se deben desarrollar nddulos simbi6ticos en los que las
bacterias encuentran un ambiente controlado, asi como los nutrientes que le aportan la
energia necesaria para efectuar el proceso de fijacion.

Para el desarrollo de los nddulos radicales, es necesario que se produzca un
reconocimiento de ambos organismos, originado mediante la liberacién de metabolitos
secundarios de naturaleza flavonoide, a través de la raiz de la leguminosa, que hace que
los rizobios sean atraidos quimicamente y que activen una serie de genes implicados en
la nodulacion. Tras la adherencia de la bacteria a los pelos radicales de la leguminosa,
se produce la invasion del pelo radical, la cual induce la formacién, por parte de la
planta, de un canal de infeccion. La bacteria excreta sustancias que estimulan la division
de las células vegetales de las raices adyacentes a los pelos radicales, produciéndose el
nddulo. En su interior las bacterias se dividen y son rodeadas por la membrana de la
planta. Cuando cesa su division, se transforman en unas formaciones ramificadas,
hinchadas, denominadas bacteroides, momento a partir del cual puede comenzar la
fijacion del nitrogeno. EIl sistema vascular de la planta se extiende dentro del nddulo
transportando nutrientes hacia y desde el ndédulo (Fuentes-Yagte, 2002).
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El nitr6geno que aporta la fijacion simbiotica depende de la composicidn fisico-
quimica del suelo y del suministro de fotoasimilados de la planta. Una alta
disponibilidad de NO3™ en el suelo inhibe la fijacion biolégica de nitrégeno, debido a
que a las bacterias, en general, les es menos costoso tomar el nitrégeno del suelo que
tomarlo del aire. También la deficiencia hidrica en el suelo supone menor fijacion
simbidtica de nitrégeno. Sin embargo, la abundancia de fésforo, potasio y molibdeno en
el suelo, favorece dicha fijacion simbidtica (Paredes, 2013; Hirschfelt, 1998; Fuentes-
Yague, 2002).

1.5.2. IMPORTANCIA DEL NITROGENO EN EL DESARROLLO DE LA
VID

Segun Castelan-Estrada (2001), la biomasa de los sarmientos se correlaciona con
el contenido de carbono y las reservas de nitrégeno de la planta. Ambos elementos estan
correlacionados con las reservas de carbohidratos y de nitrégeno presentes en los
drganos perennes (tronco y raices). Conradie (1986) y Zapata et al. (2004) observaron
que entre la fase de brotacion y la de floracion, el crecimiento de los pampanos depende
principalmente de la movilizacién de almidén y de nitrégeno desde las reservas
acumuladas durante la campafia anterior, particularmente durante el periodo de
postvendimia. Segun Williams (1991), el 40 % del nitr6geno requerido para un nuevo
crecimiento vegetativo y reproductivo anual, proviene de las reservas. La fase de
maxima absorcion de nitrogeno del suelo por parte de la vid se produce entre la
floracién y el envero (Conradie, 1980; Mullins et al., 1998). Segun Holzapfel y Treeby
(2007) y Wermelinger y Koblet (1990) es en este periodo en el que tanto los pAmpanos
como las hojas y los racimos, se convierten en fuertes sumideros de nitrégeno. Por otro
lado, el nimero de racimos desarrollados un afio, depende del nimero de yemas
formadas durante el ciclo anterior (Ripoche et al., 2011). El desarrollo de los primordios
de las inflorescencias, que ocurre en las yemas latentes después de la brotacién del afio
anterior (May, 2000; Pearce y Coombe, 2005), esté regulado por el estado fisioldgico en
el que se encuentra la cepa durante el verano, influido por las condiciones de luz y
temperatura que haya habido durante la floracién (May, 2000; Williams, 2000).

También esta condicionado por la disponibilidad de agua, que mejora la fertilidad de las
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yemas (Santamaria et al., 1997), ya que la actividad fotosintética es mayor y, por tanto,
se genera una mayor superficie foliar (Santesteban, 2003).

El efecto de un exceso de nitrdgeno en la vid, se evidencia por un vigor excesivo
y un decaimiento cualitativo en la produccion, asi como por la presencia elevada de
acidos en el mosto, especialmente acido malico. La fertilizacion nitrogenada aumenta la
vulnerabilidad de las bayas a hongos, especialmente botrytis, e implica un
enriquecimiento de nitrégeno tanto en la planta como, generalmente, también en el
mosto (Delas, 2000). El efecto de las cubiertas vegetales en la dindmica del nitrégeno es
complejo. Como se ha visto, en el ciclo del nitrdgeno (Apartado 1.5.1) intervienen
procesos de mineralizacion de la materia organica controlados por la fauna microbiana,
que necesita condiciones de humedad, temperatura y aireacién adecuadas para su
actividad. Estas condiciones 6ptimas bajo clima mediterraneo, como el de la parcela de
estudio, se dan Unicamente en ciertos periodos del afio. Asi, Celette et al. (2009)
observaron en vifiedos no fertilizados de clima mediterrdneo en el sur de Francia, la
existencia de dos procesos de competencia por el nitrégeno: uno directo, debido a la
toma de nitrogeno inorganico por parte de la cubierta y, otro indirecto, por el consumo
de agua de la cubierta vegetal que agota las reservas del suelo antes que en el laboreo y
detiene la mineralizacion del nitrégeno orgénico. Esta competencia es especialmente
importante en los vifiedos sin riego donde se reduce la toma de nutrientes,
especialmente nitrogeno, siendo mas severo este efecto en las zonas de climas mas
secos y calidos (Tesic et al., 2007). Sin embargo, las cubiertas vegetales con especies
leguminosas, pueden mejorar el desarrollo de la vid por el nitrégeno aportado con la
fijacién simbiotica (Fourie et al., 2006). Por otra parte, segin Rodriguez-Lovelle y
Gaudillere (2002), aportes elevados de nitrogeno, previos al envero, pueden provocar
inhibicién del crecimiento de las bayas. Por el contrario, una baja disponibilidad de
nitrégeno en floracion, reduce el cuajado debido a la necrosis de las inflorescencias y
afecta al nimero de racimos por cepa y de bayas por racimo, induciendo una reduccion
de la produccién, segin observaron Keller et al. (1998) en plantas de la variedad
Cabernet Sauvignon.

Por ultimo, un exceso de vigor en la vid reduce la acumulacién de azlcares y
compuestos fenolicos en las bayas, producto de la competencia por los asimilados

generada entre el crecimiento vegetativo y la maduracion del racimo. Asi, la
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maduracion del racimo se retrasa, lo que supone problemas en la madurez de las bayas,
en los aromas y en otros compuestos susceptibles de pasar al vino. Ademas, el ambiente
sombrio, poco aireado y con humedad creado alrededor del racimo, debido al exceso de
vigor de la cepa, favorece el desarrollo de enfermedades fungicas como la botrytis
(Smart, 1991; Smart y Robinson, 1991; Delas, 2000). Por estas razones, es importante
controlar el desarrollo vegetativo de la vid, siendo el uso de cubiertas vegetales, de
distinta naturaleza pero en especial las no leguminosas, una de las técnicas propuestas y
utilizadas en muchas partes del mundo viticola para conseguir obtener un desarrollo de

las cepas equilibrado.

1.5.3. EFECTO DEL NITROGENO EN EL MOSTO Y EN EL VINO

El nitr6geno total varia en el mosto y en el vino de una campafia a otra, siendo la
variedad, la regién, las condiciones climéticas y el método de elaboracién algunos de
los factores que influyen en su contenido. Asi, Ribéreau-Gayon (1982) determiné que
los vinos de Champagne contenian de dos a tres veces mas nitrogeno total que los vinos
blancos de Burdeos, caracteristica determinante en el desarrollo de las fermentaciones y
en las propiedades espumantes de los vinos. Ademas, observaron que como
consecuencia de la vinificacién, los vinos tintos presentaban valores de nitrégeno que
casi duplicaban a los de los vinos blancos. La maceracion realizada en los vinos tintos
es una practica que favorece la extraccion de compuestos nitrogenados presentes en los
hollejos, asi como la autolisis de las células de levaduras muertas (Ribéreau-Gayon et
al., 2003). El nitrégeno total presente en el mosto o en el vino esta constituido por una
forma inorgénica (amoniacal) y diferentes formas orgénicas (amino&cidos,

oligopéptidos, proteinas, entre otros).

a) Nitrégeno inorganico

Durante la fase vegetativa de la vid, el nitrdgeno inorgéanico se encuentra en las
células de la pulpa de la uva como sales amoniacales, representando un alto porcentaje
del nitrogeno total presente en las bayas. Durante el envero, el nitrdgeno amoniacal va
disminuyendo por fendmenos de transaminacion pasando a formas de nitrogeno
orgdnico més complejas, evolucionando en gran parte hacia aminoécidos libres vy,

posteriormente, a la forma combinada de péptidos, polipéptidos y proteinas. Al final de
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la maduracidn, el nitrdgeno inorgéanico representa menos del 10 % del nitrégeno total
presente en la uva (Ribéreau-Gayon et al., 2003). El ion amonio (NH4") es la forma de
nitrégeno mas directamente asimilable por las levaduras (Bell y Henschke, 2005), por lo
que su contenido influye tanto en la velocidad de la fermentacion del mosto, como en el
potencial de fermentabilidad del mismo. Concentraciones bajas de amonio podrian
provocar un incremento de los alcoholes superiores en los vinos, ya que las levaduras
pueden verse forzadas a usar los aminoéacidos del medio como fuente de nitrégeno
(Usseglio-Tomasset, 1998). Por lo tanto, en determinadas circunstancias, durante el
proceso de elaboracion del vino puede ser necesario afiadir una sal amoniacal para

evitar problemas fermentativos (Barre et al., 1998; Ribéreau-Gayon et al., 2003).

b) Nitrégeno orgéanico

Las formas organicas del nitrdgeno en el mosto y en el vino son diversas. Sin
embargo, son los aminoacidos presentes en los mostos los compuestos nitrogenados con
mayor interés para el correcto desarrollo de la fermentacion, puesto que son parte
fundamental de la alimentacion de las levaduras que llevan a cabo dicho proceso (Bell y
Henschke, 2005). Cuando la uva estad madura, los aminoacidos representan entre un 30
y un 40 % del nitrogeno total de la baya (Ribéreau-Gayon et al., 2003). Los
oligopéptidos y polipéptidos, macromoléculas constituidas por un encadenamiento de
aminoacidos, también tienen gran repercusion en las caracteristicas de los vinos, ya que,
en determinadas condiciones, algunas proteinas se vuelven inestables, siendo
responsables de las indeseables quiebras protéicas en los vinos blancos. Las aminas
bidgenas, formadas por descarboxilacién de los aminoacidos, son un grupo de
compuestos nitrogenados con repercusion en la calidad del vino y que pueden afectar a
la salud del consumidor. De estos compuestos se hablara en el Apartado 1.5.3.2.

1.5.3.1. Relacion del nitrégeno con la composicion fendlica del vino

Los compuestos fendlicos del vino provienen de las diferentes partes del racimo
de la uva y se extraen durante la vinificacion, variando en gran medida su estructura
durante la crianza. En la actualidad, los procesos que sufren y las propiedades que
provocan esos cambios en el vino, son tema de estudio. Por lo general, las cepas, y

sobre todo las bayas, sintetizan compuestos fendlicos como defensa ante situaciones
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adversas, bien sea un estrés de tipo bidtico (respuesta al ataque de un hongo), o un
estrés abidtico como el producido por la falta de agua (estrés hidrico), la radiacién
ultravioleta (UV) o las variaciones de temperatura (Deloire et al., 1998, 1999). Segun el
tipo de compuesto, el periodo durante el que se produce el estrés y la intensidad del
mismo, la biosintesis de estos compuestos puede ser positiva 0 negativa (Ojeda, 1999).
La concentracién de los compuestos fendlicos en la uva esta intrinsecamente
correlacionada con su concentracion en el vino (Jensen et al., 2008) y, aunque no son
los compuestos mayoritarios en las uvas, contribuyen en gran medida a configurar las
propiedades organolépticas y la calidad de los vinos (Somers y Evans, 1974; Jackson et
al., 1978). Asi, son los responsables del color (especialmente los antocianos), de las
sensaciones gustativas y tactiles, como la astringencia y el amargor del vino, y
contribuyen a la longevidad y estabilidad de los mismos (Boulton, 2001; Downey et al.,
2006; Cadahia et al., 2009; Gonzalo-Diago et al., 2014). Ademas, poseen propiedades
bactericidas, antioxidantes, vitaminicas e incluso se les asocia con beneficios saludables
para el consumidor, relacionados con enfermedades cardiovasculares, diabetes y otras
(Lépez-Vélez et al., 2003).

Los compuestos fendlicos se pueden clasificar en dos grupos, los compuestos no
flavonoides, como son los &cidos benzdicos y cindmicos y, los flavonoides, como los
flavonoles, antocianos y flavanoles. De todos ellos, los antocianos y los taninos
(flavanoles polimerizados, también conocidos como procianidinas) son los que mayor
influencia tienen sobre el color y la calidad del vino tinto (Boulton, 2001; Spayd et al.,
2002). Los antocianos se localizan en las vacuolas de las células de los hollejos de las
bayas, siendo los compuestos fendlicos més estudiados debido a su contribucion al color
de los vinos tintos (Ribéreau-Gayon et al., 2003). Se ha sugerido que su funcién es la
absorcion de luz UV vy visible y que pueden actuar como atrayentes para la polinizacion
y dispersion de semillas (Koes et al., 1994; Smith y Markham, 1998). En los vinos
tintos jovenes, el color es debido a los antocianos libres, produciéndose entre un 30 y un
50 % de asociaciones de co-pigmentacion de esos antocianos (Somers y Evans, 1977;
Boulton, 2001). Durante la crianza del vino, se establecen asociaciones estables entre
los antocianos y otros compuestos flavonoides, formando pigmentos poliméricos
(Mazza, 1995; Boulton, 2001). Los taninos se localizan tanto en las semillas como en el
hollejo de las bayas, estando en mayor cantidad en las semillas (Downey et al., 2003).

Su importancia en el vino se debe a que son compuestos capaces de formar
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combinaciones estables con las proteinas, con otros polimeros vegetales como los
polisacaridos y con los antocianos. Son responsables de la estructura, la astringencia, el
sabor amargo del vino y contribuyen a la componente amarilla del color. Ademas,
participan en reacciones de pardeamiento oxidativo de los vinos, y son en parte
responsables de la estabilidad polifendlica de los vinos durante el envejecimiento
(Plumb et al., 1998; Martinez y Rubio-Breton, 2013).

La sintesis y concentracion de estos compuestos en las bayas estda muy
influenciada por las caracteristicas del medio, principalmente por la temperatura y la luz
(Spayd et al., 2002). Si bien, la luz no parece ser un factor tan limitante en la sintesis de
antocianos como lo es la temperatura (Mabrouk y Sinoquet, 1998). Asi, Haselgrove et
al. (2000), observaron que, a pesar de la elevada exposicién solar de que disponian las
bayas de cv. Shiraz de su ensayo, las temperaturas de alrededor de 35 °C, propias de
climas calidos, inhibieron la sintesis de antocianos y/o incrementaron su degradacion.
También el estado hidrico de la vid, que afecta al crecimiento de la baya, influye en la
concentracion total de compuestos fendlicos (Ojeda et al., 2002). En general, el déficit
hidrico moderado aumenta la concentracion de estos compuestos (Esteban et al., 2001),
debido principalmente a un menor tamafio de la baya y a una mayor relacion hollejo-
pulpa (Ojeda et al., 2001; Kennedy et al., 2002). Ademas, el estado nutritivo en el que
se encuentre la planta también tiene efectos sobre los compuestos fendlicos. Segun
Hilbert et al. (2003), ademas de los efectos indirectos que influyen sobre la
concentracion de compuestos fendlicos en la baya (reparto de las fuentes de carbono
entre el crecimiento vegetativo y el productivo, tamafio de la baya, relacién hollejo-
pulpa, o el microclima del racimo), el nitrdgeno tiene efectos directos sobre el contenido
en compuestos fendlicos de la baya. Aumentos en la disponibilidad de nitrdgeno en la
vid, activan rutas catabolicas que reducen el contenido en antocianos (Hilbert et al.,
2003) y taninos condensados en las bayas (Bell y Henschke, 2005). También la
disponibilidad de nitr6geno afecta de forma intensa al contenido de fenilalanina,
aminoacido precursor de la ruta sintética de los fenoles (Hilbert et al., 2003).
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1.5.3.2. Relacion del nitrdégeno con los aminoacidos en mosto y las aminas

bidgenas en vino

El contenido de nitrdgeno total asi como la concentracion de aminoacidos y
amonio presentes en las bayas, depende del nitrato de la solucion del suelo y del
material de reserva de la vid (L6hnertz et al., 2000). Las fuentes nitrogenadas presentes
al inicio de la fermentacién, especialmente el amonio y los amino&cidos, son
fundamentales para el correcto desarrollo de la fermentacion, ademéas de ser los
precursores de los principales compuestos volatiles fermentativos, que influyen
directamente en la composicion aromatica del vino (Garde-Cerdan y Ancin-Azpilicueta,
2008). Las preferencias metabdlicas de las levaduras respecto a las fuentes de nitrogeno
han sido descritas en detalle por autores como Bisson (1991) y Bell y Henschke (2005).

Los aminoacidos son compuestos nitrogenados sintetizados en las raices y en las
hojas de la vid, a partir de los acidos a-cetoglutarico y glicérico, asi como también del
amonio, interviniendo en su sintesis un complejo sistema enzimatico (Hidalgo, 2006).
Son compuestos fundamentales tanto para el metabolismo de la cepa como para el
correcto desarrollo de la fermentacion, y forman parte de gran cantidad de compuestos.
Ademas, los aminoacidos son precursores de determinados aromas, por lo que
contribuyen al perfil aromatico de los vinos. Por ejemplo, el aminoacido arginina, que
segun Rodriguez-Lovelle y Gaudillere (2002) por su importancia cuantitativa es el
compuesto indicador mas relacionado con el estado N-nutricional de la vid, es
convertido en fenilalanina, que a su vez es precursor, mediante diversas reacciones
enzimaticas, de gran namero de compuestos fundamentales para la planta, incluyendo
ligninas (requeridas para la madera), resveratrol (actia de defensa de la planta frente a
infecciones), taninos (aportan sensaciones en boca) y antocianos (principales
responsables del color rojo del vino). Si las concentraciones de arginina, y por tanto de
fenilalanina son bajas, la produccién de todos estos compuestos puede verse limitada
(Mundy, 2009). Ademas, la arginina también es precursora de otros aminoacidos como
la ornitina, el acido aspartico, la prolina y el acido glutdmico. Por su parte, el acido
aspartico constituye una forma de reserva de &cido oxalacético, el cual segun
necesidades puede ser transformado a lo largo de la maduracion en azucares o en acido
malico (Hidalgo, 2006).
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Determinados aminoacidos son precursores, mediante descarboxilacion, de
aminas bidgenas que pueden dar lugar a compuestos volatiles indeseables y afectar a la
calidad del vino (Uthurry et al., 2007; Moreno-Arribas y Polo, 2009). Siguiendo con el
ejemplo del aminoacido arginina, su descarboxilacion produce agmatina, amina biégena
que a su vez es precursora de la putrescina, que puede tener también como precursor
directo a la ornitina y ser el origen de otras dos nuevas aminas biégenas, la espermidina
y la espermina (Pérez-Hernandez et al., 2007). Asimismo, aminoacidos como la
histidina, tirosina, lisina, fenilalanina y triptéfano son precursores, respectivamente, de
las aminas bidgenas histamina, tiramina, cadaverina, feniletilamina y triptamina
(Vincenzini et al., 2009).

En los vinos el contenido de aminoacidos esta influenciado por el método de
vinificacion, la variedad, la zona geogréfica y la afiada (Soufleros et al., 1998; Moreno-
Arribas et al., 2000). Durante la fermentacion alcohdlica, las levaduras Saccharomyces
cerevisiae, encargadas basicamente de llevar a cabo el proceso fermentativo,
Unicamente pueden asimilar el amonio y los aminodcidos libres como fuente de
nitrogeno. De entre los aminoacidos cuantitativamente importantes en el mosto, la
prolina no es metabolizada por las levaduras, en condiciones normales (L6hnertz et al.,
2000). Este aminoacido es asimilado por S. cerevisiae en condiciones de aerobiosis
(Boulton et al., 1996) o en ausencia de otras buenas fuentes nitrogenadas. El concepto
de nitrogeno facilmente asimilable (N.F.A.) se refiere a la suma del amonio y de los
aminoacidos libres que pueden ser facilmente utilizados por las levaduras, por lo que se
excluye la prolina (Filipe-Ribeiro y Mendes-Faia, 2007; Lee et al., 2009; Lee y
Schreiner, 2010). Si las bayas presentan valores de N.F.A. bajos, pueden surgir
problemas durante la fermentacién alcohdlica o incluso haber riesgo de parada
fermentativa (Bisson, 1999; Zamora, 2009), por ello, en las bodegas es una practica
habitual la adicion de sales de amonio para evitar dicho riesgo (Barre et al., 1998). Para
asegurar una correcta fermentacion alcohdlica, se estima que la concentracion de N.F.A.
tiene que estar comprendida entre los 70 y 240 mg N I, considerando el valor de 140
mg N I como el umbral de concentracion 6ptimo para que las levaduras completen la
fermentacion sin problemas (Bell y Henschke, 2005). Sin embargo, valores excesivos
de N.F.A. estimulan la produccion, por parte de algunas cepas de levaduras, de ésteres
acéticos, especialmente acetato de etilo, resultando vinos con acidez volatil elevada
(Ugliano et al., 2009).
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Los dos aminoécidos mas abundantes en las bayas son prolina y arginina, los
cuales tienen como precursor al acido glutamico (Moreno-Arribas et al., 1998). La
prolina es un aminodcido que fluctia mucho de un afio a otro en funcion de las
condiciones del cultivo, mientras que la arginina permanece mas estable (Hidalgo,
2006). La ratio prolina/arginina (Pro/Arg) es caracteristica de cada variedad (Huang y
Ough, 1991), pudiéndolas clasificar en acumuladoras de prolina o acumuladoras de
arginina cuando la ratio es mayor o menor a la unidad, respectivamente (Bell y
Henschke, 2005). Asi, Garnacha y Pinot noir se clasifican como variedades
acumuladoras de arginina (Stines et al., 2000). Para las variedades acumuladoras de
arginina, la ratio Pro/Arg no se ve afectada por aportes de nitrogeno en el vifiedo (Bell y
Henschke, 2005). Sin embargo, en variedades acumuladoras de prolina, como es el caso
de Tempranillo (L6pez et al., 2011, 2012), Chardonnay y Cabernet Sauvignon, una
aplicacion elevada de nitrégeno puede reducir la ratio Pro/Arg a valores menores de la
unidad (Gouthu et al., 2012). Tras el amonio, la glutamina, la asparagina, la arginina, la
alanina, el &cido aspartico, la glicina y el &cido glutdmico son las fuentes nitrogenadas
preferidas por las levaduras (Bell y Henschke, 2005).

Las aminas bidgenas, compuestos endégenos de las plantas que también pueden
encontrarse en frutas frescas y verduras, son bases organicas de bajo peso molecular.
Presentan actividad biolégica importante, especialmente como reguladores de diversos
procesos fisioldgicos en el ser humano. Derivan de la descarboxilacion de algunos
aminoacidos y, su presencia es consecuencia de un proceso normal de fermentacién o de
alteraciones microbianas (microorganismos con actividad descarboxilasica) de
productos alimentarios que contienen proteinas 0 aminoacidos (Smit et al., 2008), como
pueden ser pescados (Naguib et al., 1995), quesos (Aygin et al., 1999), huevos,
vegetales fermentados, algunos embutidos y productos carnicos (Kirschbaum et al.,
2000) y bebidas como cerveza, sidra, bebida de soja y vino (Busto et al., 1996; Silla
Santos, 1996). En los vinos, se pueden originar en las propias bayas, por la accion de las
levaduras durante la fermentacion alcohdlica o, formarse durante la fermentacion
malolactica, el envejecimiento o almacenamiento (Lonvaud-Funel, 2001; Landete et al.,
2007; Soufleros et al., 2007; Smit et al., 2008; Moreno-Arribas y Polo, 2009). Para su
sintesis es necesaria la presencia de un microorganismo con actividad descarboxilasa, de

los aminodacidos precursores, siendo uno de los factores de riesgo mas determinante un
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pH elevado del vino (Lonvaud-Funel, 2001). También el grado de maduracién de la
baya y el tipo de suelo se ha visto que influyen en el nivel de aminas bidgenas del vino
(Gléria et al., 1998). Nuestro organismo tolera facilmente concentraciones bajas de
aminas bidgenas, ya que generalmente éstas son eficientemente degradadas por las
enzimas mono- y diaminoxidasas en el tracto intestinal (Gardini et al., 2005). Sin
embargo, aunque existen susceptibilidades individuales diferentes, a determinadas
concentraciones algunas aminas bidgenas pueden provocar problemas, de diversa
gravedad, para la salud humana (ten Brink et al., 1990; Moreno-Arribas y Polo, 2009).
En bebidas alcohdlicas, especialmente en el vino, aunque probablemente tengan menor
contenido de aminas bidgenas que otros productos alimentarios, su repercusion y
atencion es mayor debido a que el etanol puede potenciar su efecto toxico, ya que inhibe
de manera directa o indirecta las enzimas encargadas de la detoxificacion de estos
compuestos (Landete et al., 2006). Por ello, determinados paises, especialmente de la
Unién Europea, han regulado su contenido en el vino, aunque no existe un criterio
unanime acerca del nivel maximo permitido (Lehtonen, 1996). Por ejemplo, Suiza,
Unico pais que tiene una legislacion para los niveles de histamina en el vino, ha
establecido una concentracién méxima de 10 mg I'* (Grossman et al., 2007). Por su
parte, Alemania, Holanda, Finlandia, Bélgica, Francia, Canadd y Austria han
recomendado cantidades de histamina en el vino inferiores a 2, 3, 5, 6, 8, y 10 mg I,
respectivamente (Lehtonen, 1996; Pérez-Hernandez et al., 2007). Por lo tanto, las
concentraciones de aminas biégenas en los vinos, ademas de ser importantes por su
relevancia respecto a la seguridad y salud del consumidor, también lo son porque

pueden afectar a las exportaciones de los vinos (Smit et al., 2008).

Los vinos tintos presentan concentraciones de aminas biégenas mayores que los
vinos blancos. Estos mayores valores se atribuyen a la presencia de bacterias lacticas y a
la fermentacion maloléctica realizada en muchos de los vinos tintos (Landete et al.,
2005; Moreno-Arribas y Polo, 2009). De las aminas biégenas presentes en el vino, las
mas importantes son histamina, tiramina, putrescina, cadaverina y feniletilamina
(Soufleros et al., 1998; Lonvaud-Funel, 2001; Smit et al., 2008; Beneduce et al., 2010;
Lopez et al., 2012). La putrescina, que produce olor desagradable de putrefaccidn,
afectando a la calidad organoléptica del vino y, que es potencialmente peligrosa porque
puede reaccionar con nitritos formando nitrosamina, compuesto carcinogénico, suele ser

la amina biégena mayoritariamente detectada en los vinos (ten Brink et al., 1990;
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Halasz et al., 1994). Sin embargo, se considera que la mayoria de las intoxicaciones o
problemas de salud provocados por las aminas bidgenas del vino estan relacionadas con
la histamina (Haléasz et al., 1994; Smit et al., 2008). Algunos de los sintomas causados
por la histamina son sarpullido, edema, dolores de cabeza, hipotension, vomitos,
palpitaciones, diarrea, trastornos del corazén (Moreno-Arribas et al.,, 1998) y
desordenes neuroldgicos (Silla Santos, 1996). Otras aminas, como la tiramina y la
feniletilamina pueden causar hipertension y otros sintomas asociados con
vasoconstriccion causada por la liberacion de noradrelanina (especialmente hemorragias
en el cerebro y migrafia) (Silla Santos, 1996; Arrieta y Prats-Moya, 2012). Una dosis de
tiramina de entre 25 y 40 mg I es considerada t6xica en bebidas (Soufleros et al.,
1998), siendo los valores de entre 10 y 80 mg I peligrosos para la salud del consumidor
(Gléria et al., 1998). Para los vinos, Soufleros et al. (1998) establecieron un limite
méximo de concentracion de feniletilamina de 3 mg I'*. La putrescina y la cadaverina
deprecian el aroma del vino y, aungue no tienen efectos toxicos por si mismas, el
control de su concentracion es importante porque pueden incrementar los efectos de
histamina, tiramina y feniletilamina, ya que interfieren en las reacciones de
detoxificacion (ten Brink et al., 1990; Straub et al., 1995). Por su parte, la etilamina no
tiene repercusidn a nivel sanitario, sin embargo, presenta gran influencia en el aroma del
vino aunque para que sus efectos sensoriales negativos lleguen a apreciarse son

necesarios niveles altos (Ough y Daud, 1981).
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1. OBJETIVOS/OBJECTIVES






El laboreo es una técnica tradicional de manejo del suelo, que permite controlar
la vegetacion que compite por los recursos y, que se encuentra ampliamente extendida
en la viticultura mediterranea. Sin embargo, dicha técnica provoca algunos cambios
indeseables en las propiedades fisico-quimicas del suelo y favorece su erosion. Para
reducir su efecto negativo y favorecer la calidad del vifiedo, se han estudiado técnicas
alternativas de manejo del suelo como la implantacion de cubiertas vegetales en las
calles, aunque esta técnica resulta dificil de instaurar en climas secos. Por ello, como

objetivo principal de este trabajo se planteo:

¢ Estudiar la influencia ejercida por diferentes cubiertas vegetales sobre la
disponibilidad de agua y de nutrientes, principalmente nitrégeno, en el
suelo, su repercusion en la expresién vegetativa y productiva de la vid y

su efecto en la composicion de la uva y del vino.

Para alcanzar dicho objetivo, se estudiaron en un vifiedo de la variedad
Tempranillo, aspectos relacionados con el suelo, la vid, la uva y el vino, como
constituyentes fundamentales de un mismo sistema, con los siguientes objetivos

parciales:

¢ Evaluar el efecto de dos cubiertas vegetales, trébol y cebada, sobre el
contenido hidrico y los nutrientes, especialmente nitrégeno, del suelo.
Comparacion con el laboreo.

¢ Determinar la absorcion de macro y micronutrientes del suelo realizada

por las cubiertas vegetales implantadas en el vifiedo.

¢ Estudiar la competencia ejercida por las cubiertas vegetales sobre los
nutrientes que es capaz de absorber y translocar la vid a sus distintos

drganos renovables (pampanos, hojas y bayas).

¢ Evaluar el efecto provocado por las cubiertas vegetales en el
comportamiento agronémico de las cepas (desarrollo vegetativo vy

productivo).
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¢ Estudiar la influencia de las cubiertas vegetales sobre los parametros
fisico-quimicos y de color, y sobre la composicién nitrogenada de la uva

y del vino.

¢ Valorar el efecto de las cubiertas vegetales sobre las caracteristicas

sensoriales de los vinos.

64



Tillage is a traditional soil management technique that controls the weeds that
compete with the vine for soil resources and it is a widespread practice within
Mediterranean viticulture. Despite its advantages, tillage also produces undesired effects
on the physico-chemical soil properties and promotes soil loss through erosion. In order
to reduce the negative impact of tillage and improve vineyard quality, different soil
management strategies have been studied; one of them is the use of cover crops in the

inter-row space, altough this technique is difficult to establish in dry climates.

. Therefore, the main objective of this study was to investigate the influence
of different cover crops on water and nutrients availability, mainly
nitrogen; as well as their impact on the vine vegetative growth and
production and, finally, their effect on must and wine quality.

In order to achieve this goal, different aspects related to soil, vines, grapes and
wine, were monitorized in a vineyard cv. Tempranillo; they were studied considering
them as fundamental constituents of the same system, with the following partial

objectives:

¢ Evaluate the effect of two cover crops: clover and barley, on soil water

content and soil nutrients, especially nitrogen, with respect to tillage.

¢ Determine the cover crops absorption of both macro and micronutrients.

¢ Study the competition for nutrients that cover crops exert over the vine,
analyzing how the vine absorbs and translocates them to its various

renewable organs (shoots, leaves and berries).

¢ Evaluate the effect of the cover crops on the vine agronomic performance
(vegetative and productive development).

¢ Study the influence of cover crops on both berry and wine physico-

chemical parameters, colour and nitrogen composition.

¢ Assess the effect of cover crops on the wine organoleptic characteristics.
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El estudio se realizd en una parcela (latitud, 42°26,34'18" N; longitud,
2°43°32,31"" 0), propiedad de Ricardo Leza, viticultor colaborador. Dicha parcela se
sitla en la zona norte del término municipal de Najera, al Noroeste de la provincia de
La Rioja, 25 km al Suroeste de Logrofio y proxima al actual cauce del rio Najerilla,
unos kilémetros antes de su desembocadura en el Ebro (Figuras 111.1, 111.2, 111.3 y 111.4).
Presenta una altitud aproximada de 468 m.s.n.m.

Figura 111.1. Situacién de la parcela de estudio respecto al rio Najerilla, Najera y Logrofio.
Cartograffa raster ©Instituto Geogréafico Nacional de Espafia. Fuente: Visualizador de datos
espaciales del Gobierno de La Rioja, IDERioja 2015, consultado en agosto de 2015. El circulo

amarillo representa el &rea donde se localiza la parcela de estudio.
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Figura I11.2. Situacion de la parcela respecto al rio Najerilla y las localidades de Najera y Urufiuela.
El rectdngulo amarillo representa el area donde se localiza la parcela. Fuente: Visualizador de datos

espaciales del Gobierno de La Rioja, IDERioja 2015, consultado en agosto de 2015.

Figura I11.3. Localizacion de la parcela respecto al rio Najerilla y al municipio de Urufiuela. Fuente:
Visualizador de datos espaciales del Gobierno de La Rioja, IDERioja 2014, consultado en marzo de
2015.

70



MATERIAL Y METODOS

A)

Figura I11.4. Vista aérea de la parcela y situacion respecto al rio Najerilla. A) Ortofoto del 2009, B)
Ortofoto del afio 2012. Fuente: Visualizador de datos espaciales del Gobierno de La Rioja, Geovisor
IDERioja 2015, consultado en agosto de 2015.
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Para llevar a cabo el estudio, se realiz6 un ensayo de campo de 4 afios de
duracién (2009-2012) en un vifiedo representativo de la D.O.Ca. Rioja, con dos especies
vegetales (una graminea y otra leguminosa) a modo de cubierta vegetal, sembradas en
las calles del vifiedo, frente al laboreo tradicional utilizado como testigo. En el ensayo
se estudio:

o La incidencia de los tratamientos sobre la disponibilidad en el suelo del agua y
varios macronutrientes (N, P, K, Mg y Ca).
o Laasimilacion de macronutrientes (N, P, K, Mg y Ca) y de micronutrientes (Fe,

Mn, Zn, Cu, B y Na) por parte de las cubiertas vegetales.

@]

Las exportaciones de estos nutrientes por la vid y el estado nutricional de la vid

determinado a través del analisis foliar (limbo y peciolo).

o Laincidencia de los tratamientos en el desarrollo vegetativo y en la produccion
del vifiedo.

o El efecto de las cubiertas vegetales en las caracteristicas fisico-quimicas de

mostos y vinos, asi como en su composicion nitrogenada (aminoacidos en el

mosto y en el vino y aminas biégenas en el vino).

I11.1. CARACTERISTICAS DEL AREA DE ESTUDIO

111.1.1. DESCRIPCION CLIMATICA

Para la caracterizacion climatica del area donde se encontraba ubicada la parcela
de ensayo, se emplearon los datos climatoldgicos recogidos por la estacién
termopluviométrica denominada “Cenicero-Bodega” (latitud, 42,48° N; longitud, 2,65°
O y 437 m de altitud), perteneciente a la Agencia Estatal de Meteorologia (A.E.M.E.T.)
y situada préxima a la zona de estudio, en el término municipal de Cenicero (La Rioja).
Dicha estacion dispone de datos de precipitacion y temperatura para el periodo 1951-
2001, que permitieron caracterizar el clima general de la zona, como se detalla en el
Apartado I11. 1.1.3.

En cuanto a los datos climaticos relativos al periodo en el que se llevé a cabo el

ensayo (2009-2012), éstos provienen de la estacion meteorolégica de la que dispone el

Servicio de Informaciéon Agroclimética de La Rioja (S.I.A.R., www.larioja.org/siar) en
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el paraje “Hoyos” del término municipal de Urufiuela (La Rioja). La estacion
meteoroldgica (latitud, 42°27°42" N; longitud, 2°42°45" O vy altitud 465 m) se

encuentra ubicada a unos 2,3 km de distancia de la parcela de estudio (Figura I11.5).

Figura I11.5. Estacion meteorologica “Hoyos”, situada en el término municipal de
Urufiuela, La Rioja.

111.1.1.1. Precipitacion y temperatura

La Tabla I11.1 recoge los datos medios de precipitacion y temperatura del area de
estudio para el periodo 1951-2001. La precipitacion media anual fue de 436 mm,
existiendo gran variabilidad interanual, registrandose en el afio 1959 Unicamente 267,2
mm y 633,9 mm en el afio 1951, siendo éstos, respectivamente, los valores minimo y
maximo de precipitacion. La primavera, con un 30,5 % (133 mm) del total de lluvia
anual, fue la estacion que registr6 mayor precipitacion media mensual, seguida del
otofio con un 28,5 % (122 mm), el invierno 22,3 % (99 mm) y el verano con 18,8 % (82
mm). Por lo general, los meses mas calurosos en la zona son julio y agosto y los mas
frios enero, febrero y diciembre (Tabla I11.1). La temperatura media anual durante el
periodo de 50 afios fue 13,2 °C. La oscilacion térmica es elevada, pudiendo llegar en
verano a 42 °C y en invierno a -15 °C.
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Tabla I11.1. Valores de precipitacion y temperatura recogidos en la estacion “Cenicero-Bodega” para el
periodo 1951-2001.

Ene. Feb. Mar. Abr. May. Jun. Jul. Ago. Sep. Oct. Nov. Dic. Anual
36,3 279 31,8 42,0 478 426 290 204 328 383 461 41,1 436,

W 54 69 93 110 150 189 22,2 21,9 184 150 87 59 13,2
91 11,4 147 164 20,7 252 295 292 252 19,6 131 95 186

17 24 38 56 92 123 149 147 118 82 44 25 7,6

19,0 23,0 28,0 30,0 34,0 40,0 42,0 40,0 38,0 32,0 26,0 21,0 31,1

o)
O
S
©
Lo
=
©
e
@D
Q.
S
D
=

-38 80 60 -30 -01 40 70 40 20 -20 -60 -150 -2.2

® T2 media: temperatura media registrada en el periodo de estudio (1951-2001). T2 med. max y med. min: temperatura
media de las maximas y de las minimas registradas mensualmente, respectivamente. T@ méax. abs y min. abs:

temperatura maxima y minima absoluta registrada durante el periodo estudiado, respectivamente.

111.1.1.2. Régimen de temperatura y de humedad del suelo

De acuerdo a las claves definidas en la clasificacion realizada por el
Departamento de Agricultura de Estados Unidos (U.S.D.A.) (Soil Survey Staff, 2010),
el régimen de temperatura del suelo del area de estudio es mésico, ya que la temperatura
anual del suelo estuvo comprendida entre 8 y 15 °C, y la diferencia entre la temperatura
media del suelo en verano y en invierno fue mayor de 5 °C. En general, siguiendo con
los criterios de clasificacion del U.S.D.A., el régimen de humedad de la zona es xérico,
tipico de los climas mediterraneos, donde los inviernos son himedos y frescos y los
veranos calidos y secos (Cartografia de suelos del T.M. de Urufiuela (Escala 1:20.000),
informacién no publicada).

El diagrama ombrotérmico de Gaussen (Figura 111.6), realizado con los datos
registrados por la estacion “Cenicero-Bodega” (Tabla I11.1), confirmé la existencia de
condiciones climaticas mediterraneas en la zona. Asi, cuando la precipitacion (mm) es
inferior a 2 veces la temperatura media en °C (zona amarilla), el mes se considera arido;
si la precipitacion es superior a este valor, el mes se considera semihimedo, y es

hamedo si la precipitacion supera en tres veces a la temperatura media.
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Figura 111.6. Diagrama ombrotérmico de Gaussen realizado con los datos registrados en la estacion
“Cenicero-Bodega” en el periodo 1951-2001.

111.1.1.3. Indices y clasificaciones climaticas y viticolas

El clima de una zona comprende elementos del tiempo atmosférico medidos en
esa zona durante un periodo de tiempo representativo, por lo general mayor de 30 afios.
Se caracteriza a partir de indices climéticos y de clasificaciones climéticas. Los indices
climaticos combinan parametros termométricos o pluviométricos y, eventualmente,
ciertos factores que influyen en el clima, como la altitud o la latitud, con el fin de
establecer distintos tipos climaticos que expresan las relaciones clima-vegetacion
(Alcaraz-Ariza, 2013). Por su parte, las clasificaciones climaticas establecen categorias
que vienen definidas por una serie de condiciones sobre determinados pardmetros
climaticos que permiten definir y delimitar ecosistemas en funcion del tipo de
vegetacion (clima desértico, estepario, boscoso, ...) y franjas geograficas latitudinales
(clima polar, tropical, ....). A partir de los datos registrados en el periodo 1951-2001, se
ha calculado una serie de indices y clasificaciones climaticas, que permiten caracterizar

las aptitudes viticolas de la zona en la que se encuentra la parcela.
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111.1.1.3.1. indices climaticos de aridez

Los indices de aridez consideran como dato fundamental las precipitaciones
caidas en una zona determinada a lo largo del afio (como fuente de agua) y las
temperaturas (como indicador de la energia disponible para evaporar).

a) Indice de Lang

El indice de Lang (Ps) relaciona la precipitacion media anual (P) en mm vy la

temperatura media anual (tm) en °C, de la zona, segun la férmula:

P¢=P-tm*

Con los datos registrados en la estacién “Cenicero-Bodega” durante el periodo
de 50 afios (Tabla I11.1) se obtuvo un indice de Lang de P = 32,99, con lo que, segln
las zonas de aridez definidas por este indice, el area donde se encuentra la parcela de
estudio corresponde a una zona arida (Anexo I, Tabla 1).

b) Indice de aridez de Martonne

El indice de Martonne (la) es muy semejante al indice de aridez de Lang, ya que
también relaciona la pluviometria media anual (P) en mm, con las temperaturas medias

anuales (tm) en °C, pero lo hace a través de la siguiente expresion:

la=P-(tm+10)*

En nuestro estudio se obtuvo un valor de la = 18,78, correspondiente a la zona
climatica definida por Martonne (1926) como semiarida de tipo Mediterraneo, tipica de

paises secos mediterraneos (Anexo I, Tabla 2).

111.1.1.3.2. indices bioclimaticos del vifiedo

Segun estos indices, las condiciones de luz, temperatura y humedad estan

directamente relacionadas con la respuesta vegetativa de la vifia. Asi, predicen si una
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variedad puede llegar a la madurez plena en una region dada, en funcién del contenido
de azlcares de las bayas (entre 180 y 220 g I de media) (Deloire et al., 2004). Para
ello, se basan en el “periodo activo de vegetacion”, es decir, el tiempo durante el cual la
temperatura media del aire es igual o superior al “cero vegetativo”. El cero vegetativo
hace referencia a la temperatura umbral por encima de la cual se activa el periodo
vegetativo de la planta. En la vid varia dependiendo de la variedad, pero se fija en 10 °C
como valor medio. Las temperaturas activas (Ta) de la vid son aquellas que se producen
durante el periodo activo de vegetacion.

Sobre esta base se determinaron, con los datos térmicos medios, el periodo

activo de vegetacion del vifiedo en la zona estudiada:

- Fecha media inicial: 2 de abril.
- Fecha media final: 7 noviembre.

- NUmero medio de dias de duracion del periodo activo del vifiedo: 219
a) Indice térmico eficaz de Winkler y Amerine

El indice de Winkler y Amerine (l1¢) es un indice térmico que considera las
temperaturas eficaces (Te) durante el periodo activo de vegetacion de la vid, como
principales responsables del desarrollo de la misma (Winkler et al., 1984). Las
temperaturas eficaces se obtienen al restar 10 °C (el valor considerado como cero
vegetativo de la vid) a las temperaturas activas (Ta). Asi, el indice viene definido por la
suma de las temperaturas medias eficaces en el periodo comprendido entre el 1 de abril
y el 30 de septiembre.

30-sept 30-sept
le= Y Te= > (Ta-10)
1-abril 1-abril

Este indice establece cinco zonas o regiones con aptitudes viticolas diferentes
(Anexo I, Tabla 3). Asi, la zona estudiada se corresponde con:

- Region vitivinicola Il (1 +=1371,8 a 1649,6 °C).
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Es decir, el indice de Winkler y Amerine define el clima de la zona de estudio
como un clima templado que, favorece la produccién de vinos de calidad con buen
aroma, acidez y graduacion media dando vinos equilibrados. Son zonas de valles. Asi,
algunas de las variedades tintas con aptitudes para cultivarse en este clima son
Cabernet franc, Cabernet Sauvignon, Gamay, Garnacha, Malbec, Matar6, Merlot,
Petite Sirah, Rubi Cabernet, Tempranillo, Sirah, entre otras.

b) Caracterizacion heliotérmica de Branas

El producto heliotérmico (PH) es un indice que define las posibilidades de
cultivo de un medio para la planta. Para ello tiene en cuenta las relaciones existentes
entre los fendmenos vegetativos de la vid y las condiciones de temperatura eficaz y de
iluminacién durante su desarrollo. Asi, viene definido por la suma de temperaturas
eficaces (Te) durante el periodo activo de vegetacién, en °C (H), y la suma de horas de

luz durante el periodo activo de vegetacion (X), segun la siguiente expresion:

PH = X-H-(10)®

- El valor de este indice correspondiente al area estudiada fue: PH = 4,73. Para
que las bayas maduren de forma homogénea y éptima, cada variedad exige un cierto
valor de este indice. Asi, Branas (1974) establecié que, el limite septentrional por
debajo del cual no es posible el cultivo de la vid en Europa es PH = 2,6.

¢) Indice isotérmico de Huglin

El indice isotérmico de Huglin (IH) es un indice de evaluacion de las
posibilidades heliotérmicas de un medio viticola. Para ello, tiene en cuenta la
temperatura media diaria (T,) y la temperatura maxima diaria (Ty), ambas en °C,
durante el periodo activo de la vid, desde el 1 de abril al 30 de septiembre. Ademas,
introduce un coeficiente de longitud de dias (k), que varia entre 1,02 y 1,06 entre los 40
y 50 grados de latitud. En nuestro caso el coeficiente k, tiene un valor de 1,03 (por
encontrarnos en el rango de latitud de entre 42°01" y 44°00") (Tonietto y Carbonneau,
2004). Este indice viene dado por la expresion:
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30-sept

IH =Y [(T,-10)+(T, -10)]-k,

1-abril

Segun el indice de Huglin (Huglin, 1978), el area donde se localiza la parcela de

de estudio viene definida como:

- Zona | (2100 < IH < 2400). Zona viticola con clima calido-templado, donde
pueden cultivarse numerosas variedades de vid como Garnacha, Monastrel y, otras,

salvo excepciones como algunas variedades sin pepitas (Tonietto y Carbonneau, 2004).

111.1.1.3.3. Clasificaciones climéticas

a) Clasificacion de Koppen

La clasificacion climatica de la zona estudiada segin Koppen, se basa en los
valores medios, mensuales y anuales, de temperatura y precipitacion, elegidos por
tratarse de valores criticos para la vegetacion. Esta clasificacién establece categorias
definidas por letras, que indican el comportamiento de las temperaturas y las
precipitaciones que caracterizan dicho tipo de clima (Anexo I, Figura 1) (Kottek et al.,

2006). Para ello, Képpen utiliza la vegetacion como indicador del clima.

Segun los criterios de esta clasificacion, la zona estudiada se clasifica como:

- Subgrupo BSk: Estepa semiarida fria o clima mediterraneo seco. Precipitacion
anual entre 380 y 760 mm. Clima seco y frio. Temperatura media anual inferior a 18 °C

y temperatura media mensual del mes mas calido mayor de 18 °C.

b) Clasificacion de Papadakis

Esta clasificacion distingue diez grupos fundamentales de clima (Papadakis,
1966). Cada grupo se caracteriza por regimenes especificos de temperatura y humedad
y se subdivide en una serie de tipos climaticos. Utiliza parametros basados en valores

extremos de las variables climatoldgicas que son mas representativos y limitantes para
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estimar respuestas y condiciones Optimas de los distintos cultivos. A partir de esos
valores se delimita el tipo de invierno (segun los cultivos cultivables en invierno), de
verano (en funcion de los posibles cultivos segun la duracion y calidad del verano) y el
régimen hidrico (segun el agua disponible para las plantas y su distribucion estacional).
Se debe considerar como una caracterizacion agroecoldgica a nivel macroclimatico. De

esta forma, la zona estudiada se clasifica como:

- Régimen de humedad

Me: mediterraneo seco, con precipitacion invernal superior a la estival y

existencia de meses secos en verano.

- Tipo de invierno

av: avena fresco, invierno suave como para cultivar avena de invierno
pero no citricos.
- Tipo de verano

M: maiz, verano suficientemente largo y calido como para cultivar maiz,
pero marginal para arroz.
- Clase térmica

avM: templado.

- Unidad climética: Mesomediterraneo templado.

111.1.1.4. Condiciones climaticas del periodo estudiado

A continuacion se presentan los datos de precipitacion y evapotranspiraciéon de
referencia (ETo) (calculada segun la ecuacién de FAO Penman-Monteith (1998)) (Tabla
111.2) y los de temperatura (Tabla 111.3), registrados en la estacion “Hoyos” durante el
periodo de ensayo (2009-2012). La media de precipitacién anual (Tabla 111.2) de los
cuatro afios de estudio, estuvo dentro de los valores medios normales para la zona. Sin
embargo, los afios 2010 (383,8 mm) y 2011 (332,8 mm) presentaron valores de
precipitacion inferiores a la media registrada en la zona por la estacion “Cenicero-
Bodega” durante el periodo 1951-2001, tomada como referencia (436 mm; Tabla 111.1).
Tal circunstancia se debié principalmente a la menor precipitacién registrada al
principio del invierno (diciembre) y durante la primavera, asi como a final de verano

(meses de julio y principalmente agosto).
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Por otra parte, la temperatura media anual registrada durante los cuatro afios de

estudio (Tabla 111.3) fue menor, especialmente en el afio 2010, que la media del periodo

tomado como referencia (13,2 °C; Tabla I11.1). Esto fue debido, fundamentalmente, a

temperaturas inferiores registradas durante el invierno y la primavera. Ademas, las

temperaturas maximas absolutas fueron mas bajas en los meses de verano que las

registradas durante el periodo tomado como referencia (Tabla 111.1).

Tabla I11.2. Valores de precipitacion y evapotranspiracién de referencia (mm) registrados en la estacion

agroclimatica “Hoyos” durante el periodo de ensayo (2009-2012).

PRECIPITACION Y EVAPOTRANSPIRACION DE REFERENCIA (mm)

Ene. Feb.

Mar.

Abr.

(VA

Jun. Jul. Ago.

Sep.

Oct.

Nov.

Dic.

Anual

2009

>-ol 536 118 354 302 256 386 56 6,4 332 27,2 650 77,0 4096

=arl 26,8 385 681 827 1299 1471 170,3 1381 86,8 57,2 328 21,7 1000,0
2010

-9 46,0 208 190 168 498 700 54 1,0 36 304 46,0 426 3838

=ayW 22,5 375 69,7 998 1072 1222 159 1375 854 52,0 31,0 19,7 9435
2011

- 22,2 384 330 470 256 358 206 78 248 86 496 194 3328

=arl 23,3 335 61,2 97,3 1241 132,7 146,1 146,8 98,2 59,4 26,0 254 9740
2012

16,0 350 11,0 602 464 224 204 120 440 782 782 154 4392

=ayW 23,2 30,6 752 71,3 1311 1552 1537 1459 92,2 484 236 229 9733

® Pa: precipitacion mensual, ET,: evapotranspiracion de referencia mensual acumulada.
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Tabla 111.3. Datos de temperatura (°C) registrados durante el periodo 2009-2012 por la estacion

agroclimatica “Hoyos” de Urufiuela.

TEMPERATURA (°C)

Jun.  Jul. Ago.
2009

VECIEN 10 56 85 100 157 196 =213 212 171 138 94 44 126
VECUCV 85 110 154 162 236 276 296 296 243 206 133 86 190
VEUIGE 02 16 25 47 91 125 138 145 112 79 53 04 7.0
VENSELS 171 177 235 27,2 300 357 358 370 309 275 215 160 267
WIORCIN 57 27 15 05 39 71 89 89 59 -26 -12 -117 08
2010
VIEO 37 49 76 123 128 173 21,3 204 169 117 72 37 117
VLRGeS 67 89 129 191 190 240 294 287 245 179 11,5 81 17,6
VR o7 12 28 61 71 11,4 142 128 100 58 24 02 62
VEYE S 125 17,9 198 281 283 31,4 359 37 334 281 198 181 259
VIWES 119 -4 28 09 07 63 84 82 4 04 -65 -53 -04
2011
EVCE 50 60 82 133 160 177 192 21,3 182 125 96 61 128
VECNUCV S 80 117 139 196 232 254 273 304 273 213 134 108 194
VECNUIOAS 14 11 40 77 96 11,6 122 138 108 50 54 19 70
VENELS 169 179 227 289 31,8 366 356 364 340 281 189 180 272
VALRELS 37 29 16 20 51 70 80 82 53 -15 -11 44 17
2012

Media 57 37 94 93 158 199 199 218 175 128 79 63 125
WICONUEY 95 g6 17,3 145 239 279 289 305 251 192 118 107 190
VORI 16 03 22 47 92 121 125 139 109 75 40 21 6,7
WEYEIS 1583 179 246 222 31,8 365 365 370 32,7 281 195 160 266
VIS 54 34 -14 05 25 77 80 96 60 -13 -12 21 16

 Media: temperatura media registrada en el periodo de estudio (1951-2001). Med. Max. y med. Min.: temperatura

media de las maximas y de las minimas registradas mensualmente, respectivamente. Méax. Abs. y min. abs.:
temperatura maxima y minima absoluta registrada durante el periodo estudiado, respectivamente.

[11.1.2. CARACTERISTICAS DEL SUELO DE LA PARCELA

La parcela donde se realizo el estudio se ubica en el término municipal de Najera
(La Rioja) (hoja geoldgica 203 (Najera) del Mapa Geoldgico de Espafia, escala 1:50.000
del Instituto Tecnoldgico Geominero, 1990), en la parte occidental de la Cuenca del
Ebro. Concretamente, la parcela se localiza sobre la terraza de nivel | del rio Najerilla,
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que discurre con direccién norte hasta desembocar unos kilometros mas adelante en el
rio Ebro (Figura 111.7).

Rio Ebro
_—

Rio Najerilla

Figura I11.7. Vista aérea del tramo de la terraza | del rio Najerilla direccion norte sobre la que se sitda la

parcela (identificada en color amarillo). Fuente: Google Earth, consultado en septiembre de 2015.

111.1.2.1. Caracterizacién edafoldgica general del area viticola

De acuerdo al estudio cartografico de suelos realizado en el afio 2006 por el
Programa de Suelos del Servicio de Investigacién y Desarrollo Tecnoldgico
Agroalimentario (actualmente Servicio de Investigacion Vitivinicola) del Gobierno de
La Rioja, en el término municipal (T.M.) de Urufiuela, y en el que se clasificaron los
suelos siguiendo la clave americana de clasificacion, Soil Survey Staff (2010) del
U.S.D.A., se determind que el suelo predominante en el area en el que se ubica la
parcela de estudio pertenece a un complejo formado por dos series: “La Vega”, definida
como Xerorthents oxiacuico, esquelético arenosa, mezclada, mésica y “Las Rochas”,
Xerorthens oxiacuico, arenosa, mezclada mésica (Cartografia de suelos del T.M. de
Urufivela (Escala 1:20.000), Programa de suelos del Servicio de Investigacion
Vitivinicola del Gobierno de La Rioja, informacién sin publicar).
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Asi, en general, los suelos de esta zona se distinguen por haberse desarrollado
sobre gravas, cantos y bloques en matriz areno-limosa, estar situados en la llanura de
inundacion del rio Najerilla y contar con pendientes de entre un 2 y un 6 %. Se
caracterizan porgue son suelos moderadamente profundos (50-60 cm), imperfectamente
drenados, que presentan manchas de oxidacién-reduccién a los 25 cm de profundidad
dentro del horizonte B,, y en los que aproximadamente a unos 130 cm aparece el nivel
freatico del rio Najerilla. Son suelos muy pedregosos (> 25 % de elementos gruesos) en
los que el horizonte superficial presenta textura franca arenosa, con un espesor de entre
15 y 25 cm y color pardo rojizo oscuro (5YR 3/3, Escala Munsell, Anexo Il, Figura 1).
El horizonte subsuperficial llega hasta los 44-60 cm, con una textura igualmente franca
arenosa. El contenido de materia organica es medio-bajo y los valores de capacidad de
intercambio cationico (C.I.C.) son bajos. También la capacidad de retencion de agua
disponible (C.R.A.D.) es baja (80-92 mm) (Cartografia de suelos del T.M. de Urufiuela
(Escala 1:20.000), Programa de Suelos del Servicio de Investigacion Vitivinicola del

Gobierno de La Rioja, informacion sin publicar).

Para corroborar estos datos generales de la zona y definir exactamente el suelo
de la parcela donde se llevé a cabo el ensayo experimental, se realiz6 un estudio del

suelo, segun se explica en el Apartado 111.1.2.2.

111.1.2.2. Caracterizacion del suelo de la parcela de ensayo. Estudio de su
humedad

Para describir y caracterizar el suelo de la parcela, siguiendo la clasificacion
taxondmica de suelos descrita por el U.S.D.A. (Soil Survey Staff, 2010), se procedid, el
7 de julio de 2009, a la apertura de una calicata (con una anchura de 30-40 cm) en la
calle central de cada una de las repeticiones del ensayo (Apartado 111.2), es decir, en
total se abrieron nueve calicatas (Figura 111.8).
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Parcela experimental (por repeticion)

4 filas
de 60 cepas
por
repeticion

Figura 111.8. Esquema de la situacion en la que se abrié cada una de las nueve calicatas en cada una
de las repeticiones.

La apertura (y posterior cierre) de las calicatas se realizé6 empleando una mini-
excavadora de 2,20 m de ancho, 3 toneladas de peso y un cazo de 30 cm, hasta una
profundidad de, aproximadamente, 100 cm, en funcién de la profundidad que permitié
el suelo segun sus caracteristicas limitantes (Figuras 111.9 y 111.10).

Figura 111.9. Fotografia del momento de la apertura de una de las calicatas mediante la
mini-excavadora.
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Figura 111.10. Fotografia de una de las nueve calicatas realizadas en la parcela.

La calicata realizada en cada repeticion permitio, ademas de la caracterizacion y
descripcion del perfil edafico, instalar sondas con sensores de humedad del suelo a 100,
60 y 30 cm (£ 5 cm) de profundidad. Con el objeto de mantener las caracteristicas y
propiedades intrinsecas del suelo lo més inalteradas posible, se fue extrayendo el suelo
de la calicata cuidadosamente, separandolo por horizontes genéticos que posteriormente
fueron recolocados en la misma posicion en la que estaban previamente a la apertura de

la calicata (Figura 111.11).
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Figura I11.11. Detalle de la separacion por horizontes del material obtenido al abrir una calicata.

Los sensores se instalaron a cada una de las tres profundidades (Figura 111.12) y,
una vez colocados, se rellend la zanja con tierra tamizada (luz de malla de 2 mm),

realizando una “cama” con esa tierra fina hasta taparlo por completo (Figura I11.13).

Figura 111.12. Instalacion, a 60 cm de profundidad, de uno de los sensores de humedad del suelo.
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Figura 111.13. Detalle de la realizacién de la “cama”, con tierra tamizada (< 2 mm de diametro),
para uno de los sensores.

La tierra de alrededor del sensor se compactd para que hubiera un buen contacto
con la tierra que lo rodeaba. Posteriormente, se fue afiadiendo paulatinamente tierra
encima, realizando una compactacion manual y tratando de rellenar el mismo volumen

extraido con la misma cantidad de tierra por cada horizonte (Figura I11.14).

Figura 111.14. Compactacion manual del suelo de la calicata abierta.

Los sensores utilizados para la determinacion de la humedad del suelo se
basaban en el sistema de Transmisometria de Dominio de Tiempo (T.D.T. — “Time
Domain Transmissometry”), en el que un emisor envia un pulso de onda a lo largo de
una linea de transmisién generada en el suelo, midiéndose el tiempo que ese pulso tarda

en recorrer esa linea (desde el punto de emisién hasta el receptor). A través de este
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tiempo, es posible obtener la constante dieléctrica del terreno, a partir de la cual se
define el contenido en humedad del suelo. En el ensayo se utilizaron sensores del
modelo GroGraph™ Moisture Solution (E.S.I., Environmental Sensors Inc., Sydney,
BC, Canadd), que transmitian los datos en continuo, cada 30 minutos y todos los dias
del afio, a unos registradores de datos o “dataloggers” del modelo GroPoint” GP-DL3T
(E.S.1.) que los iban almacenando hasta su posterior descarga (Figura I11.15).

Figura 111.15. Fotografia de un “datalogger” que registraba los datos de
humedad del suelo recogidos por los tres sensores colocados en cada

repeticion (a 30, 60 y 100 cm de profundidad).

Los “datalogger” son los equipos electrénicos encargados de registrar los datos
que van recogiendo cada uno de los sensores colocados a las distintas profundidades en
el suelo. Estos equipos se ubicaron en superficie, anexionados a la madera vieja de una
cepa, en paralelo a los brazos de la cepa en cuyo suelo se encontraban los sensores, con
el fin de evitar los problemas de roturas de conexiones o de cables que pudieran
ocasionar las operaciones realizadas en el vifiedo a lo largo del ciclo vegetativo-
productivo, sobre todo al introducir la maquinaria para prepoda o vendimia. Para
verificar su estado y controlar que registraban los datos correctamente, una vez al mes,
se realiz6 la descarga de los datos registrados en campo mediante un “shuttle” o
lanzadera portétil (GroPoint” HOBO® shuttle, E.S.l.) (Figura 111.16). Este equipo,
capaz de almacenar los datos recogidos por las nueve sondas colocadas en la parcela,
permitié, conectandolo al ordenador mediante el programa GroGraph v. 2.3 (E.S.1.),
descargar los datos que posteriormente fueron transformados al lenguaje de Excel.
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Figura 111.16. Detalle del momento de la descarga de los datos registrados en el suelo al “shuttle”.

111.1.2.3. Determinaciones realizadas en las muestras de suelo procedentes
de las calicatas

Las calicatas, ademas de la instalacion de los sensores a las distintas
profundidades de estudio y la descripcion del suelo, permitieron la recogida de muestra
para determinar otros parametros fisico-quimicos del suelo. Asi, se obtuvo muestra para
determinar la densidad aparente por el método del anillo (Grossman y Reinsch, 2002).
Para conseguir la muestra inalterada, se emplearon tres anillos de acero inoxidable
(altura 51 mm, didmetro 50 mm y volumen 100 cm®) en cada uno de los horizontes

descritos en la calicata (Figuras 111.17, 111.18 y 111.19).
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Figura 111.17. Anillos y herramientas utilizados para coger muestra de suelo con la que poder

determinar su densidad aparente.

Figura 111.18. Muestreo de suelo realizado para determinar la densidad
aparente, introduciendo un anillo en una de las paredes de la calicata.
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Figura 111.19. Detalle de la pared de una calicata tras la toma de muestras

para la determinacion de la densidad aparente del suelo.

En el laboratorio, se pesaron los anillos para la determinacion de la densidad
aparente y se extrajo, cuidadosamente, la muestra de suelo que contenia cada uno de
ellos. Ademas, para determinar el porcentaje del contenido de agua de las muestras, se

secaron en estufa a 105 °C unos 5 g de cada porcion.

Por otra parte, para la determinacion del color del suelo en campo, medido en
seco, se utilizo la clave Munsell Soil Color Charts (1998). Esta clave viene definida por
tres parametros que son: matiz (color espectral dominante: rojo, amarillo, verde, azul o
violeta, expresados con sus siglas en inglés), valor (claridad u oscuridad de los rangos
de color: va desde 1, oscuro, hasta 8, claro) y croma (pureza o fuerza del rango de color:
va desde 1, palido, hasta 8, brillante). El color del suelo refleja su composicion, asi

como las condiciones de oxido-reduccion a las que haya estado expuesto.
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Ademas, durante la apertura de la calicata se tom6 una muestra de tierra, de
aproximadamente unos 3 kg, de cada uno de los horizontes genéticos que conformaban
el perfil del suelo (Figura I11.20). Tras su procesado, consistente en un secado al aire, en
bandejas colocadas en una sala a temperatura ambiente y un tamizado a través de un
tamiz de 2 mm de luz de malla (Fritsch GMBH, Idar-Oberstein, Alemania) (Figuras
111.21 y 111.22), las muestras se llevaron al Laboratorio Regional, situado en la finca de
La Grajera, Logrofio, donde se efectud su determinacion analitica.

Figura 111.20. Muestra de suelo procedente de uno de los

horizontes de un perfil del suelo.

Figura 111.21. Tamizadora-molino de las muestras de suelo (diametro de particula < 2 mm).
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Figura 111.22. Detalle del tamafio de particula
(diametro de particula < 2 mm) de una muestra de suelo

ya procesada, lista para su determinacion analitica.

En el Laboratorio Regional, se analizaron los siguientes parametros fisicos y
quimicos de los suelos: textura (% arena, limo y arcilla), contenido en materia organica
oxidable (%), pH en agua, conductividad eléctrica (dS m™), N total (kg ha™), carbonatos
totales (%), caliza activa (%), capacidad de intercambio catidnico (cmol () kg™), bases
intercambiables (calcio, magnesio, potasio y sodio) (cmol ) kg™), y elementos
extraibles con el extractante Mehlich 11l (sodio, fésforo, hierro, manganeso, potasio y

sulfatos) (ppm), segun metodologia descrita en el Apartado I11.3.1.
111.2. DISENO EXPERIMENTAL

El disefio experimental para la realizacion de esta Tesis Doctoral comprendié un
ensayo de campo, en un disefio de blogques al azar, con tres repeticiones para cada uno
de los tratamientos.

[11.2.1. CARACTERISTICAS VITICOLAS DE LA PARCELA

La parcela viticola utilizada se planté en el afio 1999 con la variedad de vid
Tempranillo (Vitis vinifera L.), clon RJ-26, injertada sobre portainjerto Richter-110 (R-
110). El marco de plantacion es de 2,70 x 1,30 m, y la densidad de plantacion de 2.849

cepas ha™. La parcela se encontraba dentro del marco legal que permite la D.O.Ca.
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Rioja. El sistema de conduccion de las cepas ha sido en doble cordon Royat, en
espaldera, y las cepas se podaron dejando 6 pulgares por brazo y 2 yemas por cada
pulgar. Las filas presentan orientacion este-oeste con una ligera inclinacion, lo que
confiere a los racimos orientacion solar norte-sur con cierto grado de inclinacion. La
parcela tiene una pendiente del 0,2% en direccion descendente hacia el cauce del rio

Najerilla, situado al oeste de la parcela.

111.2.2. TRATAMIENTOS REALIZADOS

Los tratamientos experimentales realizados en las calles de la parcela durante los
afios 2009-2012 fueron:

) Laboreo (L). Consistio en el manejo del suelo realizado cominmente
en la viticultura de la zona, donde el suelo se labra mecénicamente
cada 4 6 6 semanas, desde febrero a noviembre, a una profundidad de
aproximadamente 15 cm. En lo sucesivo, nos referiremos a este
tratamiento como laboreo o tratamiento L.

i) Trébol (TR). Cubierta vegetal sembrada con trébol persa (Trifolium
resupinatum L. cv. L&ser). En lo sucesivo, nos referiremos a esta
cubierta como trébol o tratamiento TR.

1)) Cebada (CB). Cubierta vegetal sembrada con cebada (Hordeum
vulgare L. cv. Naturel/Samson). En lo sucesivo, nos referiremos a esta

cubierta como cebada o tratamiento CB.

Cada una de las repeticiones consto de tres calles con cuatro filas contiguas de
60 cepas por fila. Las dos filas externas de cada repeticion se consideraron borde, por lo
que los muestreos se realizaron Unicamente en las dos filas de cepas de la calle central
de cada repeticion. En la parcela, los tratamientos se encontraban distribuidos segun se
visualiza en el esquema de la Figura 111.23.
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Figura 111.23. Esquema de la distribucion en la parcela de los tratamientos utilizados en el ensayo. Creacidn propia sobre ortofoto del Sistema de Informacion
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Repeticion <
2

I/

Geografica de Parcelas Agricolas (S.1.G.P.A.C.) de La Rioja, Gobierno de La Rioja. Ortofoto consultada en mayo de 2015.
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I11.2.3. MUESTREOS REALIZADOS EN CAMPO A LO LARGO DEL
CICLO DE LAVID

111.2.3.1. Calendario general de las operaciones realizadas en campo

A continuacion, se muestra el esquema general de los muestreos realizados en
campo segun el ciclo vegetativo-productivo de la vid (Figura 111.24). Las fechas
concretas de las labores realizadas en cada una de las campafas se especifican en el
apartado correspondiente a cada muestreo.

Los andlisis realizados en el laboratorio como etapa de procesado de las
muestras recogidas en campo, se fueron realizando segun los periodos marcados por la

metodologia en cada caso.
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Reposo vegetativo Reposo vegetativo
invernal invernal
Lloro |Desborre Parada de crecimiento
Crecimiento Agostamiento
Ene Feb Mar Abr May Jun Jul Ago Sep Oct Nov Dic

Envero Maduracion | Vendimia

Eebrero Abril (brotacion)
(2009, 2011y - Muestreo CICLO REPRODUCTOR
2012) de suelos
- Siembra de las Julio (cuajado) Agosto
cubiertas - Muestreo de suelos - Muestreos de: Septiembre
- Afio 2009: = suelos - Controles de maduracion
= calicatas = tejidos foliares vid Octubre
= colocacion = exportaciones vid - Vendimias
sensores de
humedad del
suelo

Figura 111.24. Estados del ciclo vegetativo y reproductivo de la vid en los que se han realizado muestreos en las parcelas en campo. Elaboracion propia basada en el

esquema del ciclo de la vid de Martinez de Toda (1991).
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111.2.3.2. Siembra de las cubiertas

La siembra de las cubiertas se realiz6 en febrero de 2009, mediante una
sembradora semiautomatica de tolva pequefia (165 litros de capacidad y 1,86 m de
anchura de trabajo), adaptable para césped o cereal, modelo Agric® KSA/HER 70
(Agric-Bemvig S.A., Barcelona, Espafia). La sembradora se montd sobre un equipo
(Agric® GLF-70-BM, Agric-Bemvig) que mediante un rodillo de malla y nivelador de
altura regulable, facilitdé la preparacion del terreno previo a la siembra. Ambos iban
arrastrados por un tractor (Figura 111.25). Las semillas se sembraron a chorrillo, a una
profundidad de entre 0,5y 1 cm. Tras la siembra, se realiz6 un pase de labor con un rulo

con el objetivo de facilitar la nascencia de las semillas.

Figura 111.25. Fotografia del momento de la siembra de las cubiertas.

Las semillas se sembraron en las tres repeticiones correspondientes a cada
tratamiento de cubiertas, con una dosis de semilla de 50 kg ha™. Para mantener una
densidad adecuada de plantas de las cubiertas vegetales en las calles, en febrero de
2011, y en marzo de 2012 se volvieron a sembrar las dos cubiertas con la misma dosis y

metodologia que en 2009.
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111.2.3.3. Manejo del vifiedo

Las lineas, unos 80 cm de anchura de suelo bajo las cepas de los tres
tratamientos, se mantuvieron libres de vegetacion desde el afio 2000 (9 afios antes de
comenzar el ensayo). Para ello, se aplicaron, mediante mochila manual, tratamientos de
herbicida de postemergencia localizado (con glifosato como principio activo).

En el caso de la cubierta de trébol, debido a su gran desarrollo durante la
primavera del 2010, se realiz6 una siega en abril, con el objetivo de evitar posibles
riesgos de heladas. La siega se realizd a una altura de 10 cm del suelo, mediante una
segadora rotativa de discos arrastrada por un tractor, dejando el residuo de la cubierta
tras la siega en la superficie del suelo de la parcela.

El resto de operaciones (aplicaciébn de productos fitosanitarios, podas,

eliminacion de esperguras, ...) se realizaron del mismo modo en todos los tratamientos.

Los restos de los pampanos podados en invierno se picaron mediante una
picadora de sarmientos y se dejaron en las propias calles de la parcela (Figura 111.26).

Figura 111.26. Fotografia de los pAmpanos dejados en la parcela tras la poda.

Durante el tiempo que dur6 el ensayo, no se aplic6 ningun tipo de fertilizante en

la parcela.
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Las aplicaciones complementarias de agua mediante riego no estaban
contempladas en el estudio. Sin embargo, en el verano del afio 2012, el viticultor
propietario de la parcela realizé un riego de apoyo puntual.

111.2.3.4. Determinacion de la disponibilidad de macronutrientes en el suelo

111.2.3.4.1. Muestreo de suelos

Con el objetivo de estudiar la disponibilidad y evolucion del N mineral del suelo
(N-NO3z" y N-NH,"), tras la implantacion de las cubiertas vegetales se realizaron, en
cada uno de los cuatro afios de estudio, sucesivos muestreos del suelo en las tres
repeticiones de cada tratamiento. Dichos muestreos se hicieron coincidir con los estados
fenologicos mas representativos del ciclo de la vid (brotacion, floracién, cuajado,
envero y postvendimia) (Tabla I11.4; Figura 111.24). Ademas, sobre las muestras
recogidas en floracién, momento en el que se estima que el movimiento de elementos
entre el suelo y la planta es mayor puesto que las necesidades de ésta son maximas, se
determinaron los macronutrientes (N total, P, K, Ca 'y Mg) disponibles en el suelo.

Tabla 111.4. Fechas de los muestreos de suelo realizados en la parcela durante las cuatro campafias
estudiadas (2009-2012).

Estados fenologicos  9gqg 2010
de la vid

Brotacion 22 abril 30 abril 18 abril 25 abril

Floracion 18 junio 22 junio 14 junio 19 junio
Cuajado 16 julio 22 julio 12 julio 17 julio
Envero 10 agosto 24 agosto 17 agosto 20 agosto

Postvendimia 28 octubre 24 noviembre 10 noviembre 13 noviembre

Los muestreos de suelo se realizaron cogiendo muestras separadas en cada
sondeo a las profundidades de 0-15 y 15-45 cm. Se efectuaron sondeos en tres puntos
distribuidos al azar en la calle central de cada repeticion. Las muestras se recogieron
empleando una barrena helicoidal tipo Edelman (Eijkelkamp®, Giesbeek, Holanda), de
40-60 mm de diametro, acoplada a una ahoyadora automatica (Stihl BT121,
Waiblingen, Alemania) (Figura 111.27).
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Figura 111.27. Barrena helicoidal (izquierda) acoplada a la ahoyadora empleada para el

muestreo del suelo (derecha).

111.2.3.4.2. Procesado de las muestras de suelo

Una vez en el laboratorio, las muestras tomadas en el campo se dejaron secar al
aire, a temperatura ambiente, para lo cual se coloc6 cada una de ellas extendida en una
bandeja (Figura 111.28). Una vez secas, dichas muestras se tamizaron a través de una
tamizadora (Analysette 3 Pro, Fritsch), que mediante vibracion automatica (amplitud 3
mm) y por medio de una serie de tamices de distinta luz de malla (200 mm de didmetro
x 50 mm de alto, ISO 3310-1, Fritsch), separ6 las fracciones de menos de 2 mm de

didmetro de particula y las de mas de 2 mm (Figura 111.29).
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Figura 111.28. Fotografia del secado a temperatura ambiente de las muestras de suelo recogidas en

campo.

A)
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B) C)

Figura 111.29. A) Tamizadora que permitio separar las fracciones de suelo con distintos tamafios de

particula. B) Particulas de diametro mayor de 2 mm, C) Particulas de diametro menor de 2 mm.

Una vez separadas las fracciones, se pesaron, lo que permitié calcular el
porcentaje de elementos gruesos (> 2 mm). La fraccion de suelo de diametro de
particula menor a 2 mm fue utilizada para el analisis quimico de las muestras. Asi, en
las muestras de suelo provenientes de los muestreos de brotacion, cuajado, envero y
postvendimia se determin6 el N-NOs™ y el N-NH," extraibles, segin la metodologia
descrita en el Apartado 111.3.1. En las muestras del muestreo de floracion, ademas, se
realiz6 la determinacién del N total, P Olsen, K, Mg, Ca y Na intercambiables, segln la
metodologia descrita en el Apartado 111.3.1.

111.2.3.5. Determinacion del estado nutricional de la vid

111.2.3.5.1. Muestreo foliar

Para determinar el estado nutricional en el que se encontraban las vides, se
analizaron las concentraciones de los macronutrientes (N, P, K, Mg y Ca) y de los
micronutrientes (Fe, Mn, Zn, Cu, B y Na) presentes en los tejidos foliares. El contenido
de estos elementos es variable a lo largo del ciclo de la planta y en funcion del tejido de
estudio (limbo o peciolo) (Romero et al., 2010, 2013). Por ello, se tomaron muestras
foliares en el momento de la floracion y también en el envero de la vid, para analizar los
contenidos nutricionales presentes en el limbo y en el peciolo en ambos estados

fenoldgicos (Tabla I11.5).
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Tabla I11.5. Fecha de los muestreos foliares realizados en la parcela durante los cuatro afios de ensayo

(2009-2012).

Estados fenoldgicos 2009 2010 2011 2012

de la vid

Floracion 19junio  23junio  16junio 20 junio

Envero 13 agosto 25 agosto 18 agosto 16 agosto

El muestro foliar se realiz6 tomando 20 hojas completas y sanas en cada una de
las repeticiones de los tres tratamientos, procedentes de pampanos fructiferos y de vigor
medio, a razén de una hoja por planta (Figura 111.30). En floracién, la hoja muestreada
fue la situada en posicion opuesta al primer racimo y, en envero, la opuesta al segundo
racimo, segiin metodologia de Romero et al. (2010) para cv. Tempranillo. EI muestreo

se realiz6 cogiendo hojas de las dos orientaciones de cada fila.

Figura 111.30. Detalle del muestreo foliar
de floracion, hoja opuesta al segundo

racimo, envero.

111.2.3.5.2. Procesado del material foliar

Una vez en el laboratorio, se separaron los limbos de las hojas de los peciolos
(Figura 111.31), y se lavaron ambos 6rganos por separado, tres veces con agua corriente
y a continuacién una vez con agua destilada. Para proceder al secado, se introdujo el
material vegetal en una estufa (J.P. Selecta, Barcelona, Espafia) a 60 °C hasta peso
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constante (Figuras 111.32). Una vez secas (Figura 111.33), las muestras se molieron
(molino ultracentrifugo Retsch GmbH ZM1, Haan, Alemania) y se tamizaron (tamiz
anular de 0,5 mm de luz de malla, Retsch) (Figuras 111.34 y 111.35), dejandolas

preparadas para el posterior analisis mineral.

Figura I11.31. Separacion de limbos y peciolos de las muestras.

Figura 111.32. Detalle del procesado del material foliar, secado en estufa.
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A) B)

Figura 111.33. Material foliar tras su secado en estufa, A) limbos y B) peciolos secos.

Figura 111.34. Molino ultracentrifugo y pistola de aire comprimido

para su correcta limpieza entre muestra y muestra.

Figura 111.35. Detalle del tamiz anular de 0,5 mm

de luz de malla tras procesar una muestra.
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El material foliar (limbos y peciolos) procesado (Figura I11.36) fue analizado en
el Laboratorio Regional de La Grajera, donde se determinaron los siguientes elementos:
N, P, K, Mg, Ca, Fe, Mn, Zn, Cu, B y Na, segln la metodologia descrita en el Apartado
111.3.2. La concentracion de los macro y micronutrientes se expresé en g 100 g y mg

kg™, respectivamente, referidos ambos a materia seca.

Figura 111.36. Muestra del material foliar (limbos)

procesada y preparada para su analisis mineral.

111.2.3.6. Determinacién del desarrollo de los organos renovables de la vid y

estimacion de los nutrientes asimilados

111.2.3.6.1. Muestreo de padmpanos, hojas y racimos

La determinacién de las exportaciones de elementos minerales en pampanos,
hojas y racimos y de la longitud de los pampanos y nietos en los distintos tratamientos,
conllevo varias operaciones, tanto en el campo como en el laboratorio, que se describen
a continuacion. Se siguié la misma metodologia en los cuatro afios de ensayo, tanto en

la floracién como en el envero de la vid (Tabla I11.6).

Tabla 111.6. Fecha de los muestreos de exportaciones realizados en la parcela.

Estados fenologicos  20g9 2010
de lavid
Floracion 17 junio

2011 2012

22 junio  15junio 20 junio

Envero 11 agosto 25 agosto 18 agosto 21 agosto
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En el campo, se contd el namero de pulgares y de pAmpanos de cada una de las
cinco cepas seleccionadas al azar y por repeticion. A cada una de esas cepas se le corto
uno de sus paAmpanos, representativo, ni el mas vigoroso ni el mas delgado, dejando tres
yemas en la planta y, se anotd el nimero de racimos (o inflorescencia en el caso del
muestreo de floracion) que presentaba el pampano cortado. La operacion se repitid en
las cinco cepas de cada repeticion, es decir, en cada uno de los muestreos se procesaron

en el laboratorio 15 pampanos por tratamiento.

111.2.3.6.2. Procesado del material vegetal

En el laboratorio, se separaron las hojas y los racimos de cada pampano y se
midid la longitud del pampano principal y la de los tallos secundarios (nietos) de cada
uno de los pampanos (Figura 111.37). El procesado de las muestras, pampanos, hojas y
racimos, se realiz6 como se describe en el Apartado 111.2.3.5.2.

Figura 111.37. Medida en laboratorio de la longitud del pampano principal y de los nietos.

Una vez procesado todo el material vegetal, se analiz6 en el Laboratorio
Regional de La Grajera determinando los macro y micronutrientes (N, P, K, Mg, Ca, Fe,
Mn, Zn, Cu, B y Na) segin la metodologia descrita en el Apartado 111.3.2. La
concentracion de los macronutrientes y micronutrientes se expresé en kg ha™ y g ha™,

respectivamente, referidos ambos a materia seca.
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111.2.3.7. Determinacién de la biomasa y los nutrientes absorbidos por las

cubiertas vegetales

111.2.3.7.1. Muestreo de la biomasa de las cubiertas

Para determinar el desarrollo vegetativo y la cantidad de nutrientes asimilados
por las cubiertas vegetales, se realizaron siegas manuales de la vegetacion, a ras de
suelo. Para ello, sobre la calle central de cada repeticion, se lanzé al aire, al azar y en
cuatro ocasiones, un cuadrado de 0,25 m? de &rea (en total 1 m? de superficie
muestreada), recortando con tijeras toda la vegetacion que estuviera incluida dentro del
cuadrado (Figura 111.38).

Figura 111.38. Cuadrado de 0,25 m? de area utilizado en el

muestreo de biomasa de las cubiertas.

Los muestreos se realizaron, coincidiendo con el estado fenoldgico de floracion
de la vid, los dias 18, 24, 14 y 19 de junio del afio 2009, 2010, 2011 y 2012,

respectivamente.

111.2.3.7.2. Procesado del material vegetal de las cubiertas

Una vez en el laboratorio, la biomasa obtenida en cada repeticion (Figura 111.39)
se pesd (peso fresco) y proceso siguiendo el procedimiento descrito en el Apartado
111.2.3.5.2.
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A)

B)

Figura 111.39. Aspecto de la biomasa procesada A) trébol, B) cebada,
antes de ser introducida en la estufa a 60 °C.

En el Laboratorio Regional de La Grajera se determinaron, sobre el material
vegetal ya procesado, los macro y micronutrientes (N, P, K, Mg, Ca, Fe, Mn, Zn, Cu, B,
y Na) presentes en la biomasa de las cubiertas vegetales, segin la metodologia descrita
en el Apartado 111.3.2. La concentracion de los macronutrientes y micronutrientes se

expres6 en kg ha y g ha™', respectivamente, referidos ambos a materia seca.
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111.2.3.8. Determinacion de los pardmetros de produccion y de desarrollo
vegetativo del vifiedo

111.2.3.8.1. Produccién

En el momento Optimo de maduracion de las bayas, determinado tras los
sucesivos controles realizados durante la maduracion, se vendimiaron, manualmente,
alrededor de 15-20 cepas por repeticion (Figura 111.40). Las vendimias se realizaron los
dias 8, 19, 11 y 17 de octubre en las cuatro campafias estudiadas 2009, 2010, 2011 y
2012, respectivamente.

Figura 111.40. Detalle de una calle de la parcela en el momento de la vendimia.

Ademas de la produccion, durante la vendimia se determind el nimero de cepas
vendimiadas por repeticion, el nimero de racimos por cepa y el peso medio del racimo,

segun el procedimiento descrito en el Apartado 111.3.3.

111.2.3.8.2. Estimacién del vigor

En noviembre, durante el periodo de reposo vegetativo de la planta (Figura
111.24), se efectu6 una prepoda manual en 10 de las cepas vendimiadas en cada
repeticion. En la prepoda, se dejaron 3 yemas por sarmiento con el fin de que el

viticultor pudiera realizar, posteriormente, en el momento que considerara adecuado

112



MATERIAL Y METODOS

para evitar en la medida de lo posible dafios severos que pudieran causar las heladas por
una poda temprana, la poda a 2 yemas segun marca el Consejo Regulador de la D.O.Ca.

Rioja.

Para poder determinar la expresion vegetativa o vigor de las cepas, en el
momento de la poda se hicieron diferentes medidas: nimero de pulgares y de
sarmientos por cepa y el peso de madera de poda, que permitieron calcular el peso
medio de cada sarmiento y el indice de Ravaz, como se describe en el Apartado 111.3.5.

111.2.3.9. Evaluacion de la calidad del fruto

111.2.3.9.1. Control de maduracion

En cada camparia, a partir del envero, se hicieron controles quincenales de bayas
para definir la fecha oOptima de vendimia. Para ello, se muestrearon 60 bayas,
aleatoriamente, de 12 cepas seleccionadas entre las dos filas de la calle central de cada
repeticion, determinando los °Brix con un refractémetro portétil digital (Atago PAL-1,
Atago Co., LTD., Tokio, Japdn) (Figura 111.41).

Figura 111.41. Refractometro digital portatil.

De acuerdo a esta metodologia, la fecha 6ptima de vendimia se determind segun
la evolucion madurativa de las bayas, con la consideracion de dejarlas madurar hasta
que alcanzaran, en la mayoria de las repeticiones, alrededor de 12 6 12,5° de alcohol

probable (% v v').
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111.2.3.9.2. Vendimia

Con el objetivo de determinar los parametros enoldgicos y las caracteristicas
organolépticas de las uvas, se realizd, en cada repeticion, un muestreo de 600 bayas. Se
muestrearon 20 cepas por repeticion, a razén de 6 racimos por cepa, cogiendo 5 bayas
por racimo (una baya de cada hombro, otras dos del centro del racimo y otra del

extremo apical).

De las bayas muestreadas en cada repeticion, aproximadamente 200 se separaron
en el laboratorio para el analisis de antocianos. Sobre el resto de bayas, se realizaron las
siguientes determinaciones fisico-quimicas: peso de 100 bayas (g), grado alcohdlico
probable (% v v*), pH, acidez total (g I expresado como &cido tartarico), &cidos
tartarico y malico (g I''), potasio (mg I"), indice de polifenoles totales (1.P.T.),
intensidad de color (1.C.), tonalidad y antocianos (mg g™*). Ademas, parte del mosto se
congeld para la posterior determinacion de nitrégeno facilmente asimilable (N.F.A.) y
aminoécidos (mg N kg™). La metodologia utilizada para cada determinacion se
especifica en el Apartado 111.3.4.

111.2.4. ELABORACION DE LOS VINOS

Los vinos se elaboraron en la bodega experimental del Servicio de Investigacion
y Desarrollo Tecnoldgico Agroalimentario del Gobierno de La Rioja, siguiendo el
metodo tradicional de elaboracion de vino tinto utilizado en la D.O.Ca. Rioja
(maceracién en presencia de hollejos hasta que el contenido en azucares reductores esta
por debajo de 2,5 g I™"). Se elabord un vino por cada repeticion.

Para cada tratamiento, se vendimiaron entre 15 y 20 cepas por repeticion,
llevando la uva a la bodega en cajas de unos 18-20 kg de capacidad (Figura 111.42). En
la bodega, las uvas se despalillaron y estrujaron separadamente, por repeticion. La pasta
obtenida de cada repeticion se introdujo en depoésitos de plastico alimentario (polietileno
de alta densidad), de 100 litros de capacidad (Figura 111.43). A cada deposito, se le
adicionaron 50 mg I* de anhidrido sulfuroso (SO.). Posteriormente, se inocularon
levaduras secas activas Saccharomyces cerevisiae (Uvaferm VRB®, Lallemand S.A.S.,
St. Simon, Francia) a una dosis de 3 mg I'*. La fermentacion alcohélica se completé en
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la bodega a temperatura ambiente (19-21 °C), prolongandose entre 9-11 dias durante los
cuales se realizaron, diariamente, bazuqueos y controles de temperatura y de densidad.
En la fase final de la misma, se analizé el contenido de azlcares reductores, segun
metodologia descrita en el Apartado 111.3.4. La fermentacion alcohdlica se di6 por
finalizada al obtenerse valores de aztcares reductores menores de 2,5 g I'* y densidad en

torno a 0,999 g ml™.

Figura 111.42. Cajas con la uva vendimiada a la entrada en bodega.

Figura 111.43. Depésitos en los que se realiz6 la fermentacion alcohdlica de los vinos (azules) y la
fermentacion malolactica (recipientes de acero inoxidable de 25 litros que se encuentran detras de

éstos).
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Una vez finalizada la fermentacion alcohdlica, los vinos fueron prensados y
trasvasados a depdsitos de acero inoxidable de 25 litros de capacidad, donde se llevo a
cabo la fermentacion malolactica, a una temperatura aproximada de 20 °C (Figura
111.43). Las bacterias lacticas comerciales inoculadas en cada depésito (10 mg I'*) fueron
Oenococcus oeni (Uvaferm Alpha “U”®, Lallemand S.A.S.). El seguimiento de esta
segunda fermentacion se realiz6 midiendo el contenido en acido malico mediante
analisis enzimatico (Boehringer-Mannheim/R-Biopharm, Darmstadt, Alemania). La
fermentacién malolactica se dio por finalizada cuando el acido malico residual fue
menor de 0,2 g I, momento en el cual los vinos se trasvasaron a dep6sitos de vidrio de
20 litros de capacidad donde, tras sulfitarlos con 30 mg I* de SO,, permanecieron
estabilizandose por frio (8 °C) durante 30 dias. Posteriormente, los vinos se desfangaron
y embotellaron manualmente en botellas de vidrio de 75 cl de capacidad.

Al finalizar la fermentacién malolactica de los vinos se cogieron muestras para
realizar los andlisis de los siguientes parametros fisico-quimicos: grado alcohélico (% v
v'), pH, acidez total (g I'* expresado como &cido tartarico), 4cidos tartarico, malico y
lactico (g I), potasio (mg I™), acidez volétil (g I'), SO, libre y total (mg 1),
absorbancia a 420, 520 y 620 nm, 1.C., tonalidad, 1.P.T. y antocianos (mg I'). Ademés,
se congeld muestra de cada vino para el posterior analisis de aminoécidos (mg N I') y
aminas biégenas (mg I'™"). La metodologia utilizada en cada determinacion se detalla en
el Apartado 111.3.4.

Para poder valorar cualitativamente el producto final, en cada campafia se
realiz6 un analisis organoléptico, en el que se compararon los vinos por tratamiento
(Apartado 111.3.6).

111.3. METODOS ANALITICOS

111.3.1. DETERMINACIONES REALIZADAS EN EL SUELO

111.3.1.1. Textura

La textura es una propiedad fisica que se refiere a la granulometria del suelo, es
decir, al tamafio de particulas inorganicas que constituyen su fase solida. Para cada
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muestra, se determind el contenido en arcilla (tamafio de particula < 0,002 mm), limo
(0,05-0,002 mm) y arena (2-0,05 mm), de acuerdo con la escala americana propuesta
por el U.S.D.A.

La determinacion de la textura, se realizé por difractometria laser mediante
analizador de particulas por difraccion, modelo LS™ 13-320 de Beckman Coulter
(Beckman Coulter Inc., Brea, CA, EE.UU.). Se expresé en % de cada una de las

fracciones, arena, limo y arcilla.

111.3.1.2. Contenido en materia organica oxidable

La materia organica se determind por el método de oxidacion incompleta del
carbono organico (Walkley y Black, 1934) por una mezcla oxidante de dicromato
potasico (K,Cr,0;)y écido sulfurico (H,SO,), valorandose el exceso de dicromato por
potenciometria, empleando un equipo Metrohm 798 MPT Titrino (Metrohm AG
Company, Herisau, Suiza). La cantidad de agente oxidante consumido se comparé con
las lecturas obtenidas en una curva de calibracion preparada con patrones conocidos de
disolucion de glucosa.

111.3.1.3. pH en agua

El pH de un suelo expresa la acidez o alcalinidad del mismo, es decir, la
concentracion de iones hidrogeno que se encuentran en ese momento en la solucién
suelo:agua. Se midié potenciométricamente con electrodo de vidrio en una suspension
de relacion 1:5 de suelo:agua destilada (peso volumen™), empleando el equipo Metrohm
798 MPT Titrino (Metrohm AG Company).

111.3.1.4. Conductividad eléctrica
La conductividad eléctrica hace referencia a la capacidad que tiene una
disolucion para conducir la corriente eléctrica y es proporcional al contenido de sales

disueltas. Se midi6 potenciométricamente con conductidimetro Metrohm 712

Conductometer (Metrohm AG company), con una relacién 1:5 (peso volumen™) de
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suelo:agua destilada, medida a 25 °C. La conductividad eléctrica se expres6 en dS m™,
referida a 25 °C.

111.3.1.5. Nitrégeno total

El N total (suma de N orgéanico y N inorgéanico) se determiné seguin el método de
combustion seca e instantdnea de la muestra (Matejovic, 1997) mediante analizador
elemental CNS (TruSpec CN LECO inc., St. Joseph, MI, EE.UU.). En dicha
combustion, el N de la muestra se transforma en N, que es llevado por un gas portador,
helio, hasta unas celdas de infrarrojos y se mide por termoconductividad diferencial. A
partir de un patrén y del peso de la muestra, se obtiene el porcentaje de N que contiene

la muestra. Los resultados se expresaron en kg N ha™.
111.3.1.6. Carbonatos totales

Los carbonatos totales se determinaron utilizando un analizador de carbono
inorganico en caliente que los cuantifica por infrarrojos, mediante equipo Equilab CO-
202 (Equilab S.A., San Sebastian de los Reyes, Madrid, Espafia). La determinacion de

carbonatos en suelo se expres6 como porcentaje de carbonato calcico, CaCOs,
111.3.1.7. Caliza activa

La caliza activa, fraccion fina de la caliza (< 50 um) quimicamente activa, puede
entrar a formar parte de las distintas fracciones granulométricas del suelo e interferir en
el normal desarrollo de las plantas, sobre todo si los niveles en el horizonte superficial
son superiores al 35-40 %. Se determind segun el método del oxalato amobnico
(dosificacion gasométrica de CO, del carbonato amonico formado al reaccionar el
carbonato calcico activo con el oxalato amdnico en disolucion) y posterior volumetria
de gases con calcimetro de Bernard. Los datos se expresaron en porcentaje de caliza

activa.
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111.3.1.8. Capacidad de intercambio catidnico

La capacidad de intercambio cationico (C.1.C.) muestra la capacidad que tiene
un suelo de adsorber cationes de la disolucidn, liberando al mismo tiempo otros cationes
en cantidades equivalentes a las adsorbidas, para asi establecer un equilibrio entre
ambas fases. La C.I.C. esta relacionada con el contenido de arcillas (que tienen carga
negativa) y con la materia organica del suelo. Para su cuantificacién, se utilizé el
método cobaltrihexamina (Cohex) (Orsini y Remy, 1976) y la determinacion se realizd
mediante espectrofotémetro de llama. La C.1.C. se expreso en cmol () kg™

111.3.1.9. Bases de cambio

El calcio (Ca*") y el magnesio (Mg?") intercambiables presentes en las muestras
de suelo recogidas durante la apertura de las calicatas, se determinaron por el método de
cobaltihexamina (Cohex) (Orsini y Remy, 1976). El sodio (Na") y el potasio (K")
intercambiables presentes en esas mismas muestras, se analizaron empleando el reactivo
Mehlich 111 (disolucion que contiene CH;COOH 0,2 M, NH4sNO3 0,25 M, NH4F 0,015
M, HNOs; 0,013 M y EDTA 0,001 M a un pH de 2,5) (Mehlich, 1984). La
determinacion de los cuatro elementos se llevo a cabo mediante un espectrofotometro de

plasma (1.C.P.). Los resultados se expresaron en cmol () kg ™.
111.3.1.10. Elementos extraibles con el extractante Mehlich 111

El sodio (Na), fésforo (P), potasio (K), hierro (Fe), manganeso (Mn) y sulfatos
(SO4*) presentes en el suelo, fueron extraidos con el extractante Mehlich I,
determinandose mediante espectrofotémetro de plasma (I.C.P.). Los resultados se

expresaron en ppm.
111.3.1.11. Nitratos (N-NOjz") y amonio (N-NH,") extraibles

Para la determinacion de los nitratos y el amonio del suelo, se realizd una
extraccion con una disolucion de KCI 2 M, en una relacion 1:5 (suelo:disolucién), segin
método de Mulvaney (1996). Los extractos de suelo se analizaron midiendo
fotométricamente a las longitudes de onda de 550 nm (N-NOs) y 660 nm (N-NH;")
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mediante un autoanalizador elemental de flujo continuo segmentado (Seal Analytical
3HR, Seal Analytical, Hamburgo, Alemania). El valor de estos pardmetros en la
muestra se determind por comparacién con una recta de calibrado realizada
previamente. Para convertir los valores obtenidos a kg ha™ se empled la densidad
aparente, obtenida segin el método del anillo (Grossman y Reinsch, 2002), y el

porcentaje de elementos gruesos (> 2 mm) de cada espesor de suelo.
111.3.1.12. Fosforo asimilable

El contenido de fosforo asimilable se determind mediante el método del fosforo
Olsen (Olsen et al., 1954), recomendado para suelos cercanos a la neutralidad (pH >
6,0) o alcalinos. La extraccion del fésforo se realiz6 empleando bicarbonato sédico,
NaHCO3; 0,5 M a pH 8,5 (Kuo, 1996), en relacién 1:20 (suelo:disolucion).
Posteriormente, el analisis del fosforo inorganico se realizé usando el método del acido
ascorbico mediante reduccion por fosfomolybdato, por colorimetria acida (880 nm),
segun metodologia de Murphy y Riley (1962), sobre los extractos Olsen obtenidos
previamente, mediante espectrofotometria (UV-Visible espectrofotometro Cary Varian
50 Conc., NC, EE.UU.). El valor del fésforo en la muestra se estimd por comparacion
con una recta de calibrado previamente realizada. El fosforo de las muestras se expreso
en mg P kg™ de suelo.

111.3.1.13. Bases intercambiables (Ca?*, Mg?*, K* y Na")

La extraccién de las bases de cambio (Ca?*, Mg®*, K* y Na*) de las muestras de
suelo recogidas en los muestreos realizados durante las campafias estudiadas, se llevo a
cabo mediante disolucion de acetato de amonio (NH4C;H302) 1 N a pH 7,0 (Peech et
al., 1947). Posteriormente, la determinacion requirié afiadir una disolucién eliminadora
de interferencias (La (NOs3)36H,O y CsCl) para asegurar la correcta medida de los
cationes presentes en el extracto del suelo mediante espectrofotometria de absorcién
atdmica (SpectrAA-140, Varian Pty LId., Belrose, Australia). La determinacion del K*
(absorbe a longitud de onda, A = 766,5 nm) y del Na* (A = 589,0 nm) se realiz0
empleando un mechero con llama de acetileno/aire. En el caso del Ca?* (A = 422,7 nm)
y del Mg?* (» = 285,2 nm), la determinacion se fundamenta en espectrofotometria de

absorcion mediante ldmpara de catodo, utilizando el mismo equipo (SpectrAA-140). La
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concentracion de los cationes de las muestras se determind por comparacién con una
recta de calibrado realizada previamente. Los resultados se expresaron en cmol .y kg™

de suelo.
111.3.2. DETERMINACIONES REALIZADAS EN EL MATERIAL VEGETAL
111.3.2.1. Nitrogeno

Para la determinacién del N del material vegetal, se utilizd6 un analizador

elemental CNS (TruSpec) siguiendo el procedimiento descrito en el Apartado 111.3.1.5.

111.3.2.2. Fosforo, potasio, magnesio, calcio, hierro, manganeso, zinc, cobre,

boro y sodio

Estos nutrientes se determinaron por el método de induccion de plasma acoplada
en espectroscopia de emision atomica mediante el equipo ICP-3300 DV Perkin Elmer
(Perkin Elmer Inc., Waltham, MA, EE.UU.). En esta técnica, un sistema de
nebulizacion forma un aerosol que transporta la muestra, mediante un gas noble, argon,
a la antorcha del plasma, acoplado inductivamente por radio frecuencia. Debido a las
altas temperaturas generadas en el plasma, los analitos son atomizados e ionizados
generandose los espectros de emisién atdmica de lineas caracteristicas que seran
detectadas y cuantificadas. Los resultados se expresaron en peso seco de cada elemento.

111.3.3. ESTIMACION DE LOS PARAMETROS PRODUCTIVOS DE LA VID
111.3.3.1. NUmero de racimos por cepa

En el momento de la vendimia se anotd el nimero de racimos vendimiados en

cada una de las cepas.
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111.3.3.2. Produccién unitaria

Para conocer la produccion de cada cepa, a la entrada a la bodega, se pesaron las
cajas con la uva de las cepas vendimiadas por cada repeticién. La produccion unitaria se
expresd en kg cepa™.

111.3.3.3. Peso medio del racimo

Conociendo la produccion total de uva vendimiada en las 15-20 cepas de cada
repeticion y el nimero de racimos producidos por cada cepa, se calculé el peso medio
de cada racimo, mediante la relacion de ambos valores. El resultado se expresé en

gramos.

111.3.4. DETERMINACIONES FISICO-QUIMICAS DE MOSTOS Y VINOS

Los andlisis de los mostos y de los vinos se realizaron segin los métodos
oficiales de la Comisién Econdmica Europea de 17 de septiembre de 1990: “Métodos de
Anadlisis Comunitarios en el Sector del Vino” (Reglamento CEE, N° 2676/90, Unidn
Europea, 1990). En el texto de esta memoria se indica la referencia empleada para
aquellos que no estan especificados en dicho Reglamento.

a) PARAMETROS GENERALES

111.3.4.1. Peso de 100 bayas

El peso de 100 bayas se determind tomando, aleatoriamente, 100 bayas de la
muestra obtenida de cada repeticion, y pesandolas posteriormente. Se expresd en
gramos.

111.3.4.2. Concentracion de azUcares

La concentracién de azucares se expresa como grado alcohdlico probable en

mostos, puesto que durante la fermentacion alcoholica llevada a cabo por las levaduras,
éstas transforman los azlcares del mosto en etanol y CO,. Por tanto, el analisis de la

122



MATERIAL Y METODOS

concentracion de azUcares determina el alcohol probable de las uvas con el que poder
conocer su momento 6ptimo de madurez. El grado alcohdlico probable se determind por

refractometria empleando un refractémetro Atago DBX-55A (Atago).

111.3.4.3. AzUcares reductores

Los azucares reductores corresponden al conjunto de los azucares, con funcién
cetonica o aldehidica, con accion reductora y que permanecen en el vino una vez
finalizada la fermentacion. Contenidos inferiores a 2,5 g I* de azlcares reductores,
determinan la finalizacion del proceso de fermentacion alcohdlica. Se determinaron
mediante test enzimatico Reflectoquant® (EMD Millipore Corporation, Billerica, MA,
EE.UU.). Este método consiste en la transformacion de la glucosa y fructosa en glucosa-
6-fosfato que es oxidada por la coenzima NAD" a gluconato-6-fosfato, bajo la accion
catalitica de la glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa. La NADH formada reduce una sal de

tetrazolio a un formazano azul que se determina por refractometria.

111.3.4.4. Grado alcohdlico

El grado alcohdlico es el nimero de litros de etanol contenidos en 100 litros de
vino, medidos ambos volimenes a una temperatura de 20 °C. La determinacién se
realiz6 mediante destilacion del vino alcalinizado con una solucién de hidroxido célcico
(Destilador-Extractor D.E.2000, Tecnologia Difusion Ibérica, S.L., Barcelona, Espafia).
Posteriormente se midié el destilado por aerometria. El resultado se expresd en

porcentaje en volumen (% v v™).

111.3.4.5. pH

El pH se determin6 mediante el calculo de la diferencia de potencial medida
entre dos electrodos (de referencia y de medida) sumergidos en el mosto o en el vino y

conectados a un pHmetro (micropH 2001 CRISON, Crison Instruments S.A.,
Barcelona, Espafa).
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111.3.4.6. Acidez total

La acidez total es la suma de los acidos del mosto o del vino cuando se lleva a
pH 7 afiadiendo una disolucion alcalina valorada. Se determind mediante valoracion
potenciométrica, empleando el pHmetro micropH 2001 (Crison), de 20 ml de mosto o
vino con hidroxido sédico 0,1 N, hasta llegar a pH 7. Los resultados se expresaron en ¢

I* de 4cido tartarico.

111.3.4.7. Acidez volatil

La acidez volatil se determind mediante valoracion de los acidos volatiles
separados del vino por arrastre con vapor de agua y rectificacion de los vapores
(Destilador-Extractor D.E.2000, Tecnologia Difusion Ibérica S.L.). Se realiz6 con
NaOH 0,1 N en presencia de fenoftaleina como indicador. El resultado se expreso en

g I de 4cido acético.
111.3.4.8. Acido malico

El acido malico se determind mediante un método de analisis enzimatico,
(Boehringer-Mannheim). Consiste en una serie de reacciones sucesivas en las que se
libera o se oxida una cantidad de NADH proporcional a la concentracién del compuesto
estudiado, que se determina en base a su absorbancia a 340 nm medida en un

espectrofotémetro UV-Visible Lambda 10 (Perkin Elmer Inc.). Se expres6 en g I™.
111.3.4.9. Acido tartarico

El 4cido tartarico se determin0, tanto en mostos como en vinos, segun el método
colorimétrico de Rebelein (Lipka y Tanner, 1974). Este método se basa en la formacién
de un complejo estable entre el &cido tartarico (&cido fijo del vino méas abundante) y el
vanadato aménico de color amarillo-naranja, cuantificado a 530 nm por
espectrofotometria UV-Visible Lambda 10 (Perkin Elmer Inc.). Su resultado se expreso

en g I'"y su concentracion se calcula a partir de una recta de calibrado.
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111.3.4.10. Acido lactico

El &cido lactico se determindé mediante método enzimatico (Boehringer-
Mannheim) que, mediante reacciones sucesivas en las que se libera u oxida una cantidad
proporcional de NADH a la concentracion del &cido lactico, permitié determinar la
absorbancia a 340 nm medida en espectrofotometro UV-Visible Lambda 10 (Perkin

Elmer Inc.). El resultado se expres6 en g I'™.

111.3.4.11. Potasio

El potasio se determind directamente en el mosto o vino diluido (1:250)
mediante espectrofotometria de emision atomica a 766,7 nm de longitud de onda
(SpectrAA-140), empleando un mechero con llama de acetileno/aire. La concentracién
de potasio se calculd a partir de una recta de calibrado. Su concentracién se expresé en

mg I™.

b) PARAMETROS DE COLOR

111.3.4.12. Antocianos

Para la determinacion de los antocianos totales se utiliz6 el método de Ribéreau-
Gayon y Stonestreet (1965), en el que se realizé una extraccion con HCI al 1 % durante
30 minutos, y un calentamiento posterior hasta 60 °C. La decoloracién del extracto se
llevé a cabo con metabisulfito sddico. Posteriormente, se efectué una valoracion a 520
nm en cubetas de vidrio de 1 cm de paso éptico (espectrofotdmetro UV-Visible Lambda
10, Perkin Elmer Inc.). La concentracion de antocianos se expresa en mg g™ de uva para
la determinacién en mostos y en mg I™* para los vinos y se obtiene interpolando, en una
curva patron realizada por Ribéreau-Gayon y Stonestreet (1965), la diferencia de
absorbancias a 520 nm del mosto o vino diluido y acidificado, con el mismo mosto o
vino decolorado con bisulfito sédico.
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111.3.4.13. indice de polifenoles totales (1.P.T.)

El 1.P.T. se determind midiendo la absorbancia a 280 nm, segln el método de
Ribéreau-Gayon et al. (2003), en cubeta de cuarzo de 1 cm de recorrido 6ptico con una
dilucion 1:100 (espectrofotometro UV-Visible Lambda 10, Perkin Elmer Inc.).

111.3.4.14. Intensidad de color (1.C.)

En los mostos y vinos tintos, la I.C. viene dada por la suma de las absorbancias a
420 nm (color amarillo), 520 nm (color rojo) y 620 nm (color azul-morado),
determinadas en cubetas de vidrio de 1 cm de paso 6ptico en un espectrofotometro UV-
Visible Lambda 10 (Perkin Elmer Inc.).

111.3.4.15. Tonalidad

La tonalidad es la relacion obtenida entre la absorbancia a 420 nmy a 520 nm,
determinadas mediante espectrofotometro UV-Visible Lambda 10 (Perkin Elmer Inc.).
Es un parametro adimensional que valora el matiz del mosto o vino indicando la

evolucién de su color.

¢) COMPOSICION NITROGENADA

111.3.4.16. Aminoacidos en mostos y vinos

Los aminoacidos libres de los mostos y de los vinos se determinaron mediante
cromatografia liquida (H.P.L.C.) en fase reversa, siguiendo el método descrito por
Garde-Cerdan et al. (2014a). El equipo de cromatografia liquida (H.P.L.C.-Agilent
1100, Agilent Technologies, Palo Alto, CA, EE.UU.) disponia un detector de
fluorescencia (F.L.D.) y un detector de fotodiodos (D.A.D.). Para la determinacién, se
tomaron 5 ml de cada muestra centrifugandolas a 3220 g durante 10 minutos.
Posteriormente, se les afiadi6 100 pl de norvalina (estandar interno para cuantificar
todos los aminoécidos primarios) y 100 pl de sarcosina (estandar interno para
cuantificar los aminoécidos secundarios). La mezcla se filtr6 (0,45 um OlimPeak,

Teknokroma, Barcelona, Espafia) y se sometid a una derivatizacion precolumna con o-
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ftaldehido (OPA, Agilent Technologies) para los aminoacidos primarios y con 9-
fluorenmetilcloroformato (FMOC, Agilent Technologies) para los aminoéacidos
secundarios. El volumen inyectado de muestra fue de 10 pl. Para la separacion
cromatogréfica, se empled una columna Hypersil ODS de 250 x 4,0 mm, y 5 um de
tamafo de particula y precolumna Lichropsher 100 RP-18 (5 um), de 4 x 4 mm (Agilent
Technologies), que se mantuvo una temperatura constante de 40 °C.

Como fases moviles se utilizaron:

- Eluyente A: 75 nM de acetato de sodio, 0,018 % trietilamina (pH 6,9) y 0,3%
tetrahidrofurano.

- Eluyente B: agua, metanol y acetonitrilo (10:45:45, v/viv).

Todos los eluyentes fueron filtrados mediante filtros Millipore (Millipore
Corporation) de 0,45 um. El gradiente cromatografico empleado se muestra en la Tabla

I1.7.

Tabla 111.7. Gradiente utilizado para la separacién cromatografica de los aminoacidos.

Eluyente B
(%)

0-15 0-47,5 1,63
15-15,01 47,5 1,63-0,80
15,01-25 47,5- 60 0.80
25-25,01 60 0,80-1,63

25,01-26,01 60-100 1,63
26,01-26,51 100 1,63-2,50
26,51-34,01 100 2,50
34,01-36,01 100-0 1,63

La deteccion de los aminoacidos se realizd por fluorescencia, mediante el
detector F.L.D. a 4 excitacion = 340 nm, A emision = 450 nm para los aminoacidos
primarios, y A de excitacion = 266 nm, A emision = 305 nm para los aminoacidos
secundarios, y con el detector de D.A.D. con una A = 338 nm para los aminoacidos
primarios y A = 262 nm para los secundarios. La identificacion de los compuestos se

realiz6 comparando el tiempo de retencion con el de los estandares puros. Los
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compuestos de referencia puros y los estandares internos utilizados fueron de Sigma-
Aldrich (Sigma-Aldrich Co., Madrid, Espafia). El agua empleada en todo el proceso se

purificé con un equipo Milli-Q (Millipore Corporation).

En los mostos se determinaron 20 aminoacidos (Asp: acido aspartico, Glu: acido
glutamico, Asn: asparagina, Ser: serina, His: histidina, Gly: glicina, Thr: treonina, Cit:
citrulina, Arg: arginina, Ala: alanina, Tyr: tirosina, Val: valina, Met: metionina, Trp:
triptofano, Phe: fenilalanina, lle: isoleucina, Orn: ornitina, Leu: leucina, Lys: lisina y
Pro: prolina). También en los vinos se determinaron dichos amino&cidos, con la

excepcion de la Pro.

Las concentraciones de aminodcidos se expresaron en mg N kg™ de uvas enteras

para los mostos y en mg N I™* para los vinos.

111.3.4.17. Nitrégeno facilmente asimilable (N.F.A.) y amonio en el mosto

El nitr6geno metabolizado por las levaduras (N.F.A.), es una fraccion
nitrogenada constituida por el amonio y la suma de los aminoacidos libres, exceptuando
la prolina. Este pardmetro se determind enzimaticamente mediante un método basado en
la combinacién de la funcion aminica de los aminoacidos con aldehido férmico y
posterior dosificacion del carboxilo libre por acidimetria (Aerny, 1996). La
concentracion de amonio (NH,") se determiné restando a la concentracion de N.F.A. el
contenido de los amino&cidos primarios cuantificados mediante H.P.L.C. Los valores de
N.F.A. y NH," se expresaron como mg N kg™ de uva.

111.3.4.18. Aminas biégenas en el vino

Para la determinacion de las aminas bidgenas en el vino, se utilizé el método
descrito por Garde-Cerdan et al. (2014b). Las aminas biégenas reaccionan con el OPA,
de manera que su determinacion se llevé a cabo empleando el detector FLD a A
excitacion = 340 nm, A emisién = 450 nm y con el detector de DAD con una A= 338
nm, en las mismas condiciones cromatograficas empleadas para la cuantificacion de los
aminodcidos descritas en el Apartado 111.3.4.16. Las aminas biégenas estudiadas en los

vinos fueron histamina, metilamina, etilamina, tiramina, feniletilamina, putrescina,
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isoamilamina y cadaverina. Las concentraciones de las aminas bidgenas en los vinos se

expresaron en mg I,

[11.3.5. PARAMETROS QUE DETERMINAN EL DESARROLLO
VEGETATIVO Y EL VIGOR

111.3.5.1. Nimero de pulgares y sarmientos

Previamente a la realizacion de la poda de las cepas, se contd el nimero de

pulgares y de sarmientos de cada cepa.

111.3.5.2. Peso de madera de poda (P.M.P.)

Una vez podadas 10 cepas por repeticion, se recogié todo el material vegetal
podado, se at6 en forma de gavilla, pesandose en la propia parcela, empleando una
bascula portéatil (OCS-2, Token) (Figura 111.44). Esta operacion permiti6 calcular el peso
de la madera exportada en la poda (P.M.P.), dividiendo el peso total de la madera
obtenida de las cepas podadas por repeticidn, entre el nimero de cepas. Se expreso en

kg de madera cepa™.

Figura 111.44. Pesado en campo del material de poda.
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111.3.5.3. Peso medio del sarmiento

La relacion entre el P.M.P. y el nimero de sarmientos de cada cepa, permitio

determinar el peso medio del sarmiento, expresado en gramos.

111.3.5.4. Indice de Ravaz

El indice de Ravaz permite evaluar el equilibrio existente entre la produccion y
el desarrollo vegetativo de cada vifiedo. Para ello es preciso relacionar la produccion (kg
uva cepa™) y el P.M.P. (kg madera cepa™) obtenidos en cada repeticion.

111.3.6. ANALISIS ORGANOLEPTICO DE LOS VINOS

Cada afio, tras comprobar mediante una cata previa que los vinos elaborados no
presentaban defectos y, en su caso, desechar la muestra que se encontrara defectuosa,
los vinos procedentes de cada una de las tres repeticiones por tratamiento se mezclaron
en una Unica muestra, obteniéndose por tanto, tres vinos por afiada, uno por tratamiento.
Esos tres vinos se sometieron a un analisis organoléptico realizado por un panel de entre
7 y 10 catadores, constituido por personal experto perteneciente a la Seccion de
Viticultura y Enologia del Servicio de Investigacion Vitivinicola del Gobierno de La
Rioja y habituado a catar vinos de la D.O.Ca. Rioja, con los matices de la variedad

Tempranillo elaborado segin el método seguido en el ensayo.

Asi, las muestras, tras haber transcurrido alrededor de entre 4 y 6 meses desde su
elaboracion, fueron evaluadas en orden aleatorio y de forma comparativa mediante una
cata a ciegas, utilizando una modificacion de la ficha oficial de cata propuesta por el
Instituto Nacional de Denominaciones de Origen (I.N.D.O.) (Figura 111.45). En esta
ficha se puntlan las fases visual, olfativa y gustativa del vino, asi como su armonia o
equilibrio y el nivel de preferencia de los vinos por parte de los catadores, con

puntuaciones decrecientes al aumentar la preferencia.
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VISUAL 0 1 3 4 6 9
FASE Intensidad 0 2 6 8 12 18
OLFATIVA Calidad 0 2 6 8 12 18
FASE Intensidad 0 2 6 12 18
GUSTATIVA Calidad 0 3 9 12 18 27
ARMONIA 0 3 9 12 18 27

Figura 111.45. Ficha de cata utilizada para el analisis organoléptico de cada uno de los vinos.

Las copas utilizadas fueron catavinos con las caracteristicas indicadas en la
Norma UNE 87-022-92 (Copa para la degustacion de vino) (AENOR, 1997). Las catas
se realizaron en la sala dispuesta al efecto en el Servicio de Investigacion Vitivinicola
del Gobierno de La Rioja, que cumple con las condiciones de temperatura, iluminacién,
estado higrométrico, aislamiento acustico y ausencia de olores extrafios exigidas por la
Norma UNE 87-004-79 (Guia para la instalacion de una sala de cata) (AENOR, 1997).

I11.4. TRATAMIENTO ESTADISTICO

El tratamiento estadistico de los datos se realizd utilizando el programa
estadistico Statgraphic Plus version 4.0 para Windows (StatPoint Technologies Inc.,
Warrenton, VA, EE.UU.).

Los efectos de los tratamientos en las variables medidas en cada camparia fueron
valorados usando un modelo lineal univariante (ANOVA), comparando tratamientos
mediante el test de la minima diferencia significativa (LSD). Ademas, se determinaron
coeficientes de correlacion de Pearson, que permitieron evaluar las relaciones existentes
entre algunos parametros estudiados de las parcelas experimentales (tres tratamientos x

tres repeticiones x cuatro afnos).

El grado de significacién se expresa como: (*): p < 0,05; (**): p < 0,01. Con
letras distintas se indican los valores que, segin el test utilizado, son diferentes
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significativamente entre tratamientos y, en el caso de no haber diferencias significativas

no se pusieron letras.
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V. RESULTADOS

Y DISCUSION







IV.1. CARACTERISTICAS DEL SUELO DE LA PARCELA

La parcela objeto de estudio (coordenadas U.T.M., X: 522.580; Y: 4.699.016) se
encuentra situada en una terraza de nivel | del rio Najerilla, en la parte occidental de la
cuenca del rio Ebro a su paso por La Rioja. La pendiente de la parcela es apenas
perceptible, un 0,2 % con orientacién oeste cayendo hacia la Ilanura de inundacién del
Najerilla y, no muestra signos visibles de erosion. Presenta capa freética accesible, a una
profundidad media de 200 cm, con escorrentia lenta y moderadamente bien drenada y
permeable. Tanto la litologia del material originario como la del subyacente, son cantos
y gravas en matriz arenosa del periodo Cuaternario. La profundidad efectiva media de la
parcela es de 68 cm y el espesor de la seccion control de aproximadamente 75 cm.

IV.1.1. DESCRIPCION DEL PERFIL DEL SUELO Y CLASIFICACION

A partir del estudio de las calicatas (Figura 1V.1) realizadas el 7 de julio de 2009
en la calle central de cada uno de los tratamientos, se describieron tres horizontes (Ap,
Bw y C) en el perfil del suelo. De acuerdo a los datos analiticos obtenidos en el
laboratorio (Apartado 1V.1.2), y segln las bases clasificatorias del Departamento de
Agricultura de los Estados Unidos (U.S.D.A.) (Soil Survey Staff, 2010), el horizonte Ap
se corresponde con un horizonte de diagnéstico Ocrico y el horizonte Bw con un
horizonte de diagndstico Cambico. Siguiendo las bases de la clasificacion taxondémica
propuesta por el U.S.D.A., el suelo de la parcela se clasific6 como perteneciente al
grupo Xerorthent oxidcuico, con clase textural esquelético franca, clase mineraldgica

mezclada, clase reactiva no acida y con régimen de temperatura mésico.
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Xerorthent oxiacuico

Figura 1V.1. Perfil edafico representativo de la parcela de estudio con los

horizontes descritos (Ap, Bw y C) y sus espesores.

IV.1.2. CARACTERISTICAS FISICAS Y QUIMICAS DEL PERFIL DEL
SUELO

La descripcion y analisis de las 9 calicatas mostré que el suelo era homogéneo
en toda la parcela en el que se describieron tres horizontes (Ap, Bw y C). En la Tabla
IV.1, se muestran las caracteristicas fisicas y quimicas del perfil edafico de la repeticion
CB 1, representativo del suelo de la parcela.

La génesis del suelo es la tipica de la zona, con el horizonte A muy antropizado
por el uso continuado como tierra de cultivo. Todos los horizontes son basicos, pH de
8,5, clasificados como “ligeramente alcalinos” (pH: 8,4-9) por Porta y Lépez-Acevedo
(2005) y presentaron conductividades eléctricas (C.E.1s) bajas (< 0,35 dS m™) propias
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de suelos considerados no salinos (Fuentes Yagle, 1999). Se apreci6 bajo contenido en
materia organica (< 1 %), incluso en el horizonte superficial (Ap), por lo que, segun la
bibliografia es un suelo “muy pobre” en materia organica (Anexo Il, Tabla 1). Este bajo
contenido en materia organica, junto con la alta proporcién de limo que presento
respecto a las otras fracciones texturales en los dos horizontes mas superficiales, hace
que sea un suelo altamente susceptible a la erosion (Peregrina et al., 2010b).

La capacidad de intercambio cationico (C.I.C.) indica la cantidad de cationes
que puede adsorber el complejo de cambio, el cual estd esencialmente constituido por
arcillas y materia organica humificada, present6 segun la referencia de Gagnard et al.
(1988) (Anexo I, Tabla 2), valores “normales” para los horizontes Ap y Bw y “muy
débil” para el horizonte profundo (Tabla IV.1). Valores de C.I.C. menores de 6 cmol ()
kg™, indican suelos poco fértiles. Por su parte, una C.I.C. elevada favoreceria la
fertilidad del suelo, aunque requeriria que el contenido de cationes asimilables presentes
en el suelo fuera alto ya que, si es demasiado bajo, los cationes quedarian retenidos
mayoritariamente en el complejo de cambio y, por tanto, su disponibilidad para el

cultivo no seria inmediata.

En los tres horizontes estudiados, los carbonatos (Tabla IV.1) se encontraron en
valores descritos en la bibliografia como “muy bajos” (< 5 %, Anexo Il, Tabla 3). La

caliza activa también fue “baja” (< 6 %, Anexo Il, Tabla 3) en todos los horizontes.

El color Munsell (determinado en seco en el horizonte superficial) indicé que el
suelo presentaba un matiz con color dominante amarillo-rojizo con la méxima tonalidad
(10, en una escala comprendida entre 0 y 10), claridad o brillo (valor) y pureza o
saturacion de color (croma) medias (brillo 5 sobre 8 y pureza 4 sobre 8) (Anexo I,
Figura 2; Munsell Soil Color Charts, 1998). Asi, la descripcion del color del suelo para
el horizonte superficial, parametro relacionado con la proporcion de compuestos

organicos y minerales que presenta el suelo, fue 10YR 5/4 (pardo amarillento).
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Tabla IV.1. Caracteristicas edaficas de la parcela estudiada.

CARACTERISTICAS EDAFICAS DE LA PARCELA EXPERIMENTAL

Horizonte genético Ap Bw C

Profundidad (cm) 0-15 15-53 53-100
pH (H,0, 1:5) 8,5 8,5 8,5
CE21:5(dSm™) 0,11 0,11 0,09
C.1.C.° (cmol () kg™ 11,1 10,1 31
Materia organica (%o) 0,94 0,98 0,22
Carbonatos (%) 4,2 2,0 0,5
Caliza activa (%) 1,6 0,7 0,4

10YR 5/4

Color Munsell (seco) Pardo amarillento

Textura U.S.D.A., distribucién del tamafio de particula (%0)

Arena (2000-50 pm) 38,3 358 86,3
Limo (50-2 pm) 432 44,6 8,3
Arcilla (<2 pm) 18,5 19,6

Porcentaje de elementos gruesos en volumen (%)

Elementos gruesos (gravas y cantos) <15 15-40 60-80

Elementos intercambiables determinados en la tierra fina (diametro < 2 mm)

Ca** (cmol () kg %) 11,7 11,9 5,3
Mg®* (cmol ¢ kg ™) 0,8 0,9 0,4
K* (cmol ¢y kg ™) 0,4 0,4 0,1
Na* (cmol ) kg ™) 0,1 0,1 0,1

Elementos Mehlich 111 en la tierra fina (diametro < 2 mm)

Na (ppm) 15,0 16,0 15,0

P (ppm) 62,7 78,7 19,5

K (ppm) 146,0 147,0 42,0

Fe (ppm) 116,7 116,6 106,6
Mn (ppm) 205,4 232,8 67,3
Sulfatos (ppm) 39,0 40,0 21,0

& C.E.: conductividad eléctrica, ° C.1.C.: capacidad de intercambio catidnico, ° U.S.D.A.: Departamento de Agricultura
de los EE.UU.
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El porcentaje de arena, arcilla y limo existente en la composicién de cada
horizonte (Tabla 1V.1) permitid, mediante el tridngulo textural de tamafio de particulas
segln la escala U.S.D.A. (Figura 1V.2), determinar el tipo granulométrico o clase de
textura del suelo. Asi, los horizontes Ap y Bw presentaron clase textural “franca” y el
horizonte C *“arenosa-franca”. De acuerdo a ello, los suelos de la parte superficial del
perfil (ligeros), presentaran capacidad de retencion de agua media-alta (no retienen tanta
agua como lo hacen los suelos arcillosos, por lo que la cantidad de agua disponible para
las plantas serda buena), son aireados y permeables, pero facilmente apelmazables
cuando se destruye su estructura, lo que dificulta la circulacion del aire y del agua. Por
su parte, los horizontes arenosos, como el horizonte C, suelen presentar fertilidad
natural, capacidad de retencion de agua y microporosidad bajas, aunque son mas
sencillos de trabajar y no presentan problemas de aireacion (Navarro Garcia y Navarro
Garcia, 2013).
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Figura IV.2. Diagrama triangular para la determinacion de la clase textural de los horizontes Ap, Bwy C

del suelo seguin escala de texturas del U.S.D.A.
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Los valores de Ca?* intercambiable alcanzaron nivel “normal” (10-14 cmol ) kg -
1) en los dos horizontes superficiales, y “bajo” (3,5-10 cmol , kg ) para el horizonte C
(Tabla 1V.1; Anexo IlI, Tabla 4), lo cual podria implicar suelos con valores
potencialmente altos de A" y Mn®*, ya que los niveles de Mn Mehlich 111 lo eran (>
200 ppm) para los dos horizontes superficiales, y “normales” (20-200 ppm) en
profundidad (Tabla 1V.1). Un exceso de Ca* podria inducir carencias de P y Mg. El
Mg?* intercambiable present6 valores “bajos” (0,6-1,50 cmol (, kg ™) en los horizontes
Ap y Bw y “muy bajos” (< 0,5 cmol ¢ kg ) en el C (Tabla IV.1; Anexo Il, Tabla 3),
como se aprecié al calcular la relacion entre Ca?* y Mg?*. Esta relacion Ca**/Mg?*, cuyo
valor éptimo se suele referenciar como 5, en nuestro estudio present6 valores de 15,2,
13,8y 14,7 para cada horizonte del perfil (Ap, Bw y C), respectivamente, indicando que
la adsorcion del Mg** estaba influenciada por el exceso de Ca* (al ser valores superiores
a 10) y, por tanto, indico la posible existencia de una carencia inducida de Mg* en el
suelo. También la relacion K*/Mg*, cuyo rango Optimo se considera entre 0,2 y 0,3,
apuntaba riesgo de carencia inducida de Mg®* en el horizonte superficial (esta relacion
en el horizonte Ap fue de 0,52, cuando el limite para determinar la existencia del déficit
esta descrito como 0,5), estando algo mas compensado en el horizonte Bw (K*/Mg** =
0,46) y en el C (K*/Mg* = 0,28). Si esta ratio fuera menor de 0,1 podria dar lugar a una
carencia inducida de K* (Fuentes-Yague, 1999). Por su parte, los valores de K*
intercambiable, fueron “normales” en los dos horizontes superficiales del suelo y “muy
bajos” en el profundo (Tabla IV.1; Anexo Il, Tabla 4). Asi, basandose en la importancia
de la proporcion de los cationes en el complejo de cambio, la comunidad cientifica ha
establecido un consenso sobre las proporciones deseables de K*, Mg** y Ca?* presentes
en el complejo de cambio (Anexo Il, Tabla 5), encontrando sentido a la idoneidad del
porcentaje global de Ca** + Mg®*. El valor obtenido de la suma de estos dos cationes,
muestra la saturacion del complejo de cambio, la cual permite al suelo alcanzar una
buena estructura y, al mismo tiempo, generar un pH que favorezca la solubilidad de la
mayor parte de los nutrientes (Fuentes-Yagle, 1999). Las proporciones encontradas en
nuestro suelo mostraron valores “correctos” de % de K* sobre la C.1.C. en todos los
horizontes, y de Mg* sobre la C.1.C. en el horizonte subsuperficial, asi como “bajos” en
el superficial y “altos” en el profundo (Tabla IV.2; Anexo I, Tabla 5). Sin embargo, el
método utilizado para la determinacion del Ca** sobrestima su proporcion sobre la
C.1.C., dando valores mayores a 100 por lo que estos resultados no se han discutido.
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Tabla IV.2. Proporciones de K* y Mg?" en funcién de la C.1.C. obtenidos en el perfil del suelo.

Horizontes k*/c.1.c. Mg*/C.I.C.
genéticos

(%)
Ap
Bw
C

En cuanto al Na® intercambiable, los valores pueden considerarse “muy bajos”
(Anexo I, Tabla 4), a pesar de que el Na Mehlich present6 valores “normales” (0-15

ppm). Un exceso de Na* en el suelo podria suponer deficiencias de Ca** y Mg?.

Tanto los valores de P como los de Fe Mehlich eran “altos” (> 60 y > 100 ppm,
respectivamente), exceptuando el horizonte C que presento nivel de P considerado como
“bajo” (0-30 ppm). Por su parte, en los dos horizontes superficiales, el K Mehlich se
encontrd dentro del rango definido como “normal” (100-200 ppm) y “bajo” (0-100
ppm) en el horizonte profundo (Gonzélez-Martinez, 1990). Los niveles de sulfatos de la
parcela (Tabla IV.1) se encontraban muy por debajo de las 1.500 ppm, que

generalmente marcan el limite para que exista yeso precipitado en el suelo.

IV.2. EVOLUCION DE LA HUMEDAD DEL SUELO

Las Figuras 1V.3, IV.4 y IV.5 muestran la evolucién del contenido de humedad
del suelo a tres profundidades distintas (30, 60 y 100 cm, respectivamente), registrada
por los sensores tipo T.D.T. (Transmisometria de Dominio de Tiempo) instalados en
cada una de las repeticiones de los tres tratamientos estudiados. Durante el tiempo que
dur6 el ensayo, los sensores fueron registrando continuamente datos, con una cadencia
de 30 minutos entre una medicion y la siguiente. Sin embargo, para facilitar la
visibilidad de la evolucién de la humedad en el suelo a lo largo de todo el periodo de
tiempo de estudio, en los graficos se muestran las medias de todas las mediciones
registradas a lo largo del dia, es decir, se han representado, por cada profundidad, las
medias diarias de humedad registradas en el suelo de cada tratamiento desde el 24 de
julio de 2009 hasta el 15 de abril de 2013.
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En general, se apreci6 mayor humedad en el suelo en la capa superficial (30 cm)
(Figura 1V.3) que a mayor profundidad (60 y 100 cm; Figuras V.4 y IV.5,
respectivamente), siendo ademas la capa superficial la mas afectada por las
fluctuaciones provocadas por las lluvias, y por el riego realizado por el viticultor en el
verano del afio 2012. Asi, una vez estabilizados los sensores en el suelo, permitieron
observar que los valores de humedad registrados en superficie en cada campafa
variaron en un rango de entre el 15,5 % (meses de agosto a octubre) y el 27 % de
volumen de agua presente en el suelo (meses de enero a marzo), con valores
intermedios entre abril y julio (Figura 1V.3). El valor de humedad méaximo registrado
entre enero y marzo representaria el porcentaje de humedad del suelo a capacidad de

campo.

En cuanto al efecto provocado por los tratamientos en la humedad del suelo, s6lo
se encontraron diferencias significativas en momentos determinados del ciclo de la vid,
principalmente en aquellas fases en las que las necesidades hidricas por parte de las
cubiertas y de las cepas eran mayores que la disponibilidad de agua que era capaz de
proporcionar el suelo. En las condiciones de clima mediterrdneo como la nuestra, estas
situaciones se dan principalmente durante el verano. Sin embargo, por facilitar la
comprension y claridad de las gréficas, los periodos concretos en los que se encontraron
diferencias significativas de humedad del suelo entre tratamientos, se mencionaran
especificamente sélo en el texto de la memoria. Por otra parte, al igual que lo observado
por otros autores en estudios con cubiertas vegetales, durante el periodo de reposo

vegetativo de la vid, las condiciones de humedad del suelo tendieron a igualarse.

IV.2.1. EVOLUCION DE LA HUMEDAD EN LA CAPA SUPERFICIAL DEL
SUELO

A lo largo de los cuatro afios de estudio y a nivel de la capa de suelo mas
superficial, muestreada con los sensores colocados a 30 cm de profundidad, hubo
periodos en los que los tratamientos de cubiertas provocaron diferencias significativas
de humedad en el suelo respecto del laboreo (Figura 1V.3). En relacion al efecto
provocado por la cubierta de cebada frente al tratamiento L, en el afio 2009 se observo
una reduccion significativa con el tratamiento CB de entre un 2,14 % y un 5,34 % de
humedad en el periodo comprendido entre el 19/9/2009 y el 2/10/2009. También se
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encontr6 mayor humedad en el tratamiento L respecto al de cebada en el periodo
comprendido entre el 20/10/2009 y el 7/11/2009 (rango de diferencia de entre un 2,34 %
y un 7,26 % de humedad). Asimismo, en el afio 2010, el tratamiento CB presento
significativamente menor humedad que el tratamiento L entre el 28/4/2010 y el
21/6/2010. Ademas, se encontraron diferencias entre ambos tratamientos en el periodo
comprendido entre el 20/7/2010 y el 3/9/2010 (con un rango de entre un 1,09 y un 1,57
% de humedad mayor en el tratamiento L). Durante las campafas 2011 y 2012, las
diferencias de humedad provocadas como consecuencia de la implantacion del
tratamiento CB respecto del L no fueron significativas, salvo excepciones puntuales
como el 11/10/2012, en el que el suelo con la cubierta mostré un 3,58 % menos de

humedad que el del suelo tratamiento L (Figura IV.3).

En relacion al efecto del tratamiento TR, éste disminuy6 la humedad del suelo
respecto al tratamiento L de forma significativa en el periodo comprendido entre el
19/9/2009 y el 28/9/2009 (con un rango de diferencia de humedad de entre un 2,14 % y
un 5,34 %), y entre el 22/10/2009 y el 1/11/2009 (rango de diferencia de humedad de
entre un 3,70 % y un 6,20 %) (Figura 1V.3). También en el afio 2010, el tratamiento TR
disminuyd significativamente la humedad respecto al tratamiento L en dos periodos
distintos: desde el 18/3/2010 al 10/7/2010 (rango de diferencia de humedad de entre un
0,96 y un 9,06 %) y desde el 20/7/2010 al 3/9/2010 (rango entre 0,92 % y 2,08 %
humedad). Las diferencias apreciadas entre ambos tratamientos, TR versus L, no fueron
significativas a lo largo de toda la campafia 2011. La menor competencia por el agua de
la cubierta de trébol apreciada en esta campafia respecto a los otras campafias, podria ser
debida a que en 2011 dicha leguminosa se resembro de forma tardia (10/3/2011), por lo
que su desarrollo vegetativo maximo, y por tanto su capacidad de consumo de agua, fue
menor que en las dos campafias anteriores (Figura 1V.3). En el afio 2012, el tratamiento
TR redujo significativamente la humedad del suelo respecto del tratamiento L desde el
4/6/2012 al 17/6/2012, con un rango de diferencia de humedad entre ambos tratamientos
de entre un 3 % y un 3,70 %.
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Figura 1V.3. Evolucion de la humedad del suelo (%) en los tres tratamientos estudiados a 30 cm de profundidad, a lo largo del periodo de

ensayo. Las barras grises verticales indican la menor diferencia significativa entre los tres tratamientos (p < 0,05 con el test LSD).
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En relacién al efecto provocado, en los suelos de ambas cubiertas de estudio, en
la camparia 2009 no se apreciaron diferencias significativas de humedad (Figura 1V.3).
En el afio 2010, durante los periodos comprendidos entre el 18/3/2010 y el 10/7/2010 y
desde el 20/7/2010 al 22/7/2010, el tratamiento TR redujo significativamente la
humedad respecto del tratamiento CB (entre un 1,09 % y un 7,20 % en el primer
periodo, y entre un 0,71 % y un 0,78 % de diferencia de humedad en el segundo
periodo). Durante la campafia 2011, Gnicamente tres dias de abril (del 21 al 23)
presentaron una reduccion significativa de la humedad bajo el tratamiento TR respecto
del tratamiento CB. En el afio 2012, la diferencia de humedad del suelo entre las dos
cubiertas fue significativa entre el 5/2/2012 y el 20/2/2012, siendo en este periodo (en el
que ambas cubiertas estaban brotando) entre un 2,41 % y un 3,36 % mayor la humedad

en el suelo del tratamiento TR que en el del tratamiento CB.

Por otra parte, ademas de los periodos de tiempo en los que los tratamientos
provocaron cambios en la humedad del suelo, en la Figura 1V.3 se observa como la
recarga de agua por efecto de las lluvias se produjo de forma acompasada en los tres
tratamientos del ensayo. Se observa que tras las recargas de agua de lluvia (o de riego
en el caso de agosto del 2012), éstas permitieron que la superficie del suelo alcanzase la
capacidad de campo (inicio de noviembre 2009, final de noviembre afios 2010 y 2011 y
principio de octubre en el 2012). Los suelos de los tres tratamientos reaccionaron con la
misma tasa de incremento de humedad, alcanzando la humedad a capacidad de campo

practicamente en las mismas fechas.

Asimismo, los resultados mostraron que el proceso de secado del suelo se
produjo con mayor velocidad bajo los tratamientos de cubiertas vegetales que con el
tratamiento L. Este efecto seria atribuible al consumo de agua por parte de las cubiertas
vegetales, que incrementaron la evapotranspiracién respecto al laboreo. Si bien es cierto
que, tal y como observaron Celette et al. (2008), en periodos de bajo consumo de agua
por parte de las cubiertas vegetales, su transpiracion se ve compensada por una mejor
infiltracion del agua en el suelo. Monteiro y Lopes (2007), Celette et al. (2008), Sweet y
Schreiner (2010) y Ruiz-Colmenero et al. (2011) también observaron en sus ensayos
con cubiertas vegetales mayor humedad con el laboreo, ya que no sélo no hay efecto de
la transpiracién por parte de las cubiertas vegetales, sino porque ademas, con el laboreo,

en primera instancia, se aumenta la porosidad del suelo.
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La mayor competencia hidrica ejercida por las cubiertas vegetales se observé en
la época en la que se estaba secando el suelo, correspondiente a los meses de junio y
julio (floracién y desarrollo vegetativo de la vid), siendo mayor el efecto observado con
la cubierta de trébol sobre el suelo que con la cebada. Hacia el final del verano, la
humedad se fue igualando entre los tratamientos (Figura 1V.3). Resultados similares
encontraron Celette et al. (2005) en una parcela con cv. Sauvignon blanc en el sureste
de Francia, donde alcanzaron en junio el punto de marchitez permanente en el suelo, a
partir del cual no encontraron diferencias significativas entre la humedad del suelo en el
tratamiento de gramineas y en el del control quimico de las hierbas en su ensayo. Por su
parte, nuestros resultados coincidieron con los observados por Ruiz-Colmenero et al.
(2011) durante la fase de crecimiento y de maduracion, en la profundidad mayor de su
ensayo (10-35 cm) en el que estudiaron tres tratamientos con cubiertas vegetales
distintas; una graminea (Brachypodium distachyon L.), una cebada (Hordeum vulgare
L.) y centeno (Secale cereale L.) frente al laboreo. Sin embargo, con el tratamiento de
cubierta espontanea, la menor humedad respecto al laboreo la observaron incluso en la
capa superficial (0-10 y 10-35 cm) a lo largo de todo el ciclo de la vid, tanto durante el
periodo vegetativo como durante el de reposo.

IV.2.2. EVOLUCION DE LA HUMEDAD EN LA CAPA INTERMEDIA DEL
SUELO

En relacion al efecto de la cubierta de cebada respecto a la humedad del suelo
del tratamiento L a 60 cm de profundidad (Figura 1V.4), en la campafia 2009
Unicamente se observaron diferencias significativas en periodos en los que la cubierta
vegetal ya estaba agostada (entre el 3/11/2009 y el 10/11/2009, el 4/12/2009 vy el
7/12/2009 y el 20/12/2009 y el 22/12/2009), con rangos de diferencia de humedad de
entre el 2,04 % y el 9,35 %, mayor en el suelo del laboreo que en el de la cubierta. Este
hecho pudo ser debido a una mayor retencion de humedad como consecuencia de la
presencia de materia organica en la parte superficial del suelo, pudiendo quedar retenida
el agua respecto a un suelo desnudo. En la camparia 2010, las diferencias significativas
observadas a 60 cm de profundidad entre estos tratamientos, se dieron en dias puntuales,
como el 4/5/2010 y el 16/7/2010. En el afio 2011, hubo dos periodos en los que la
humedad del suelo con el tratamiento CB fue menor que con el L: cuatro dias en junio
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(del 13 al 16) y del 4 al 14 de noviembre, periodo en el que la cebada ya no competia en
el suelo. Al igual que en la campafa 2011, en 2012 las diferencias significativas entre
ambos tratamientos se dieron al final del ciclo de la cubierta (del 2/6/2012 al
13/6/2012), con un rango de entre un 2,29 % y un 2,91 % mas de humedad registrado en
el suelo del laboreo que en el de la cebada.

Respecto a las diferencias significativas de humedad obtenidas a 60 cm de
profundidad entre el tratamiento L y el tratamiento TR, en el afio 2009 coincidieron con
el periodo del 3/11/2009 al 10/11/2009 comentado para el caso del laboreo y la cebada,
e incluso el rango de mayor humedad presente en el suelo del tratamiento L frente al del
TR, vari6 entre valores muy similares (4,69 % y 5,89%) a los observados entre los
tratamientos L y CB (Figura 1V.4). En el afio 2010, las diferencias de humedad
mostradas en el suelo a 60 cm con el tratamiento TR frente al L, fueron significativas
durante buena parte del ciclo (del 7/3/2010 al 9/11/2010), probablemente inducidas por
el gran desarrollo experimentado por el trébol en esa campafia, como se observé en la
cantidad de biomasa obtenida en los muestreos realizados en campo (Tabla 1V.7). Las
diferencias de humedad fueron incluso mayores del 11 % a final de mayo-principio de
junio, momento de maxima demanda hidrica por parte de la leguminosa. En la campafa
2011, a pesar de la resiembra tardia del trébol, al igual que en el afio anterior, se
observaron diferencias significativas en mayo (del 15 al 20), asi como a partir de junio
(del 11/6/2011 al 30/9/2011), con valores de entre un 3,30 % y un 4,24 % de humedad
mas en el suelo del tratamiento L que en el del TR. Como ocurrié con la cebada, en el
periodo del 4 al 14 de noviembre se detectaron valores de humedad mayores con el
laboreo que con el trébol. Asimismo, entre el 20/11/2011 y el 2/12/2011 las diferencias
de humedad entre ambos tratamientos fueron significativas. En 2012, fueron varios los
periodos en los que la diferencia de humedad en el suelo entre el tratamiento TR y el L
fue significativa. Asi, se encontraron diferencias entre el 11/3/2012 y el 20/4/2012 y
entre el 30/5/2012 y el 27/7/2012, periodos en los que la competencia ejercida por el
crecimiento de la cubierta redujo entre un 2,49 % y un 4,26 % la humedad en el suelo en
este tratamiento respecto al L.
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Figura 1V.4. Evolucion de la humedad del suelo (%) en los tres tratamientos estudiados a 60 cm de profundidad, a lo largo del periodo de

ensayo. Las barras grises verticales indican la menor diferencia significativa entre los tres tratamientos (p < 0,05 con el test LSD).
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Ademas, en la campafia 2012, se obsevaron diferencias de humedad en
momentos puntuales, fuera del ciclo natural de influencia directa de la cubierta vegetal
(18 y 19 de septiembre; 12 'y 13y 25y 26 de octubre; del 3 al 9 de noviembre y del 6 al
15 de diciembre), con reducciones de humedad en el tratamiento TR respecto al laboreo
en torno al 3,38-4,40 %.

En lo relativo a las diferencias significativas encontradas con el tratamiento CB
frente al tratamiento TR, en relacion a la humedad registrada en el suelo a 60 cm de
profundidad, en 2009 la mayoria estuvieron ligadas a periodos en los que el trébol
presenté mayor desarrollo vegetativo (Tabla IV.7). Asi, en el afio 2009, en el que las
cubiertas rebrotaron en postvendimia, la diferencia de humedad registrada en el suelo,
entre el 8 y 10 de noviembre, fue entre un 2,2 % y un 6,3 % menor con el trébol que con
la cebada. Este fue un periodo en el que ambos tratamientos presentaron diferencias con
el laboreo. En la campafa 2010, la diferencia de humedad entre los dos tratamientos de
cubiertas, coincidi6 con el periodo de diferencia de humedad registrado entre el laboreo
y el trébol, del 7/3/2010 al 5/10/2010, que, por otro lado, también coincidié con el
periodo de diferencias significativas registrado a 30 cm de profundidad entre ambas
cubiertas y entre el laboreo y el trébol. Esta circunstancia se debid, como se comentara
mas adelante en esta memoria (Tabla IV.7), a que en el afio 2010 el trébol present6 gran
desarrollo a lo largo de todo el ciclo, ejerciendo por tanto, mayor competencia por el
agua del suelo. En el afio 2011, las diferencias significativas entre ambas cubiertas se
dieron del 27/6/2011 al 12/7/2011, periodo en el que la cebada ya estaba comenzando a
agostarse y, sin embargo, el trébol, al haber sido resembrado en primavera, ain estaba
en pleno periodo de crecimiento, de ahi que su consumo de agua fuera mayor (se
encontraba entre un 2,66 % y un 3,25 % mas seco el suelo bajo el tratamiento TR que
bajo el tratamiento CB). Respecto a lo ocurrido en la campafia 2012, las diferencias
significativas se dieron entre mediados de junio y julio (del 19/6/2012 al 17/7/2012),
periodo en el que la cebada ya se habia agostado y el trébol también habia presentado
diferencias en la humedad del suelo respecto al laboreo.

Durante el periodo de estudio, la mayor competencia hidrica realizada por las
cubiertas vegetales frente al laboreo se aprecié a la profundidad de 60 cm. A dicha
profundidad, la tendencia general observada fue que la cubierta de trébol presentara
suelos ligeramente mas secos, seguidos por los suelos con la cubierta de cebada que, por
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otro lado, en determinados momentos, generalmente coincidentes con periodos en los
que la cubierta estaba agostada, no se diferenci6 de la humedad registrada en el suelo
del laboreo. La cubierta de trébol se mantuvo vegetativamente activa durante periodos
de tiempo ligeramente mas largos que la de cebada que, por lo general, se agostd mas
temprano (mayo-junio), lo que podria explicar la mayor competencia hidrica observada,
especialmente en las graficas de 30 y 60 cm, con el tratamiento de trébol respecto a los
otros tratamientos. También pudo influir en esa mayor capacidad de absorcion de agua
del suelo la distinta configuracién y distribucion radicular en el suelo de las cubiertas.
Asi, Celette et al. (2008) observaron que las raices de las gramineas de su estudio
alcanzaban el méaximo de densidad a 15 cm de profundidad y, a partir de esa
profundidad, iban progresivamente disminuyendo hasta los 95 cm en los que
practicamente ya no encontraron ninguna raiz. Coincidiendo con ellos, Ruiz-Colmenero
et al. (2011) observaron que las raices de distintas especies de cubiertas en las calles de
sus vifiedos al sureste de Madrid crecian hasta una profundidad de entre 12 y 20 cm. En
nuestro ensayo, aunque no se hizo un estudio especifico de la profundidad ni del
volumen explorado por las raices de las cubiertas en el suelo, por los resultados de
humedad obtenidos con los sensores se podria considerar que la mayoria de las raices
alcanzaron una profundidad suficiente como para que a los 60 cm se observaran las
mayores diferencias significativas de secado del suelo de las cubiertas vegetales con
respecto al tratamiento testigo. Incluso en momentos muy puntuales, en periodos de
reposo vegetativo de la vid y estando ya agostadas las cubiertas vegetales, se observaron
algunas diferencias de humedad entre tratamientos, aunque practicamente

insignificantes, a 100 cm de profundidad (Apartado 1V.2.3).

IV.2.3. EVOLUCION DE LA HUMEDAD EN LA CAPA DE MAYOR
PROFUNDIDAD DEL SUELO

A la profundidad de 100 cm fueron pocos los periodos en los que se apreciaron
diferencias significativas entre la humedad del suelo de los tratamientos (Figura IV.5).
Asi, en el afio 2009, la cebada presentd diferencias de humedad, respecto al laboreo,
Unicamente entre el 9 y el 24 de noviembre y el dia 23/12/2009. En el afio 2010, las
diferencias se dieron después de producirse el agostamiento de la cubierta (entre el
20/7/2010 y el 10/8/2010) con diferencias en un rango de entre un 4,85 % y un 11,0 %
de humedad a lo largo de este periodo. También el 24 y 25 de diciembre se registraron
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diferencias significativas entre estos dos tratamientos. Sin embargo, ni en la campafa
2011 ni en la 2012 la humedad registrada a 100 cm de profundidad mostré diferencias

significativas entre los tratamientos L y CB.

En lo referente al efecto observado con el tratamiento TR frente al L,
Unicamente se apreciaron diferencias significativas de humedad a 100 cm de
profundidad en el afio 2010; en el periodo comprendido entre el 20/7/2010 y el
5/9/2010, siendo entre un 0,92 % y un 2,24 % mayor la humedad en el laboreo (Figura
IV.5). Al igual que en la campafia 2009, en la 2011 no se apreciaron diferencias
significativas en la humedad entre los suelos de los tratamientos TR y L a esta
profundidad. Por su parte, en el afio 2012, las diferencias entre ambos tratamientos
fueron significativas Gnicamente en dias concretos, durante el otofio, periodo en el que

las necesidades hidricas de la vid son bajas.

La diferencia de humedad observada en el suelo entre los tratamientos de ambas
cubiertas a esta profundidad, coincidi6 en el 2009 con el periodo en el que se
observaron también entre la cebada y el laboreo (del 9/11/2009 al 18/11/2009), siendo
entre un 3,69 % y un 10 % menor la humedad registrada con el tratamiento CB que con
el TR. Sin embargo, en el afio 2010, los periodos en los que las diferencias fueron
significativas coincidieron con lo observado entre los tratamientos TR y L (del
20/7/2010 al 5/9/2010), puesto que, probablemente, influyd el mayor desarrollo
vegetativo que presentd el trébol durante ese afio (Tabla IV.15). Asimismo, entre el 24 y
el 31 de diciembre se apreciaron diferencias de humedad a 100 cm de profundidad entre
ambas cubiertas vegetales, asi como se observd también entre el tratamiento CB y el L.
En el afo 2011 no se aprecidé ninguna diferencia significativa entre la humedad
registrada a 100 cm en los suelos con ambas cubiertas vegetales. Al igual que lo
observado en el caso de los tratamientos L y TR, en el afio 2012, las diferencias
significativas de humedad entre los suelos de las dos cubiertas vegetales, se dieron

Unicamente en dias muy puntuales del ciclo.
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Figura 1V.5. Evolucidn de la humedad del suelo (%) en los tres tratamientos estudiados a 100 cm de profundidad, a lo largo del periodo de

ensayo. Las barras grises verticales indican la menor diferencia significativa entre los tres tratamientos (p < 0,05 con el test LSD).
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En el estudio realizado por Tesic et al. (2007) en dos parcelas distintas en
Australia, también observaron que las diferencias mostradas entre tratamientos en la
capa de suelo mas profunda (100 cm) eran menores, pero con mayor variabilidad, que
las diferencias observadas en las capas mas superficiales. En nuestro estudio, los
sensores colocados a 100 cm de profundidad permitieron apreciar que, a esa
profundidad, las fluctuaciones de humedad del suelo siguieron la misma tendencia que
lo observado en la capa superficial, aunque en rangos menores, es decir, que un
porcentaje del agua de lluvia era capaz de infiltrarse hasta esa profundidad donde se
encontraba disponible para las raices de la vid. El uso de las cubiertas vegetales
favorecid esas mayores infiltraciones, ademas de reducir la escorrentia, como
observaron en sus estudios Moret et al. (2006), Celette et al. (2008) y Ruiz-Colmenero
et al. (2011), siendo destacable este efecto, frente al laboreo, especialmente durante la
fase del periodo de reposo vegetativo de la vid.

En la Tabla IV.3 se muestran los voliumenes de agua que, de manera tedrica,
seria preciso aportar al suelo a lo largo de cada campafia, mediante riegos
suplementarios, con el objetivo de compensar las diferencias de humedad surgidas
como consecuencia de la competencia hidrica realizada en el suelo por las dos cubiertas

vegetales estudiadas respecto al tratamiento L.

153



Tabla 1V.3. Estimacion de las diferencias promedio del contenido de agua (I m?) del suelo obtenidas
entre los tratamientos en cada una de las profundidades (30, 60, 100 cm) y en el conjunto del perfil del
suelo estudiado (0-100 cm), en cada una de las camparias del ensayo (2009-2012). Se representa la

diferencia entre los tratamientos laboreo y cebada, entre el laboreo y el trébol y entre las dos cubiertas.

LABOREO-CEBADA LABOREO-TREBOL CEBADA-TREBOL

P.v.2 P.R.P Total P.V. P.R. Total P.V. P.R. Total
(Im?)
Profundidad 2009

30 cm 8,46 13,09 21,55 7,48 11,94 19,42 - - -
60 cm - 27,51 27,51 - 13,94 13,94 - -11,19  -11,19
100 cm - 7,90 7,90 - - - - -4,99 -4,99
Total 8,46 48,49 56,96 7,48 25,88 33,36 0,00 -16,18 -16,18
2010
30 cm 11,65 - 11,65 18,95 - 18,95 14,15 - 14,15
60 cm -14,35 - -14,35 - 14,26 14,26 30,96 - 30,96
100 cm -0,93 5,74 4,81 3,12 - 3,12 3,06 -6,64 -3,58
Total -3,62 5,74 2,12 22,07 14,26 36,32 48,17 -6,64 41,53
2011
30 cm - - - 3,23 - 3,23 -5,07 -596 -11,02
60 cm 6,42 21,12 27,55 24,60 77,72 102,32 7,64 - 7,64
100 cm - - - - - - - - -
Total 6,42 21,12 27,55 27,83 77,72 105,55 2,57 -5,96 -3,38
2012
30 cm 9,13 - 9,13 8,77 - 8,77 -9,10 -8,24  -17,35
60 cm 6,85 - 6,85 84,28 26,30 110,58 7,04 10,14 17,18
100 cm - - - -3151 -27,13  -58,64 -4,21 -2,90 -7,11
Total 15,98 0,00 15,98 61,54 -0,83 60,71 -6,28 -1,00 -7,28

aP.V.: Periodo vegetativo de la vid (abril-octubre), ° P.R.: periodo de reposo de la vid (noviembre-marzo).

La competencia hidrica ejercida por la cebada sobre el perfil completo del suelo,
fue mayor durante el primer afio de implantacién de las cubiertas (56,96 | m? de agua)
(Tabla IV.3). A lo largo de las cuatro camparfias que duré el ensayo, el volumen de agua
que habria que haber aportado mediante riego para salvar la competencia ejercida por la
cebada, respecto al agua disponible en el suelo con el tratamiento L, hubiera tenido que
ser mayor durante el periodo considerado de reposo de la vid (excepto en el afio 2012),
que durante el periodo vegetativo de la vid. Principalmente, la competencia hidrica
realizada por la cebada se aprecié en los 30-60 cm del suelo. Por otra parte, la
competencia hidrica realizada en el suelo con el tratamiento TR frente al L, aumentd
conforme el ensayo se fue asentando. En el afio 2011, el mas seco de los del ensayo
(332,8 mm, Tabla 111.5) y en el que la siembra del trébol se hizo de manera mas tardia,

fue donde mas se aprecid la competencia hidrica de la leguminosa en el suelo (105,55 |
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m), siendo mayor durante el periodo no vegetativo de la vid. Por lo general, con esta
cubierta la mayor competencia por el agua disponible en el suelo se apreci6 a los 60 cm
de profundidad (Tabla 1V.3). Por otra parte, la diferencia de humedad observada en el
suelo entre ambas cubiertas varié entre campafas, ligada a las condiciones climaticas de
cada afio que condicionaron el momento de brotacion de cada cubierta 'y,
principalmente, al diverso crecimiento vegetativo y a la duracion del ciclo seguido por
cada una de ellas durante las campafias estudiadas. Por lo general, la cebada presentd
mayor disponibilidad de agua en el suelo durante el periodo vegetativo de la vid que el
trébol.

Monteiro y Lopes (2007) estimaron un consumo adicional de agua en primavera
por parte de las cubiertas permanentes de su ensayo respecto al laboreo, cercano a los
0,5 mm dia™, a pesar de que no encontraron diferencias significativas entre tratamientos
en el agua total consumida a lo largo de la campafia. También Prichard et al. (1989)
encontraron, en su ensayo realizado en California, un equilibrio del agua utilizada entre
el tratamiento de bromo (Bromus sp.), usado en el verano una vez segado como
“acolchado o mulch”, y el laboreo. Sin embargo, Griebel (1996) estimd, en el periodo
entre brotacion y floracion, un 35 % de incremento de la evapotranspiracion de la vid

con el tratamiento de cubierta mixta de su ensayo frente al del laboreo.

Las diferencias observadas entre tratamientos como consecuencia de la
competencia hidrica de las cubiertas en el suelo, podrian afectar al estado hidrico y al
crecimiento de la vid, como observaron Morlat et al. (1993b), Maigre y Aerny (2001),
Monteiro y Lopes (2007) y Sweet y Schreiner (2010) en sus ensayos. Esta reduccion de
crecimiento de la vid podria ser beneficiosa, especialmente en situaciones de alto vigor,
puesto que induce un equilibrio entre crecimiento vegetativo y productivo que podria
mejorar la composicion y sanidad de la baya, como se discutira en el Apartado 1V.8. Sin
embargo, en nuestro estudio, el volumen de agua absorbido por las cubiertas vegetales
frente al disponible en el suelo con el tratamiento L durante el periodo en el que la vid
presentaba necesidades hidricas maximas podria ser compensado, en momentos

determinados, mediante riegos localizados.
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IV.3. EFECTO DE LAS CUBIERTAS VEGETALES EN EL NITROGENO
TOTAL, EN EL N-NH," INTERCAMBIABLE Y EN EL N-NO; EXTRAIBLE
DEL SUELO

IV.3.1. INCIDENCIA DE LAS CUBIERTAS EN EL NITROGENO TOTAL
DEL SUELO

En la Tabla IV.4, se muestran los valores medios del nitrégeno (N) total (N
orgdnico + N inorganico) presentes en el suelo de cada tratamiento, en las dos
profundidades muestreadas (0-15; 15-45 cm) para los cuatro afios de estudio (2009-
2012). En las tres primeras campafas de ensayo, 2009, 2010 y 2011, no hubo
diferencias significativas entre los tratamientos respecto del N total en el suelo a
ninguna de las dos profundidades muestreadas (0-15 y 15-45 cm). Sin embargo, en el
afo 2012, en los 15 cm superficiales se observd mayor contenido de N total con el
tratamiento TR que con el tratamiento L (Tabla 1V.4). Este incremento en el contenido
de N total en la zona superficial del suelo al cuarto afio de ensayo, vendria provocado
por los aportes de la biomasa aérea de las cubiertas vegetales (que contienen N en
formas organicas) sobre la superficie del suelo, ya que estos restos vegetales sélo se
mezclaron con el suelo cuando se procedi6 a la siembra de las cubiertas, la cual se hizo

labrando los 10 cm superficiales del suelo.
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Tabla IV.4. Nitrégeno total (kg ha™) presente, en floracion, en el suelo de cada tratamiento (L: laboreo,
CB: cebada, TR: trébol) en cada uno de los cuatro afios de ensayo (2009-2012), por profundidades de
estudio (0-15 y 15-45 cm).

NITROGENO TOTAL
(kg ha)
Profundidad (01 =]

0-15cm
15-45 cm

0-15cm
15-45 cm

0-15cm
15-45 cm

0-15cm
15-45 cm

En la misma fila, dentro de cada campafia, letras diferentes expresan diferencias
significativas (p < 0,05 usando el test LSD). La ausencia de letras indica que no

existieron diferencias entre tratamientos.

Asi, el hecho de que el contenido de N total aumentara en la superficie del suelo,
fue debido a que los restos de la biomasa aérea de las cubiertas vegetales después de su
agostamiento (generalmente al final de junio la cebada y al final de julio el trébol) no
fueron retirados del vifiedo, sino que se dejaron sobre la superficie de la calle de cada
repeticion. Fourie et al. (2007a) encontraron mayor N inorganico en el suelo en tres de
los cinco tratamientos de cubiertas vegetales leguminosas que estudiaron, respecto del
tratamiento de laboreo. También Lejon et al. (2007), en un ensayo de diez afios de
duracion, observaron incrementos de N organico y de la biomasa microbiana en suelos
sembrados con trébol comparados con suelos testigo sin sembrar. Sin embargo, el hecho
de que el N total hubiera incrementado significativamente sdlo con el tratamiento TR, se
debié al mayor aporte de N por unidad de superficie que presentaba esta cubierta frente
a la de cebada (Apartado 1V.5.1, Tabla IV.7), provocado por la capacidad de las

leguminosas de fijar el N atmosférico, mediante asociacién simbiotica.
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Asi, el nulo efecto observado sobre el N total del suelo en la profundidad de 15-
45 c¢cm podria deberse a que a esta profundidad no llegaba el aporte de restos vegetales
de la biomasa aérea, siendo Unicamente las raices de las cubiertas vegetales las que
aportaron materia organica al suelo. Otros autores como Fourie et al. (2007b,c) en un
ensayo de diez afios de duracion con leguminosas en Sudéafrica, Ovalle et al. (2007) con
tratamientos de especies precoces Y tardias de trébol y mezclas con gramineas como el
raigras (Lolium rigidum Gaud.) en Chile, Steenwerth y Belina (2008) con centeno
(Secale cereale L.) y trios 102 (Triticale x Triosecale) en California y Ripoche et al.
(2011) en un vifiedo francés con cubierta vegetal permanente de Festuca arundinacea
Schreb. (de la familia de las gramineas), también encontraron incrementos en el

contenido de N total en la zona superficial del suelo bajo cubiertas vegetales.

IV.3.2. INCIDENCIA DE LAS CUBIERTAS EN EL N-NH4
INTERCAMBIABLE DEL SUELO

En la Figura V.6, se muestran los valores del N en forma de amonio (N-NH;")
intercambiable presente en el suelo, a 0-15 y 15-45 cm de profundidad, en los distintos
tratamientos estudiados en momentos determinados del ciclo de la vid (brotacion,
floracién, cuajado, envero y postvendimia), durante los cuatro afios de ensayo (2009-
2012). Los datos de amonio del muestreo de envero del afio 2009, no se incluyen en la
figura debido a que fueron valores excesivamente altos, ya que durante el procesado las
muestras de suelo tuvieron mucha humedad, y en el periodo de secado se produjo una
mineralizacion muy alta que increment6 el contenido de N-NH;" en todos los

tratamientos.
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Figura IV.6. Evolucién del N-NH," (kg ha™) obtenido en los muestreos de brotacion (B), floracién (F), cuajado (C),
envero (E) y postvendimia (P) realizados en el suelo de cada tratamiento (L: laboreo, CB: cebada, TR: trébol) en cada
uno de los cuatro afios de ensayo (2009-2012), por profundidades de estudio A: 0-15 cm; B: 15-45 cm. Letras
distintas en el mismo muestreo indican diferencias significativas entre tratamientos (p < 0,05 usando el test LSD). La
ausencia de letras indica que no existieron diferencias entre tratamientos. Barras verticales representan la desviacion

estandar.
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A pesar de que las cubiertas alcanzan su pico maximo de demanda de N en
primavera (brotacién), por lo general, tanto en invierno como en primavera el contenido
de N-NH," fue mayor con los tratamientos con cubiertas vegetales que con el laboreo
(Figura 1V.6). Resultados similares encontraron Steenwerth y Belina (2008) en un
vifiedo californiano de la variedad Chardonnay con cubiertas de triticale y centeno
respecto al laboreo. Los altos niveles de N-NH," alcanzados para todos los tratamientos
en los muestreos de suelo realizados en cuajado y envero (excepto en el afio 2010), se
debieron a la elevada tasa de mineralizacion del N organico durante el final de la
primavera y principio del verano. Este hecho se debi6 a que, por lo general, en nuestras
condiciones en esa época, la temperatura es suficientemente elevada y la humedad del

suelo 6ptima.

A la profundidad de 0-15 cm en brotacion, floracion y envero de 2010 y 2011,
ademas de en cuajado de 2010 (Figura IV.6A), se observd un mayor contenido de N-
NH4" con el tratamiento TR que con los de CB y L. Unicamente el muestreo de
brotacién de 2011, a la profundidad de 15-45 cm mostré diferencias significativas
(Figura 1V.6B), observandose mayor contenido de N-NH;" en el suelo con el
tratamiento TR que con el de CB. Los mayores contenidos de N-NH," en suelo bajo el
tratamiento TR pudieron deberse al hecho de que esta cubierta aportd al suelo mas N
organico por unidad de superficie que la cubierta de cebada y, por tanto, al haber mas N
organico se produciria una mayor mineralizacion del mismo a N-NH,". Asimismo, este
N-NH," pudo ser transformado facilmente a N-NOs, lo que explicaria los mayores
contenidos de N-NOj3™ alcanzados bajo el tratamiento TR, como se vera en el apartado
siguiente (Apartado 1V.3.3). Tal y como reflejo el muestreo de postvendimia, a lo largo
del otofio el contenido de N-NH;" en el suelo disminuyo, posiblemente debido a las
lluvias registradas, situacion similar a la observada por Steenwerth y Belina (2008) que
comprobaron que al aumentar el contenido de agua en el suelo, y por tanto disminuir la
presencia de oxigeno, se intensificaban las condiciones favorables para el proceso de

desnitrificacion en los suelos.
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IV.3.3. INCIDENCIA DE LAS CUBIERTAS EN EL N-NOs EXTRAIBLE
DEL SUELO

La Figura 1V.7 muestra la evolucion del N en forma de nitrato (N-NO3) del
suelo, determinado en cada uno de los tratamientos estudiados a la profundidad de 0-15
cm y a la profundidad de 15-45 cm, a lo largo de los cuatro afios de estudio. La
evolucion se siguié mediante muestreos de suelo realizados en los estados fenoldgicos
mas representativos de la vid (brotacion, floracion, cuajado, envero y postvendimia). En
floracion, el contenido de N-NOj3 disponible en los suelos del tratamiento testigo fue del
mismo orden de magnitud que los valores encontrados por Smith et al. (2008), y por
Steenwerth y Belina (2008) en vifiedos californianos, con suelos de similares

caracteristicas y con laboreo como sistema de mantenimiento del suelo.

La disponibilidad de N-NOj3™ en el suelo vari6 en todos los tratamientos a lo
largo del ciclo de la vid, aunque de forma menos acusada bajo la cubierta de cebada. Se
aprecié un incremento de N-NOjs™ en el suelo desde brotacion hasta envero (excepto
para el trébol en el afio 2012) y un descenso al llegar a postvendimia, prolongado hasta
la brotacion del ciclo siguiente (Figura IV.7). Esta dindmica percibida a lo largo del afio,
se observo de forma méas acusada en el horizonte superficial del suelo (0-15 cm), ya que
es en superficie donde principalmente se producen los procesos de mineralizacion de la
materia orgénica del suelo (Figura IV.7A). Las condiciones climaticas mediterraneas se
caracterizan por presentar ciclos cortos y frecuentes de secado y de recarga del suelo
que favorecen la mineralizacion del N organico del suelo. Asi, durante la primavera y
principio del verano, cuando se alcanzan temperaturas y humedad adecuadas en el
suelo, se produjo la mineralizacién del N organico, lo que unido al agostamiento de las
cubiertas en junio-julio, permitié que existiera un maximo de N-NOj en el suelo
durante el envero (Figura IV.7). Posteriormente, las lluvias otofiales causaron el
lixiviado del N-NOg’, razén por la que en postvendimia se redujo en gran medida el
contenido de este i6n en el suelo. Durante los meses de invierno, continud
produciéndose el lixiviado del N-NOj, por lo que a principios de la primavera
(brotacion), se observé en el suelo la menor disponibilidad de N-NOjs™. En concordancia
con esta dinamica y en el afio 2011, cuyo verano fue el mas seco de los cuatro

estudiados (Material y Métodos, Tabla 111.2), el proceso de lixiviado de N-NOjs fue
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menor, reflejandose en la mayor cantidad de N-NOjz  presente en el suelo en

postvendimia.

Como se observa en la Figura 1V.7, la influencia sobre la disponibilidad de N-
NO;™ varié segun el tipo de cubierta. Asi, el contenido de N-NOs™ en el suelo del
tratamiento CB, desde el primer muestreo de suelo realizado en la brotacion del vifiedo
(abril de 2009), hasta el ultimo, en postvendimia de 2012 (noviembre), fue menor en
relacion al del tratamiento testigo, tanto a 0-15 cm de profundidad (Figura IV.7A) como
a 15-45 cm (Figura IV.7B). A 0-15 cm de profundidad existieron algunas excepciones
en las que no se observaron diferencias de N-NOjs” en el suelo entre los tratamientos CB
y L; en floracion, cuajado, envero y postvendimia de 2010, brotacion de 2011 y 2012 y
floracion, cuajado y postvendimia de 2012. Por el contrario, a mayor profundidad (15-
45 cm), las diferencias significativas entre ambos tratamientos fueron menores,
apreciandose Unicamente en floracion, envero y postvendimia de la campafia 2009, en
brotacion de 2010 y en el envero del Gltimo afio muestreado. Varios autores encontraron
resultados similares en cuanto a la disminucion del N-NOjs™ disponible en vifiedos bajo
cubiertas no leguminosas: Smith et al. (2008) y Steenwerth y Belina (2008) en vifiedos
californianos, Celette et al. (2009) y Ripoche et al. (2011) en vifiedos mediterraneos
franceses y Peregrina et al. (2012) en la misma zona viticola de la D.O.Ca. Rioja que la
del presente estudio.

La reduccion del N-NOs disponible en el suelo bajo la influencia de la cubierta
de cebada pudo deberse a varios factores. Celette et al. (2009) propusieron que la menor
humedad del suelo bajo las cubiertas vegetales podria provocar una reduccion de la
mineralizacion del N orgénico del suelo, disminuyendo asi el contenido de N-NOj5
disponible. Por su parte, Steenweth y Belina (2008) indicaron que el aumento de la
actividad biologica del suelo incrementa el N-NOjz consumido por parte de los
microorganismos presentes en él, disminuyendo el contenido disponible para las
plantas. En nuestro caso, el N asimilado por la parte aérea de la cubierta vegetal de
cebada en la floracion del vifiedo fue del mismo orden de magnitud que la reduccién de
N-NO;3; observada en el suelo bajo dicha cubierta (Figura IV.7; Tabla 1V.8). Esta
circunstancia, indicaria que la propia asimilacion de N-NOj3 por parte de la cubierta
vegetal es un factor importante en la reduccion del contenido de N-NOg3™ en la superficie
del suelo.
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Figura IV.7. Evolucién del N-NO5™ (kg ha®) disponible obtenido en los muestreos de brotacién (B), floracién (F),
cuajado (C), envero (E) y postvendimia (P) realizados en el suelo de cada tratamiento (L: laboreo, CB: cebada, TR:
trébol) en cada uno de los cuatro afios de ensayo (2009-2012), por profundidades de estudio A: 0-15 c¢cm; B: 15-45 cm.
Letras distintas en el mismo muestreo indican diferencias significativas entre tratamientos (p < 0,05 usando el test
LSD). La ausencia de letras indica que no existieron diferencias entre tratamientos. Barras verticales representan la

desviacion estandar.
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Respecto al tratamiento con cubierta de trébol, el contenido de N-NO;5 fue
menor a lo largo de todo el 2009, en la capa superficial del suelo (0-15 cm), que en el
tratamiento testigo (Figura I\VV.7A). En esa camparia, a 15-45 cm de profundidad (Figura
IV.7B), la diferencia del N-NOs" disponible en los suelos entre ambos tratamientos, fue
significativa Gnicamente en envero. Sin embargo, a partir de la floracion del segundo
afio (2010) en superficie (0-15 cm) y, del cuajado de ese mismo afio en la capa
subsuperficial (15-45 cm), se observd un cambio de tendencia entre el N-NO3z
disponible en el suelo con el tratamiento TR respecto al del L, mayor bajo la cubierta,
excepto en el afio 2012 en cuajado (0-15 cm) y en envero (0-15 y 15-45 cm).

Ademas, en el periodo donde se observd mayor nivel de N-NOs™ en el suelo
bajo la cubierta de trébol (hasta la floracién de 2012 en ambas profundidades), dichos
valores fueron los mayores de los tres tratamientos, siendo las diferencias entre
tratamientos menores en la capa subsuperficial que en superficie (Figura IV.7A, B). Asi,
el incremento del N-NOj™ disponible en el suelo del tratamiento TR podria ser debido a
la capacidad de las especies leguminosas de fijar simbidticamente N, atmosférico
(Ovalle et al., 2007, 2010). Este N asimilado por la cubierta es incorporado al suelo con
los residuos de la biomasa aérea de la cubierta que son incorporados a la superficie del
suelo tras el agostamiento de la cubierta para ser posteriormente mineralizado el N
organico.

La cantidad de N organico suministrado por la cubierta vegetal leguminosa
depende del momento fenoldgico en el que es incorporada la cubierta al suelo (Kuo et
al., 1996). En nuestras condiciones, el trébol increment6 el N disponible en el suelo a
partir del segundo afio de tener implantada la cubierta, lo cual podria explicarse por el
hecho de que la primera siega del trébol se realiz6 en abril de 2010 y, de que a pesar de
que la semilla sembrada en 2009 estaba inoculada, requiere un tiempo hasta que se logra
optimizar el establecimiento en el suelo de la asociacion nodular simbiética Rhizobium-
leguminosa, que permite la fijacién biologica del N atmosférico. De forma paralela a
nuestros resultados, Fourie et al. (2007a,b,c) observaron en la capa superficial (0-15 cm)
de varios vifiedos sudafricanos, un mayor contenido de N inorganico en los suelos

mantenidos con diferentes especies leguminosas que en los suelos labrados.
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IV.4. INFLUENCIA DE LAS CUBIERTAS VEGETALES EN EL
FOSFORO DISPONIBLE Y EN EL CALCIO, MAGNESIO, POTASIO Y SODIO
INTERCAMBIABLES DEL SUELO

En la Tabla 1.5 se presenta la disponibilidad de P Olsen. Asimismo, en la Tabla
IV.6 se recoge el contenido en cationes intercambiables (Ca®*, Mg®*, K* y Na®)
presentes en el suelo, determinados en la floracion y en cada uno de los cuatro afios
estudiados (2009-2012).

IV.4.1. INCIDENCIA DE LAS CUBIERTAS EN EL FOSFORO
DISPONIBIBLE EN EL SUELO EN LA FLORACION DE LA VID

Los niveles de P Olsen determinados en el suelo bajo para cada tratamiento
experimental (Tabla 1V.5), se situaron dentro del rango “alto” o incluso “muy alto”
descrito por Sawyer et al. (2003) en sus recomendaciones para cultivos herbaceos mas
exigentes en P que la vid (Anexo Il, Tabla 6). Por lo tanto, la disponibilidad de este
nutriente en el suelo no debiera de ser un factor limitante para la vid en ninguno de los

tratamientos estudiados durante el ensayo.

En relacion al contenido de P disponible en el suelo durante la floracion, no se
apreciaron diferencias significativas entre los tratamientos, en ninguna de las
profundidades y afios estudiados (Tabla 1V.5). Esa escasa influencia ejercida por las
cubiertas vegetales sobre el P disponible en el suelo, también fue observada por Fourie
et al. (2006, 2007a,b,c) en vifiedos sudafricanos, por Tesic et al. (2007) en un vifiedo
australiano con clima semihiimedo, por Pou et al. (2011) en un vifiedo ecoldgico situado
en Mallorca y por Ruiz-Colmenero et al. (2011) en tres parcelas con alta susceptibilidad

a sufrir erosién hidrica localizadas en el sureste de Madrid.
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Tabla IV.5. Fosforo Olsen disponible (mg kg™) en el suelo de cada tratamiento (L: laboreo, CB: cebada,
TR: trébol), en floracién, en cada uno de los cuatro afios de ensayo (2009-2012), por profundidades de
estudio (0-15 y 15-45 cm).

FOSFORO

(mg kg™)
Profundidad CB

0-15cm
15-45 cm

0-15cm
15-45 cm

La ausencia de letras indica que no hubo diferencias significativas entre
tratamientos (p < 0,05 usando el test LSD).

IV.4.2. INCIDENCIA DE LAS CUBIERTAS EN LOS CATIONES
INTERCAMBIABLES DEL SUELO

En relacién al contenido de Ca?* intercambiable del suelo, no se apreciaron
diferencias significativas entre los tratamientos en ninguno de los afios estudiados
(Tabla I1V.6). Este resultado podria deberse a la presencia de carbonato célcico en el
suelo que, a pesar de no encontrarse en niveles elevados (Tabla 1V.1), permitiria
mediante su disolucién reemplazar en el complejo de cambio del suelo el Ca®*
asimilado por las cubiertas vegetales. Tampoco Tesic et al. (2007) encontraron
diferencias significativas respecto a la disponibilidad de Ca** del suelo, a pesar de que
observaron cierta tendencia a que el contenido de este elemento en el suelo, disminuyera

en presencia de las cubiertas vegetales.

Respecto al efecto de las cubiertas vegetales sobre el Mg?* intercambiable del

suelo, se observaron pocas diferencias entre los tratamientos estudiados (Tabla 1V.6).
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Unicamente en el afio 2012, después de cuatro campafias con los tratamientos de
cubiertas vegetales, el tratamiento TR mostré6 un mayor contenido de Mg* en la
superficie del suelo (0-15 cm) respecto a los otros dos tratamientos. El incremento de
este nutriente bajo el tratamiento con la cubierta de trébol en la capa superficial del
suelo, podria deberse al aporte de los residuos de la biomasa aérea del trébol que se
acumularon tras el segado de las cubiertas vegetales en la superficie de las calles, y que
redistribuyeron el Mg”** que se encontraba a mayor profundidad en el suelo al ser
absorbido por las raices del trébol. Por lo tanto, la competencia por este nutriente con
las cubiertas vegetales no debiera implicar cambios sustanciales en el desarrollo
vegetativo del vifiedo. Muy pocos autores han estudiado el efecto de las cubiertas
vegetales sobre el Mg?* intercambiable del suelo, ni en general sobre las bases de
cambio presentes en él. Tesic et al. (2007) no encontraron diferencias en el Mg**
intercambiable entre tratamientos, ni en un vifiedo con cubierta vegetal espontanea bajo

clima semiarido australiano, ni en otro con clima semihiimedo.

Las cubiertas vegetales estudiadas provocaron cambios en la disponibilidad del
K" intercambiable del suelo tnicamente a nivel superficial (0-15 cm) (Tabla IV.6).
Aunque en el primer afio las dos cubiertas vegetales presentaron valores muy similares
y significativamente menores respecto al testigo, a partir del afio 2010 se aprecidé una
tendencia en este nutriente a verse incrementado para cada campafia con la cubierta de
trébol, incremento que se hizo significativo respecto a los otros dos tratamientos al
cuarto afio de ensayo. Por su parte, y con el tratamiento CB, los valores de K*

intercambiable fueron similares a los encontrados en el testigo.

Al igual que ocurrié con el P, los niveles de K* se encontraban entre el “6ptimo”
y “muy alto” de acuerdo a las recomendaciones realizadas por Sawyer et al. (2003)
(Anexo II, Tabla IV.6). Como sucedia para el Mg?* intercambiable, el incremento del
K" bajo el tratamiento TR en la capa superficial del suelo (0-15 cm), podria deberse a
los residuos de biomasa aérea de la cubierta vegetal incorporados al suelo, ya que la
biomasa aérea del trébol tuvo mas K* por unidad de superficie que la de la cebada, tal y
como se observé en la asimilacion de nutrientes del suelo por parte de las cubiertas
vegetales (Apartado 1V.5.2, Tabla 1V.7). Este incremento de K* intercambiable en la
superficie del suelo bajo cubiertas vegetales, también fue detectado con cubiertas de
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especies leguminosas por Fourie et al. (2007a,b,c) y Ovalle et al. (2007) en vifiedos

sudafricanos y chilenos, respectivamente.

Tabla IV.6. Calcio, magnesio, potasio y sodio intercambiables (cmol () kg™) presentes en el suelo de
cada uno de los tratamientos (L: laboreo, CB: cebada, TR: trébol) en floracion en los cuatro afios de
ensayo (2009-2012), por profundidades (0-15 y 15-45 cm).

CALCIO MAGNESIO POTASIO SODIO

0-15cm  15-45cm  0-15cm  15-45cm  0-15cm  15-45cm  0-15cm  15-45c¢cm
Tratamientos (cmol () kg™)

2009
29,61 18,51 1,02 0,93 0,50 a 0,42 1,02 0,93

17,60 14,38 0,86 0,88 041b 0,42 0,86 0,88
21,84 19,36 0,96 0,98 0,39b 0,37 0,96 0,98
2010
21,07 17,94 0,80 0,76 0,46 0,38 0,80 0,76
1594 19,73 0,80 0,79 0,40 0,31 0,80 0,79
15,88 16,96 0,74 0,91 0,51 0,44 0,74 0,91
2011
26,30 22,48 0,98 0,92 0,61 0,51 0,98 0,92
28,09 29,14 1,08 1,10 0,55 0,46 1,08 1,10
2432 21,56 1,03 1,06 0,64 0,50 1,03 1,06
2012
18,66 23,16  105b 1,06 0,66 b 056  1,05b 1,06
20,76 19,47 1,16 b 1,07 0,61b 0,63 1,16 b 1,07

19,21 19,83 1,38a 1,21 0,83a 0,67 1,38a 1,21

En cada columna y para cada campafia (2009-2012), letras diferentes entre tratamientos expresan diferencias
significativas (p < 0,05 usando el test LSD). La ausencia de letras en las columnas, indica que no existieron

diferencias significativas entre tratamientos.

Finalmente y en lo que respecta al efecto de las cubiertas sobre el Na*
intercambiable presente en el suelo de cada uno de los tratamientos, Unicamente se
encontraron diferencias significativas en el afio 2012 en superficie (0-15 cm),
presentando el suelo bajo el tratamiento de la leguminosa un mayor contenido de Na*
intercambiable que con la cebada o con el laboreo. Este mayor valor de Na’
intercambiable en el suelo se podria explicar por el Na de la biomasa aérea del trébol
que fue incorporado a la capa superficial del suelo. Por su parte, Tesic et al. (2007) no
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encontraron diferencias significativas de Na', medido a 40-50 cm de profundidad, entre
tratamientos con cubiertas vegetales espontaneas y permanentes, y el tratamiento de

laboreo en dos parcelas australianas de la variedad Chardonnay.

IV.5. BIOMASA AEREA DE LAS CUBIERTAS Y SU CONTENIDO EN
MACRO Y MICRONUTRIENTES

IV.5.1. BIOMASA AEREA DE LAS CUBIERTAS VEGETALES

En el primer afio de implantacién de las cubiertas, la graminea en floracion
produjo el triple de biomasa aérea que la leguminosa (Tabla IV.7). En las demas
campafias de estudio, no hubo diferencias significativas entre la biomasa aérea
desarrollada por ambos tipos de cubiertas vegetales. Tampoco Ingels et al. (2005)
encontraron diferencias significativas entre un tratamiento con mezcla de cereales y uno
con tréboles diversos en un vifiedo californiano de cv. Merlot. Sin embargo, Sweet y
Schreiner (2010), en vifiedos de cv. Pinot noir en Oregdn, observaron una mayor
biomasa en una cubierta de trébol mixto, y en una mezcla con especies anuales de
invierno, que en el tratamiento de cubiertas de pradera mixta o que en el de gramineas.
Por su parte, Lopes et al. (2011) determinaron en un vifiedo portugués, una produccion
de biomasa menor con especies diversas de gramineas tipo césped que en cubiertas

vegetales espontaneas ricas en especies de hoja ancha.

Tabla 1V.7. Biomasa obtenida, en peso seco (kg ha'), en cada cubierta vegetal utilizada en los

tratamientos (CB: cebada, TR: trébol) durante la floracion de los cuatro afios de ensayo (2009-2012).

BIOMASA

(kg materia seca ha™)
Tratamientos [ 2010 2011 2012
CB 804,0a 648,67 1419,33 1180,40
TR 260,0b 650,67 1473,33 979,80

Para cada campafia (2009-2012), letras diferentes entre
tratamientos expresan diferencias significativas (p < 0,05 usando el
test LSD). La ausencia de letras indica que no existieron

diferencias significativas entre tratamientos.
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IV.5.2. MACRONUTRIENTES TOMADOS POR LAS CUBIERTAS
VEGETALES

En la Tabla 1V.8 se muestra el N, P, K, Mg y Ca contenido en la biomasa aérea
de las cubiertas vegetales del ensayo, en la floracion de la vid de los cuatro afios
estudiados (2009-2012). Paralelamente a lo observado en el caso del N-NOs del suelo
(Apartado 1V.3.3), en el que el N del tratamiento TR fue mayor respecto al disponible
en el suelo bajo el tratamiento CB, a partir del segundo afio de ensayo, las diferencias de
N absorbido por ambas cubiertas vegetales también se observaron a partir de la segunda
campafia. Asi, en los afios 2010, 2011 y 2012, el N de la biomasa aérea fue superior en
el trébol respecto al de la cebada, llegando a triplicar, cuatriplicar y doblar,
respectivamente, los valores de N encontrados en la biomasa del trébol respecto a los de
la cebada. Las diferencias observadas son atribuibles a la familia a la que pertenecen las
cubiertas vegetales, ya que el trébol, por su condicién de leguminosa, puede fijar
simbidticamente N atmosférico y, por tanto, presentar mayor nivel de N en su biomasa
que la cebada, no leguminosa. Del mismo modo, Ingels et al. (2005) observaron un
mayor contenido de N en el tratamiento con mezcla de diversos tréboles que en el
tratamiento en el que mezclaron al 50% cebada (H. vulgare L.) y avena (Avena sativa
L.), y valores intermedios entre ambos con un tratamiento mezcla de habas (Vicia faba
L.), guisante forrajero (Pisum sativum L.), veza comun (Vicia sativa L.) y cebada.
También Steenwerth et al. (2013) determinaron mayor contenido de N en la biomasa
aérea de las leguminosas que en el tratamiento con avena, o que en el de cubierta

vegetal espontanea estudiados en un vifiedo californiano.
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Tabla IV.8. Nitrégeno, fésforo, potasio, magnesio y calcio (kg ha™) presentes en la biomasa de cada
cubierta vegetal (CB: cebada, TR: trébol) durante la floracion de la vid en los cuatro afios de ensayo
(2009-2012).

NITROGENO FOSFORO POTASIO MAGNESIO CALCIO
(kg ha ™)
Tratamientos 2009

CB 9,10 2,76a 10,25 152a 4,54
TR 9,81 1,02b 6,96 0,76 b 6,18
2010
6,67 b 2,03 6,88 b 0,83b 2,59 b
23,64 & 2,19 15,40 a 1,62 a 13,84 a
2011
16,30 b 4,68 11,19b 2,03b 4,99 b
67,12 a 4,60 38,87 a 3,76 a 28,94 a
2012
15,60 b 4,52 19,75b 1,66 b 5,52 b
32,41a 3,24 35,83a 3,89a 21,43 a

En cada columna y para cada campafia, letras diferentes entre tratamientos (CB: cebada; TR: trébol)
expresan diferencias significativas a p < 0,05 usando el test LSD. La ausencia de letras indica que no

existieron diferencias significativas entre tratamientos.

Por tanto, la mayor cantidad de N existente en la biomasa del trébol seria debida
a la capacidad de fijacion de N atmosférico por parte de esta leguminosa. De ahi que la
mayor concentracién de N presente en la biomasa del trébol, no sea indicadora de la
competencia por el N que pudo ejercer la cubierta vegetal sobre la vifia, sino del
potencial de aporte de N al suelo y, consecuentemente, a la vifia. Estos resultados son
coincidentes con los encontrados por Ovalle et al. (2010) quienes mostraron en un
vifiedo de cv. Cabernet Sauvignon en Chile cémo la cubierta vegetal de leguminosa
fijaba N atmosférico, asi como cuanto de este N contribuye a la nutricion de las cepas
(estimaron que entre el 13 % y el 20 % del N total presente en hojas y pAmpanos: entre
el 7% y el 12 % del de las bayas y el 39 % al 56 % del N presente en las raices de las
cepas provenia del N atmosférico fijado por las leguminosas). Por el contrario, puede
considerarse que todo el N presente en la biomasa aérea de la cebada fue obtenido del
suelo, por lo que esta cantidad de N asimilado no estaba a disposicién de la vid.
Apoyando este razonamiento se observd, como se ha comentado en el Apartado 1V.3.3,
que la reduccién de la disponibilidad de N-NO;3™ bajo la cubierta de cebada (Figura
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IV.7), fue del mismo orden de magnitud que el N asimilado por la propia cebada.
Resultados similares fueron encontrados por Steenwerth y Belina (2008) en California,
y por Celette et al. (2009) en un vifiedo francés con condiciones climéticas

mediterraneas.

El contenido de P determinado en la biomasa aérea de las cubiertas vegetales,
vario en las cuatro campafias estudiadas, encontrandose entre 1,02 y 4,68 kg ha™ (Tabla
IV.8). En el afio 2009, el valor de este macronutriente fue mayor en la biomasa de la
cebada que en la del trébol. A partir del segundo afio de ensayo, el contenido de P fue
similar entre las dos especies de cubiertas vegetales ensayadas, al igual que sucedi6 en
el estudio realizado por Ingels et al. (2005) en un vifiedo californiano de cv. Merlot. Tal
circunstancia esta en concordancia con el hecho de que el P disponible en el suelo
tampoco mostrara diferencias significativas entre los tratamientos (Tabla 1V.8).

Respecto al K determinado en la biomasa aérea de las cubiertas, en el primer afio
de ensayo no se apreciaron diferencias significativas entre las dos especies (Tabla IV.8).
Sin embargo, en el resto de campafias estudiadas, el K tomado por el trébol fue mayor
que el absorbido por la cebada. El hecho de que la cubierta de trébol asimilara mas K
que la de cebada puede justificarse, segun Marschner (1995), en la mayor cantidad de K
que las especies leguminosas requieren para su metabolismo. Ingels et al. (2005)
también comprobaron en su estudio una mayor asimilacion de K con la cubierta de
trébol respecto a los tratamientos con cubiertas no leguminosas. Sin embargo, esta
mayor asimilacion de K por parte del trébol no provocé reducciones en la disponibilidad
de este nutriente en el suelo respecto al tratamiento CB, sino que como se ha comentado
en el Apartado 1V.4.2, la redistribucion del K realizada desde los horizontes
subsuperficiales, donde es mayoritariamente absorbido, a la superficie del suelo a través
de los restos de biomasa dejados tras segar la cubierta, hicieron que la diferencia de K*
intercambiable en el suelo aumentara en los dos tratamientos con cubiertas vegetales

conforme pasaron los afios del ensayo (Tabla I1V.6).

En el caso del Mg asimilado por las cubiertas vegetales, en el afio 2009 fue la
cebada la que mayor contenido de este nutriente present6 en su biomasa (Tabla 1V.8).
No obstante, y tal como ocurri6 con el K, en las tres campafias siguientes el trébol fue el
que asimilé mas Mg, lo cual pudo responder al hecho, comentado previamente, de que
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las leguminosas requieren mayor cantidad de ciertos nutrientes, entre ellos el Mg, para
su desarrollo (Marschner, 1995). Sin embargo, esta mayor asimilacion de Mg por parte
del trébol no provoco reducciones en la disponibilidad de este nutriente en el suelo del
tratamiento TR respecto al de CB, sino que, debido a la redistribucion de nutrientes
desde horizontes subsuperficiales provocada por la incorporacion de biomasa de trébol
cuando ésta se agosta, el contenido de Mg?* disponible en el suelo en 2012 con este

tratamiento TR fue significativamente mayor que con el tratamiento CB (Tabla I1V.6).

Finalmente, en relacion a los valores de Ca absorbido por las cubiertas vegetales,
fue a partir de la segunda campafia cuando se apreci6 la diferencia de absorcién de
dicho nutriente entre ambas, siendo mayor en el caso del trébol que en la cebada (Tabla
IV.8). En un planteamiento como lo expuesto anteriormente, esta circunstancia podria
ser debido a la mayor cantidad de ciertos nutrientes requeridos por parte de las
leguminosas para su desarrollo (Marschner, 1995), a pesar de que en este caso la
diferencia de Ca®* disponible en el suelo no fuera significativa entre tratamientos en

ninguna de las campafias analizadas (Tabla 1V.6).

IV.53. MICRONUTRIENTES TOMADOS POR LAS CUBIERTAS
VEGETALES

Con el objetivo de observar el grado de competencia ejercido por las cubiertas
vegetales en relacion a los micronutrientes del suelo, durante la época de floracion de la
vid se analizd el hierro, manganeso, zinc, cobre, boro y sodio en la biomasa aérea de la
cebada y en la del trébol, en los cuatro afios de estudio (2009-2012) (Tabla 1V.9).

Respecto al Fe asimilado por las cubiertas, Gnicamente en 2011 los valores del
Fe absorbido por la cebada fueron significativamente mayores que los del trébol, siendo
similar el contenido de Fe encontrado en la biomasa aérea de ambas cubiertas en las
demas campafias analizadas (Tabla 1V.9). Por su parte, el contenido de Mn presente en
la biomasa aérea de las cubiertas no mostré diferencias significativas en ninguna
campafa. La disponibilidad de ambos nutrientes en el suelo estd muy influenciada por
factores como un pH elevado (Lindsay, 1991), el bajo contenido en materia organica y
la presencia de carbonatos (Khan y Ryan, 1978). Asi, a pesar de que las plantas
superiores han desarrollado distintos mecanismos que, en situaciones de déficit, les
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permiten aumentar la disponibilidad de Fe en la disolucion del suelo (Marschner et al.,
1986, Brown y Jolley, 1988; Hopkins et al., 1992) y, de que Unicamente absorben el Mn
como i6n Mn?* (Khan y Ryan, 1978), el grado de sensibilidad y la capacidad de
adaptacion que presenta su sistema radicular a la concentracién de nutrientes disponible

en el suelo, sera determinante para su absorcion.

Tabla I1V.9. Hierro, manganeso, cobre, zinc, boro y sodio (g ha™) presentes en la biomasa de las cubiertas
vegetales (CB: cebada y TR: trébol), en los cuatro afios de ensayo (2009-2012) durante la floracién de la

vid.

HIERRO MANGANESO ZINC

Tratamientos (gha™)

COBRE BORO

6,09

383,02

103,67 25,76 14,60 b 6,70 9,93 134,37
2010
203,29 49,49 34,59 a 8,21 3,02b 119,38 b
138,37 53,14 23,00 b 11,49 23,64 a 506,02 a
2011
512,04 a 73,72 64,21 21,26 18,06 b 138,04 b
319,23 b 90,85 44,26 25,67 4790a 254154 a
2012
237,75 67,22 51,09 9,68 b 8,83b 404,26
278,15 101,24 34,04 16,05a 33,20a 888,26

En cada columna y para cada campafia (2009-2012), letras diferentes entre tratamientos (CB: cebada; TR: trébol)
expresan diferencias significativas (p < 0,05 usando el test LSD). La ausencia de letras indica que no existieron

diferencias significativas entre tratamientos.

Los valores de Zn analizados en la parte aérea de la cebada, mostraron
concentraciones de este nutriente significativamente mayores en 2009 y 2010 respecto a
los valores presentes en los tejidos aéreos del trébol. Sin embargo, ni en la campafa
2011 ni en la 2012 la diferencia de Zn en la biomasa de las cubiertas fue significativa.
Al igual que ocurre con los micronutrientes anteriormente estudiados, la disponibilidad
de Zn en el suelo estd fuertemente condicionada por el pH: un pH < 6 aumenta su
disponibilidad, por lo que los suelos calizos presentan mayor problema de deficiencia de
Zn. Ademas, las bajas temperaturas y la presencia de otros elementos como el Ca, Mg,

Fe, Mn, Cu (antagonismo), destacando el antagonismo mdas documentado que se
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produce en situaciones de exceso de P, también reducen la absorcion de Zn por parte de
las plantas.

En relacion al Cu analizado en la biomasa de las cubiertas, tan s6lo en el afio
2012 la diferencia de este nutriente entre ambas cubiertas fue significativa, siendo
mayor el contenido de Cu presente en la biomasa del trébol que en la de la cebada
(Tabla 1V.9). La disponibilidad del Cu esta fuertemente condicionada por la materia
organica presente en el suelo, que lo retiene disminuyendo su disponibilidad para la
planta. Ademas, los valores de pH > 7 acrecientan la fuerza con la que ese Cu es
retenido por la materia orgéanica y por las arcillas. En la bibliografia estan recogidas
interacciones del Cu con otros elementos como con el N que agravan sus deficiencias.
Asimismo, la presencia de P, Zn, Fe y Al en niveles altos puede restringir la absorcién
de Cu por parte de las raices. Sin embargo, las diferencias de absorcién encontradas
entre las cubiertas vegetales de nuestro ensayo, posiblemente fueran debidas a la distinta
tolerancia que presentan ambas especies a los bajos niveles de Cu del suelo, lo que hace
que, bajo condiciones similares, el trébol absorba més Cu del suelo que la cebada. Asi,
por ejemplo, se ha comprobado que entre los cereales de grano pequefio, el centeno es
muy tolerante a los bajos niveles de Cu en el suelo y puede extraer, en las mismas
condiciones, el doble de Cu del suelo que el trigo. El orden de sensibilidad al Cu para

los cereales de grano pequefio es: trigo > cebada > avena > centeno.

En referencia al B asimilado por las cubiertas durante el ensayo, fue a partir del
segundo afio cuando se presentaron diferencias significativas en la absorcion de este
nutriente, siendo mayor en el trébol que en la cebada. Los suelos difieren
considerablemente en su capacidad para fijar B. El contenido de B en la disolucion sera
menor a mayor capacidad del suelo para adsorberlo. De ahi que el contenido de B en la
disolucion del suelo dependa de las caracteristicas de adsorcion/desercion que posea ese
suelo concreto (Gupta et al., 1985), determinando el suministro de este nutriente para
las raices de las plantas (Hatcher y Bower, 1958). Por otro lado, la retencién y
disponibilidad del B en el suelo depende de diversas propiedades de éste, entre ellas el
pH, textura, materia organica y oxidos de Fe y Al (Evans y Sparks, 1983; Zorita Viota,
1988; Moyano et al., 1989), del contenido en carbonatos (Kaplan et al., 1990) y de Ca
intercambiable (Pinyerd et al., 1984). Ademas, estd influenciado por la humedad
(Ribeiro y Braga, 1974), temperatura, textura (Bingham et al., 1971) y practicas
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agricolas como el encalado (Evans y Sparks, 1983). Asi, puesto que el B es un nutriente
absorbido, principalmente, a través del flujo de agua inducido en la planta por la
transpiracion, en los suelos alcalinos o de pH neutro las deficiencias de este nutriente se
agravan principalmente durante periodos de sequia. Sin embargo, en las condiciones del
ensayo, incluso introduciendo las cubiertas vegetales en el suelo, no se dieron periodos
largos de sequia. Posiblemente, como se ha comentado para los otros micronutrientes,
las distintas necesidades y respuestas que cada una de las cubiertas vegetales mostrd
respecto al B presente en el suelo, fueron las que hicieron que hubiera diferencias en la
concentracion de este nutriente en la biomasa de las cubiertas. Asi, por ejemplo, es
conocido que debido a las diferencias presentes en la estructura y composicién de la
pared celular, en la que el B juega un papel esencial, las gramineas tienden a requerir
menos B que las dicotiledoneas.

Por su parte, Unicamente en las campafias 2010 y 2011 se aprecié mayor
presencia de Na en la biomasa aérea del trébol que en la de la cebada. Este hecho pudo
estar relacionado con la distinta necesidad de Na que presentan cada una de las especies
de cubiertas para su desarrollo (Marschner, 1995).

La mayoria de referencias bibliograficas consideradas se centran Unicamente en
el N, P y K presentes en la biomasa de las cubiertas, por lo que no se han podido
comparar los resultados de los demas nutrientes asimilados por las cubiertas con lo

obtenido en otros ensayos.

IV.6. EFECTO DE LAS CUBIERTAS VEGETALES EN EL ESTADO
NUTRICIONAL DE LA VID

Con el objetivo de comparar el estado nutricional en el que se encontraba la vid
en cada una de las campafias del ensayo, en funcion de los efectos provocados por los
tres tratamientos estudiados, se utiliz6 el método de analisis mineral de tejidos foliares
(limbo y peciolo). Para ello, se analiz6 la concentracion en peso seco de
macronutrientes (nitrégeno, fosforo, potasio, magnesio y calcio) y de micronutrientes
(hierro, manganeso, zinc, cobre, boro y sodio) presentes en ambos tejidos foliares en
dos estados fenoldgicos de la vid (floracion y envero). Los resultados se presentan y
discuten en los dos apartados siguientes.
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IV.6.1. INCIDENCIA DE LAS CUBIERTAS VEGETALES EN LOS TEJIDOS
FOLIARES DE LA VID: MACRONUTRIENTES

Para un mismo vifiedo, la caracterizacion del estado nutricional en el que se
encuentran las cepas depende tanto del tejido analizado (limbo o peciolo) como del
estado fenoldgico (floracion o envero) en el que se encuentran las cepas en el momento
del muestreo asi como de la posicién en la que se encuentre la hoja muestreada en el
pampano, presentando cada nutriente diferente respuesta a cada una de las
combinaciones tejido-estado fenoldgico (Romero et al., 2000, 2013; Garcia-Escudero et
al., 2001, 2002). Por ello, es necesario comparar las concentraciones en peso seco de los
nutrientes presentes en cada tejido con valores de referencia especificos obtenidos en
condiciones similares. En nuestro caso, los resultados obtenidos en las vides se
compararon con los niveles de referencia descritos por Garcia-Escudero et al. (2013)
tras analizar, a lo largo de once afios, material foliar procedente de 166 vifiedos de la
D.O.Ca. Rioja, de la variedad Tempranillo injertada sobre Richter-110, muestreadas en
floraciéon y en envero (Anexo Il, Tabla 1). Para poder comparar los datos, se muestred

siguiendo el mismo método que en dicha referencia.

A continuacion, se describe el estado nutricional de la vid (macronutrientes)
valorado en el tejido foliar, separando limbo y peciolo, en floracion (Tabla 1V.10) y en
envero (Tabla IV.11), para cada uno de los afios estudiados (2009-2012). Los datos se

expresan en porcentaje del nutriente sobre materia seca.

IV.6.1.1. Nitrégeno

La concentracién de N observada tanto en limbos como en peciolos en envero
(Tabla 1V.11) fue menor que la observada en floracion (Tabla 1V.10). Esto podria ser
debido a un efecto de dilucion y principalmente a la translocacién producida desde las
hojas maduras hasta los meristemos, hojas jovenes y bayas (Barker y Pilbeam, 2007) o
elementos de madera (Vivin et al., 2003). Similares resultados se observaron en
variedades como Thompson Seedless (Christensen, 1969), Chardonnay (Parejo et al.,
1992), Pinot noir (Schreiner, 2005) y Tempranillo (Romero et al., 2013), donde la
concentracion de N en los tejidos foliares fue disminuyendo conforme se iba
completando el ciclo vegetativo de la vid.
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Tabla 1V.10. Macronutrientes (N, P, K, Mg y Ca, peso seco, g 100 g ™) presentes en el tejido foliar de la vid (limbo y peciolo), determinados durante la floracion del vifiedo

para cada uno de los afios del ensayo (2009-2012) en los tres tratamientos estudiados (L: laboreo; CB: cebada y TR: trébol).

NITROGENO FOSFORO POTASIO MAGNESIO CALCIO
Limbo Peciolo Limbo Peciolo Limbo Peciolo Limbo Peciolo Limbo Peciolo
Tratamientos (g100g ™)

2009

L 3,56 0,78 0,37 0,35 0,88 1,17 0,27 0,49 2,42 172

CB 3,46 0,72 0,29 0,27 0,86 0,92 0,26 0,48 2,23 1,62

TR 3,60 0,79 0,41 0,37 0,83 1,04 0,27 0,48 2,36 1,64
2010

L 3,31 0,97 0,59 0,41 0,98 1,06 0,24 0,33 2,25 1,46

CB 2,97 0,83 0,48 0,39 0,95 1,09 0,24 0,30 2,22 1,40

TR 3,20 0,76 0,42 0,34 1,10 1,01 0,24 0,33 2,29 1,45
2011

L 3,42a 0,95a 0,62 a 0,37a 1,08 1,33 0,24 0,33 2,49 1,58

CB 2,94 b 0,69 b 0,37b 0,31b 1,02 1,34 0,23 0,32 2,49 1,50

TR 3,38a 0,96 a 0,53 a 0,35a 0,85 0,95 0,25 0,39 2,45 172
2012

L 345b 0,84 b 0,58 0,48 1,03 1,92 0,30 0,45 2,75 1,08

CB 3,39b 0,70 ¢ 0,55 0,48 1,13 2,07 0,29 0,43 2,77 2,07

TR 3,62a 0,98 a 0,65 0,48 1,01 1,51 0,30 0,43 2,67 1,75

Para cada nutriente y en cada campafia, letras diferentes entre tratamientos expresan diferencias significativas (p < 0,05 usando el test LSD). La ausencia de letras indica que no se encontraron

diferencias significativas entre tratamientos.
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Tabla IV.11. Macronutrientes (N, P, K, Mg y Ca, peso seco, g 100 g ™) presentes en el tejido foliar de la vid (limbo y peciolo), determinados durante el envero del vifiedo

para cada uno de los afios del ensayo (2009-2012) en los tres tratamientos estudiados (L: laboreo; CB: cebada y TR: trébol).

NITROGENO FOSFORO POTASIO MAGNESIO CALCIO
Limbo Peciolo Limbo Peciolo Limbo Peciolo Limbo Peciolo Limbo Peciolo
Tratamientos (g100g ™)
2009
L 2,39 0,49 0,28 0,35 0,85 1,09 0,30 0,65 3,24 2,01
cB 2,18 0,41 0,23 0,26 0,79 0,75 0,28 0,58 2,92 1,71
TR 2,27 0,46 0,28 0,32 0,96 0,82 0,29 0,61 3,17 1,79
2010
L 1,86 0,50 0,33 0,36 0,69 b 0,78 0,25 0,39 2,81 1,46 b
CB 1,83 0,43 0,31 0,33 0,90 a 0,84 0,24 0,39 3,10 1,55 ab
TR 2,05 0,44 0,24 0,23 0,87 a 0,65 0,26 0,51 2,91 1,63 a
2011
L 2,10 0,45 0,36 a 0,32a 0,84 b 1,30 0,25 0,47 3,54 1,81
CB 1,99 0,40 0,33a 0,28 a 1,16 a 1,33 0,25 0,43 3,89 1,69
TR 2,12 0,44 0,22b 021b 0,77b 0,98 0,25 0,49 3,24 1,88
2012
L 2,45 Db 0,49 ab 0,35 0,39 1,03 1,68 0,29 0,45 3,66 2,31
CB 2,35b 0,46 b 0,36 0,38 1,03 1,60 0,30 0,49 3,57 2,29
TR 2,65 a 0,52 a 0,30 0,43 1,09 1,76 0,29 0,51 3,32 2,21

Para cada nutriente y en cada camparia, letras diferentes entre tratamientos expresan diferencias significativas (p < 0,05 usando el test LSD). La ausencia de letras indica que no se encontraron

diferencias significativas entre tratamientos.
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De manera general, las concentraciones de N observadas en peciolo, tanto en
floracion como en envero, presentaron valores similares a los de los rangos establecidos
por Garcia-Escudero et al. (2013), como referencia para cv. Tempranillo (Anexo Ill,
Tabla 1). Sin embargo, las concentraciones de N en el limbo presentaron, segun el afio y
el tratamiento, alta variabilidad respecto a los rangos de referencia. Asi, en la floracién
de 2009, en los limbos de los tres tratamientos estudiados, y en el afio 2012 en el
tratamiento TR tanto en floracion como en envero, los valores de N fueron mayores que
el limite definido como “alto” por la referencia. Por el contrario, la concentracion de N
en limbos del tratamiento CB en floracién 2010 y 2011, y de los tres tratamientos en el
2010 y CB 2011 en envero, fueron menores que las definidas como “bajas” para cv.

Tempranillo en nuestras condiciones (Anexo I11, Tabla 1).

En relacion a la concentracion de N presente en los tejidos foliares de las vides
se observo, en la floracion del 2011 y 2012 (excepto en limbo 2012), tanto en limbo
como en peciolo, una disminucién con el tratamiento CB respecto a los tratamientos L y
TR (Tabla 1V.10). En el envero, la diferencia entre tratamientos no se hizo significativa
hasta el cuarto afio de ensayo, cuando la cebada presentdé menor concentracion de N,
tanto en limbo como en peciolo, respecto al tratamiento TR (Tabla IV.11). Esta
disminucién de N podria ser debida a la menor disponibilidad de N-NOj presente en el
suelo bajo el tratamiento CB (Figura 1V.7), atribuible al N asimilado por la biomasa de
la cebada (Tabla IV.7). Por el contrario, con el tratamiento TR se observé en el afio
2012, un aumento de la concentracion de N tanto en limbo como en peciolo en ambos
estados fenoldgicos, apreciandose diferencia entre el tratamiento L (mayor) y el
tratamiento CB (menor que el L) en peciolo en floracion. Este incremento de N en los
tejidos foliares de la vid con el tratamiento TR durante el Gltimo afio de ensayo, pudo
deberse al incremento del N disponible en el suelo bajo este tratamiento, debido a la
fijacién atmosférica de N realizada por las leguminosas una vez asentadas en las calles
(como se ha comentado en el Apartado 1V.3.3), y que se reflejo en el N presente en la
biomasa del trébol (Apartado 1V.5.2), lo que también observaron Hilbert et al. (2003) en

su experimento con cv. Merlot.

En cuanto al efecto provocado por las cubiertas vegetales sobre el estado N-
nutricional de la vid, en otros estudios se encontraron resultados similares al nuestro.

Asi, Ingels et al. (2005) mostraron en un vifiedo californiano, que los contenidos de N
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en el limbo y en el peciolo de cepas con un tratamiento de césped autdctono y en otro
con trébol, fueron menores que los encontrados en cepas con un tratamiento de una
mezcla de especies usadas como abono verde en las calles. También Tesic et al. (2007)
observaron en un vifiedo australiano, que el contenido de N en los tejidos foliares
disminuia después de varias campafias con las cubiertas vegetales. Ademas, estos
autores observaron en un vifiedo con clima himedo, correlaciones positivas entre el N
del peciolo muestreado en floracion y el peso del racimo (r = 0,80) vy, entre el pH del
suelo y la concentracién de N en el peciolo en envero (r = 0,77). Sweet y Schreiner
(2010) determinaron en un vifiedo de cv. Pinot noir situado en Oregdn, que los
tratamientos con cubiertas vegetales afectaron al contenido de N presente en los tejidos
foliares en floracion. En un vifiedo de cv. Merlot situado en el area viticola californiana
de Lodi, Steenwerth et al. (2013) comprobaron como en el peciolo de hojas procedentes
de vides con tratamiento de laboreo, presentaban valores de N-NOs" superiores a los del
tratamiento con cubierta vegetal de avena, e incluso a los del tratamiento que combinaba
especies leguminosas con la avena. Ademas, en los ensayos realizados por Bates et al.
(2002) con la variedad Concord en regiones consideradas de ciclo corto para las cepas,
determinaron que mas del 80 % del N absorbido por la vid durante la campafia tenia
lugar entre floracién y envero. En el caso estudiado por Hanson y Howell (1995) en
Michigan, esa mayor absorcion de N la observaron en las dos semanas previas a
floracion y maduracion. En nuestras condiciones, es en el momento en torno a la
floracién, cuando la competencia por los nutrientes del suelo con las cubiertas vegetales
es mas elevada, aunque también es mayor la disponibilidad del N, especialmente el N-

NOs’, en el suelo (Holzapfel y Treeby, 2007), como se observé en el Apartado 1V.3.3.

Por otra parte, Léhnertz (1991) y Wermelinger (1991) determinaron que la
movilizacién del N en los tejidos antes del momento de la floracién, era independiente
de los niveles de N presentes en el suelo. Asi, por su condicion de especie perenne, las
cepas mantienen una cantidad significativa de nutrientes a modo de reserva en sus
estructuras de madera vieja (Keller, 2010), por lo que los efectos competitivos que
pueden provocar las cubiertas sobre ellas no se observan de manera inmediata.
Numerosos estudios (Conradie, 1980, 1986; Lohnertz, 1991; Williams, 1991)
demostraron que entre el 20 % y el 40 % del N utilizado por las vides, durante su

periodo de crecimiento, lo obtienen de las reservas.
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Sweet y Schreiner (2010) afirmaron que el estado N-nutricional en el que se
encuentra la vid, es mejor indicador de la competencia que estan realizando las cubiertas
por los nutrientes del suelo, especialmente las gramineas, que los cambios que se
producen en el estado hidrico de la cepa, o en su crecimiento. En nuestro estudio, la
reduccion de N foliar observada con el tratamiento CB podria atribuirse a la menor
disponibilidad de N-NOj3™ presente en el suelo bajo esta cubierta vegetal, que aparece
s6lo al tercer afio de haberse implantado las cubiertas vegetales (Apartado 1V.3.3). Estos
resultados podrian explicarse por el hecho de que durante los primeros afios de ensayo,
las cepas emplearon el N que tenian como reserva en sus tejidos (tronco y raices),
manteniendo por tanto su estado N-nutricional. Sin embargo, en la tercera campafia, en
la que ya se aprecio la disminucion en la disponibilidad de N presente en el suelo
(Figura IV.7), esas reservas de N de la vid no fueron capaces de compensar el déficit de
N causado por la competencia con la cebada. Por ello, se pudieron apreciar diferencias
en el estado N-nutricional en el tratamiento con cebada respecto al del trébol y, en el

caso del peciolo en floracion, también respecto al laboreo.

1V.6.1.2. Fésforo

Al igual que lo comentado en el caso del N, el efecto de dilucion y
principalmente la translocacion producida desde las hojas maduras a los meristemos, las
hojas jovenes y bayas (Barker y Pilbeam, 2007) o a la madera (Vivin et al., 2003) a lo
largo del ciclo de la vid, hace que la concentracion de P observada en ambos tejidos
foliares muestreados en envero (Tabla 1V.11) fuera menor que la de floracién (Tabla
IV.10), como observaron otros autores en distintas variedades: Thompson Seedless
(Christensen, 1969), Chardonnay (Parejo et al., 1992) y Pinot noir (Schreiner, 2005).

Exceptuando los tres tratamientos en 2009 y 2011, y para la cubierta de trébol en
2010 en peciolo en floracion, la concentracion de P fue superior a la definida como
“alta” por Garcia-Escudero et al. (2013) para cv. Tempranillo en las condiciones de la
D.O.Ca. Rioja (Anexo I11, Tabla 1).

Respecto a la incidencia de los tratamientos en el contenido de P en limbo y
peciolo en floracion, dnicamente se encontraron diferencias significativas entre

tratamientos en el afio 2011, camparfia en la que el contenido de P del tratamiento CB
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disminuy6 respecto al de los tratamientos L y TR (Tabla IV.10). Esta circunstancia
podria asociarse a la mayor cantidad de P asimilado por la cebada en 2009, a pesar de
que en los afos siguientes las diferencias no fueran significativas entre ambas cubiertas
vegetales (Apartado 1V.5.2). En el suelo tampoco se apreciaran diferencias (Apartado
IV.4.1). Sin embargo, en el envero del afio 2011, se observd menor concentracion de P
en los tejidos foliares del tratamiento TR respecto a la de los tratamientos L y CB. En el
resto de momentos considerados, no se apreciaron diferencias significativas entre
tratamientos (Tabla IV.11).

Al igual que en nuestro ensayo, Smith et al. (2008) en un vifiedo californiano,
observaron una disminucién de P en el limbo de cepas con tratamiento de cubiertas
vegetales respecto a los niveles obtenidos con el tratamiento de laboreo. Por el
contrario, Tesic et al. (2007) detectaron en el primer afio de estudio, valores de P en
peciolo en floracion menores en el tratamiento de laboreo que en los de cubiertas. Sin
embargo, con el mismo protocolo experimental pero en otra parcela con un clima
bastante mas himedo que la anterior, no encontraron en ninguna campafia diferencias
significativas. Sweet y Schreiner (2010) obtuvieron en las hojas del tratamiento con
cubierta mixta de especies leguminosas y gramineas perennes, concentraciones de P
mayores que en las hojas provenientes de diversos tratamientos con cubiertas vegetales

y con utilizacién de laboreo.

Por tanto, no hay una clara uniformidad de resultados respecto a la competencia
por el P que puedan ejercer las cubiertas vegetales sobre el vifiedo. Bell (1994), Maigre
(2002) y Reynard et al. (2011) describieron la existencia de un antagonismo entre los
niveles de N y P en hojas. Sin embargo, nuestros datos no reflejaron este efecto, quiza
debido a los altos niveles de P que presentaban las cepas en nuestro estudio.

1VV.6.1.3. Potasio

A diferencia de lo observado para el N y el P, en el caso del K no se aprecié una
disminucién de la concentracién en envero respecto a floracién, como también
observaron Romero et al. (2013) en cv. Tempranillo, a pesar de que el K es un nutriente
altamente movil en la planta y del que las bayas son un importante sumidero de K
(Hidalgo, 2006). De hecho, Mpelasoka et al. (2003) observaron que en vendimia, los
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racimos tienen mas del 60 % del contenido total de K de la vid, por lo que se produce
una fuerte translocacion de este nutriente desde las hojas hasta las bayas maduras,
contribuyendo a definir la concentracion de azucares y de componentes de color de las
bayas, asi como de la acidez del mosto.

En general, los niveles de K en las cepas estudiadas se encontraron dentro de los
rangos marcados por Garcia-Escudero et al. (2013) para cv. Tempranillo. Sin embargo,
la tendencia tanto en limbo como en peciolo se inclind hacia niveles mas bajos que el
rango “6ptimo”, llegando en peciolo a ser menor que el “bajo” en 2009 en el tratamiento
CB (floracion y envero), y en el tratamiento TR en envero 2010 y floracién 2011. Sin
embargo, la concentracién de K en el tratamiento CB para 2011 en envero y en limbo,
fue mayor que el nivel definido como “alto” por Garcia-Escudero et al. (2013) (Anexo
[11, Tabla 1).

En cuanto al efecto provocado por los tratamientos en el contenido de K foliar
durante la floracion, en ninguno de los afios estudiados se encontraron diferencias
significativas entre tratamientos en el nivel de K, ni en limbo ni en peciolo (Tabla
IV.10). No obstante, en envero se apreciaron diferencias en 2010 y 2011 Gnicamente en
limbo. En el afio 2010, las dos cubiertas presentaron mayor concentracion de K que el
laboreo, mientras que en el 2011, la concentracion de K en el tratamiento CB fue mayor
que la presentada por los otros dos tratamientos (Tabla 1V.11). La disminucion de la
concentracion de K observada en el afio 2011 respecto al 2010 en el caso del
tratamiento TR, podria explicarse por la competencia ejercida por la cubierta de trébol
que, como Ya se ha comentado en el Apartado 1V.5.2, asimila mayor cantidad de K por
unidad de superficie que la cubierta de cebada, a pesar de que en el suelo la
concentracion de K" intercambiable bajo este tipo de cubierta aumenté con el tiempo de
estudio (Tabla IV.6).

Tampoco Sweet y Schreiner (2010), en el muestreo de limbos realizado en
envero, encontraron diferencias significativas en la concentracion de K entre el laboreo
y las diversas cubiertas vegetales estudiadas. Sin embargo, en floracién observaron
competencia de las cubiertas vegetales por este nutriente frente al tratamiento de laboreo
convencional. Asi, las concentraciones de K en limbos del tratamiento con laboreo,

fueron mayores que las de los tratamientos de cubierta vegetal espontanea, de especies
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anuales de invierno y de especies de pradera autoctonas y, de un tratamiento que
combinaba especies leguminosas y gramineas perennes. En cuanto al K muestreado en
el peciolo, Tesic et al. (2007) determinaron durante floracién, en un vifiedo con
condiciones semiaridas, una reduccion de este elemento en el mantenimiento del suelo
con cubiertas vegetales espontaneas frente al del laboreo. Sin embargo, con los mismos
tratamientos y en un vifiedo con condiciones climéaticas semihtimedas, no observaron

diferencias.

1V.6.1.4. Magnesio

Préacticamente en todos los muestreos realizados se identificaron valores de Mg
menores que los niveles definidos como “bajos” por Garcia-Escudero et al. (2013), para
la variedad Tempranillo en Rioja (Anexo Ill, Tabla 1). Posiblemente, por estos bajos
niveles de Mg presentes en las hojas, no se observé el incremento de concentracion que
apreciaron Romero et al. (2013) en cv. Tempranillo a lo largo del ciclo de la vid y que
cabria esperar de un nutriente considerado mavil en la planta (Barker y Pilbeam, 2007).

No se ha establecido efecto alguno de los tratamientos con cubiertas vegetales
sobre el Mg foliar, en ninguno de los afios y momentos fenoldgicos estudiados (Tablas
V.10 y IV.11), a pesar de la mayor presencia de Mg observada en la biomasa del trébol
conforme avanzé el ensayo (Tabla 1V.13), y de que, por otro lado, esta cubierta causara
la redistribucion del Mg de los horizontes mas superficiales del suelo hacia la superficie
(Apartado 1V.4.2). Este hecho coincidié con lo observado por Sweet y Schreiner (2010),
que tampoco encontraron diferencias entre las diversas especies de cubiertas vegetales,
tipicas de la zona de Oregdn, que implantaron en una parcela de cv. Pinot noir con el
laboreo que utilizaron como testigo. Sin embargo, Sicher et al. (1995) se percataron de
una disminucién de Mg en el peciolo en floracién, en cepas de cv. Merlot bajo
tratamiento con cubierta vegetal, frente a los niveles encontrados en las del laboreo, al
igual que ocurrié en el ensayo de Tesic et al. (2007) con un muestreo realizado en
floracién, con cubiertas vegetales espontaneas respecto al laboreo, tanto en una parcela
de cv. Pinot noir en condiciones climéticas &aridas, como en otra con mayor nivel de
humedad. Por otro lado, Tesic et al. (2007) encontraron correlaciones positivas entre el
pH del suelo y la concentracion de Mg en el peciolo en envero (r = 0,72).
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1VV.6.1.5. Calcio

La concentracion de Ca observada para ambos tejidos foliares en envero (Tabla
IV.11), mostré al contrario que lo observado en general para los otros macronutrientes,
un aumento frente a la concentracion de este nutriente determinada en floracion (Tabla

IV.10), ratificando la poca movilidad que presenta el Ca en la planta.

A pesar del pH elevado (pH > 8) y de la presencia de carbonato célcico en el
suelo de la parcela de ensayo, Unicamente en floracion de 2012 ambos tejidos en los tres
tratamientos mostraron valores mas elevados que los considerados como “altos” por
Garcia-Escudero et al. (2013) para cv. Tempranillo en Rioja, lo cual podria relacionarse
con la consideracion del Ca como nutriente poco mavil en la planta (Barker y Pilbeam,
2007). Sin embargo, en la floracién de 2011 las concentraciones de Ca, tanto en limbo
como en peciolo, se situaron dentro del rango definido como “6ptimo”, al igual que el
peciolo en envero en 2009 para los tres tratamientos. Por el contrario, con el laboreo en
envero 2010 en limbo, y en los tres tratamientos en peciolo, las concentraciones de Ca
fueron menores que el nivel definido como “bajo” para cv. Tempranillo (Anexo IlI,
Tabla 1).

Respecto al efecto causado por las cubiertas vegetales sobre la presencia de Ca
en los tejidos foliares de la vid, nicamente en el peciolo muestreado durante envero en
el afio 2010 se observaron diferencias significativas entre tratamientos, siendo mayor la
concentracion de Ca en el tratamiento TR que en el L (Tablas 1V.10 y IV.11).
Resultados similares fueron observados por Sicher et al. (1995) y Tesic et al. (2007), los
cuales no establecieron diferencias entre tratamientos con cubiertas vegetales y el
laboreo, en las concentraciones de Ca en el peciolo en floracién. De la misma manera,
Sweet y Schreiner (2010) tampoco encontraron diferencias significativas respecto al
laboreo, ni en floracion ni en envero, en la concentracion de Ca presente en los limbos

de ninguno de los seis tratamientos con cubiertas vegetales de su ensayo.

Las concentraciones de P, K, Mg y Ca en los tejidos foliares no se vieron
afectadas de forma sensible por los tratamientos de cubiertas vegetales, al igual que
ocurrié con su disponibilidad en el suelo (Apartados 1V.4.1 y 1V.4.2). Este resultado
podria indicar que las cantidades asimiladas de esos nutrientes por las cubiertas
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vegetales estudiadas, no fueron lo suficientemente importantes como para ejercer un
efecto competitivo que pudiera modificar el estado nutricional de estos nutrientes en la
vid. Ademas, como se ha observado con la bibliografia, la competencia ejercida por las
cubiertas por los macronutrientes presentes en el suelo viene condicionada por multiples
factores como son las condiciones climaticas, el vigor de la vid, el portainjerto, la
disponibilidad de nutrientes y agua en el suelo, las especies de cubiertas y el momento
en que estan activas vegetativamente, entre otros, que justifican que el efecto
competitivo de las cubiertas vegetales se manifieste con mayor 0 menor impacto sobre

el estado nutricional de la vid.

IV.6.2. INCIDENCIA EN LOS TEJIDOS FOLIARES DE LA VID:
MICRONUTRIENTES

Al igual que lo visto en el apartado anterior para el caso de los macronutrientes,
las concentraciones en las que se encuentran los micronutrientes en los tejidos foliares
de las cepas, presentan respuestas diversas a cada una de las combinaciones de tejido
analizado (limbo o peciolo) y estado fenolégico en el que son muestreados (floracién o
envero) (Robinson, 2005; Peuke, 2009). Ademas, la concentracion de cada nutriente
varia con la edad y posicion en la que se encuentre la hoja en el pAmpano (Romero et
al., 2010), por lo que resulta fundamental comparar los valores obtenidos en el ensayo
con concentraciones de referencia muestreadas en condiciones especificas similares a
las del estudio. En este apartado, los resultados se comparan con las referencias
obtenidas por Garcia-Escudero et al. (2013) para cv. Tempranillo injertado sobre
Richter-110 en la D.O.Ca. Rioja, y siguiendo el mismo método de muestreo tanto en
floracién (hojas opuestas al primer racimo) como en envero (hojas opuestas al segundo
racimo). Los valores utilizados como referencia en las condiciones anteriormente

expuestas se muestran en el Anexo I11, Tabla 2.

A continuacion, se presenta el contenido en micronutrientes determinado en el
tejido foliar, separando limbo y peciolo, en floracién (Tabla 1V.12) y en envero (Tabla
IV.13), para cada uno de los afios y tratamientos experimentales estudiados. Los datos

se expresan en mg kg™ del nutriente sobre materia seca.
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Tabla 1V.12. Micronutrientes (Fe, Mn, Zn, Cu, B y Na, peso seco, mg kg ™) presentes en el tejido foliar de la vid (limbo y peciolo), en floracion, en cada tratamiento
(L: laboreo, CB: cebada y TR: trébol) para cada uno de los afios estudiados (2009-2012).

Tratamientos

CB
TR

CB
TR

CB
TR

CB
TR

HIERRO

Limbo

104,16
89,28
137,03

64,98
71,12
67,05

91,22
76,72
92,94

118,51
153,75
116,79

Peciolo

27,94
19,23
23,88

8,72
15,69
10,83

30,94
33,62
32,78

15,30
17,10
17,88

MANGANESO ZINC (6{0]2] 3= BORO SODIO
Limbo Peciolo Limbo Peciolo Limbo Peciolo Limbo Peciolo Limbo Peciolo
(mg kg )
2009
107,95 31,75 22,61 25,25 13,15 7,37 78,62 41,19 34,57 71,62
101,90 35,39 21,40 20,19 16,58 6,98 76,43 39,14 44,16 66,10
104,36 33,68 23,28 27,40 15,71 7,92 79,36 41,75 40,45 56,34
2010
212,83 36,66 37,85 30,67 15,45 9,33b 73,96 50,28 a 29,79 31,78b
248,79 44,43 41,85 33,93 18,54 10,67 a 66,76 41,17b 63,47 50,02 a
256,31 53,46 38,84 29,79 14,15 8,04¢c 61,79 39,35b 72,43 56,20 a
2011
99,23 28,61 22,82 24,54 15,62 9,40 60,21 41,47 87,11 59,12 b
118,83 36,01 21,97 20,90 14,45 8,21 56,50 41,06 61,28 46,27 C
123,17 44,98 22,88 23,44 13,53 9,80 62,48 41,48 57,89 75,42 a
2012
206,80 60,32 34,59 32,89 15,75 7,98 66,17 41,99 a 58,18 a 70,24
271,59 78,33 37,11 32,62 18,22 8,83 63,14 37,61b 36,16 ab 63,93
247,84 69,69 36,18 30,83 16,16 8,65 66,12 38,62b 26,05 b 47,49

Para cada nutriente y en cada campafia, letras diferentes entre tratamientos expresan diferencias significativas (p < 0,05 usando el test LSD). Si no se muestran letras, es que no hay diferencias

significativas entre tratamientos.
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Tabla 1V.13. Micronutrientes (Fe, Mn, Zn, Cu, B y Na, peso seco, mg kg ™) presentes en el tejido foliar de la vid (limbo y peciolo), en envero, en cada tratamiento
(L: laboreo, CB: cebada y TR: trébol) para cada uno de los afios estudiados (2009-2012).

Tratamientos

CB
TR

CB
TR

CB
TR

CB
TR

HIERRO

Limbo

119,49
110,22
115,72

81,24
100,05
90,62

102,68
111,39
107,35

95,62
96,74
96,29

Peciolo

21,65
14,40
17,58

24,95
27,29
26,91

26,33
23,25
24,92

22,48
21,11
22,45

MANGANESO ZINC COBRE BORO
Limbo Peciolo Limbo Peciolo Limbo Peciolo Limbo Peciolo
(mg kg ™)

2009
116,27 36,84 20,40 33,00 554,50 44,62 44,64 32,90 a
140,51 53,97 20,14 25,07 422,82 30,59 42,95 29,26 b
135,60 45,41 22,41 31,53 395,54 35,15 48,33 30,17 b
2010
248,34 33,43 45,00 38,14 10,88 3,96 58,93 39,43 b
267,70 37,20 45,84 36,00 13,37 3,68 58,63 3281c
274,92 46,70 36,61 27,41 10,86 3,68 57,88 49,13 a
2011
101,05 16,53 19,22 26,29 553,59 66,13 38,83 ab 29,18
152,64 30,80 21,10 32,18 614,07 53,58 44,76 a 28,08
131,17 37,04 19,85 32,68 564,87 58,74 32,22b 27,21
2012
221,18 46,89 30,74 37,45 8,89 6,63 54,45 35,66
235,74 61,34 31,60 40,75 8,71 6,06 49,48 35,75
244,39 59,43 30,06 43,70 9,64 3,89 50,81 38,06

SODIO

Limbo

75,06
67,63
87,16

65,63
71,93
66,56

39,07
37,99
36,52

Peciolo

105,81 a
38,04 b
33,50 b

93,22
99,15
116,38

107,74
107,61
103,76

57,99
62,78
90,98

Para cada nutriente y en cada campafia, letras diferentes entre tratamientos expresan diferencias significativas (p < 0,05 usando el test LSD). Si no se muestran letras, es que no hay diferencias

significativas entre tratamientos.
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1VV.6.2.1. Hierro

La concentracién de Fe medida en los tejidos foliares en los cuatro afios de
estudio, mostré variabilidad a lo largo del ciclo, al igual que ocurrié en el estudio con
cv. Tempranillo que realizaron Romero et al. (2013) en Rioja. Sin embargo, Schreiner
(2005) encontrd que la concentracion de Fe determinada en tejidos foliares, era mayor

en envero que en floracion en diversos vifiedos de la variedad Pinot noir.

En floracién, unicamente la concentracion de Fe determinada en los limbos del
tratamiento L en 2009, en L y TR en 2012, ademas de la del tratamiento TR durante
2009 en peciolo (Tabla 1V.12), se encontraron dentro del rango definido como “6ptimo”
por Garcia-Escudero et al. (2013). Las concentraciones de Fe estimadas en envero en
los peciolos muestreados en todos los tratamientos en los afios 2010 y 2011 (Tabla
IV.13) también se encontraban en el rango “Optimo” definido para cv. Tempranillo
(Anexo Ill, Tabla 2). En la floracion del 2010, en el limbo y peciolo de los tres
tratamientos, en el tratamiento CB en 2011 en limbo y en peciolo en 2012, las
concentraciones de Fe fueron menores que las de la referencia definida como “baja”.
Sin embargo, los tratamientos de las cubiertas presentaron en peciolo en 2011, valores
de concentracion de Fe mayores que los definidos como “altos” por Garcia-Escudero et
al. (2013). En envero, el peciolo de los tratamientos con las dos cubiertas en 2009, el
limbo de los tratamientos L y TR en 2010 y el limbo de los tres tratamientos en 2012,
presentaron concentraciones de Fe menores que el nivel “bajo” de la referencia. Asi, a
pesar de encontrar en momentos concretos valores “bajos” de Fe en las plantas, y de que
la vid es un cultivo con una determinada sensibilidad a la falta de este nutriente, no se

observaron sintomas de clorosis asociados a Fe en las plantas del estudio.

Respecto a la incidencia de los tratamientos en el contenido Fe-nutricional, en
ninguno de los cuatro afios de ensayo los tejidos foliares estudiados mostraron
diferencias significativas entre tratamientos, ni en floracion ni en envero (Tablas 1V.12
y 1V.13, respectivamente), a pesar de que como se ha visto en el Apartado 1V.5.3, en el
afio 2011 la cebada absorbi6 mayor cantidad de Fe del suelo que el trébol. Este
resultado coincidié con los de Tesic et al. (2007) y Sweet y Schreiner (2010), que
tampoco encontraron diferencias significativas respecto al laboreo en el nivel de Fe

190



presente en floracion en el peciolo, y en limbos en floracién y envero, en ninguna de las

parcelas con cubiertas vegetales que estudiaron.

IV.6.2.2. Manganeso

En relacion a la evoluciéon del Mn en la planta, se aprecié en el caso de los
limbos, un aumento de su concentracion desde floracion (Tabla 1V.12) hasta envero
(Tabla 1V.13). Ahora bien, en los peciolos la variabilidad fue mayor, como también

observaron Romero et al. (2013) en su estudio de cv. Tempranillo en Rioja.

En general, la concentracion de Mn se situd por encima de los niveles definidos
como “altos” por Garcia-Escudero et al. (2013). Es el caso de la concentracién en
floracién de limbo y de peciolo en 2010 y 2012 para los tres tratamientos y, en limbo en
2011 para los dos tratamientos con cubiertas vegetales (Tabla 1V.12), asi como en
envero para el limbo en 2010 y en 2012 en los tres tratamientos (Tabla 1V.13). Por su
parte, el nivel de Mn en envero del afio 2011 en el tratamiento L, fue menor que el
“bajo” dado por la referencia (Anexo Ill, Tabla 2).

Considerando el efecto provocado por los tratamientos con cubiertas sobre el
contenido foliar de Mn, no se observaron diferencias significativas (Tablas 1V.12 y
IV.13). Este resultado es similar al encontrado por Sweet y Schreiner (2010) en los
ensayos realizados en Oregon con cv. Pinot noir, donde tampoco detectaron diferencias
significativas en los limbos entre el laboreo y los distintos tratamientos con cubiertas
vegetales (cubierta vegetal espontdnea, cubierta de especies anuales de invierno,
cubierta de especies autdctonas de pradera y cubierta de gramineas autéctonas, cubierta
de tréboles mixtos y un tratamiento donde combinaban leguminosas y gramineas
perennes). Asimismo, los resultados de Tesic et al. (2007) coincidieron con los
nuestros, puesto que estos autores tampoco encontraron diferencias significativas en la
concentracion de Mn en los peciolos de las cepas de cv. Chardonnay al comparar el
tratamiento de cubierta vegetal espontanea y el de laboreo, estudiados en dos parcelas

australianas con condiciones climaticas distintas.
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1VV.6.2.3. Zinc

La evolucion observada en la concentracién del Zn a lo largo del ciclo de la vid,
mostrd diferencias segun el tejido analizado. En limbo tendié a disminuir en el envero
(Tabla 1V.13) frente a la floracion (Tabla 1V.12) y, en peciolo por el contrario, a
aumentar. Christensen (1984) observé ligeros incrementos en la concentracion de Zn

desde floracion hasta envero.

Al igual que para el Mn, las concentraciones de Zn presentes en los tejidos
foliares estudiados fueron, en la mayoria de los casos, mayores que el valor de la
referencia definido como “alto” (Anexo 111, Tabla 2; Tablas 1V.12 y IV.13).

Considerando la posible incidencia de las cubiertas vegetales sobre el Zn
presente en los tejidos foliares, cabe decir que no se apreciaron diferencias significativas
entre los tratamientos (Tablas 1VV.12 y 1V.13). Similar respuesta obtuvieron Tesic et al.
(2007) para el peciolo en floracion en cubiertas vegetales respecto al laboreo. Sin
embargo, para Sweet y Schreiner (2010) fue en el Unico micronutriente para el que
observaron en limbo, y en ambos estados fenoldgicos muestreados (floracién y envero),
diferencias entre tratamientos al tercer afio de ensayo. Asi, en floracién los tratamientos
de laboreo y de cubierta con césped autoctono de su ensayo en un vifiedo de cv. Pinot
noir, presentaron valores de Zn mayores que los mostrados por los tréboles. Asimismo,
en envero el laboreo también presentd valores de este nutriente mayores que los
estimados para el tratamiento mixto de tréboles y gramineas, o que el de vegetacién
espontanea.

1VV.6.2.4. Cobre

Por lo general, la concentracion de Cu en los tejidos foliares mantuvo niveles
descendientes desde floracién hasta envero. Ahora bien, la aplicacién de productos
fitosanitarios a base de Cu (como se aprecia en los datos de envero de 2009 y de 2011
de la Tabla IV.13) supuso un incremento tanto en la concentracion como en la
variabilidad del Cu presente en las muestras, alterando su concentracién con fines de
diagndstico nutricional, al igual que les sucedié a Romero et al. (2013) en su estudio

con cv. Tempranillo en Rioja.
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En floracion, las concentraciones obtenidas en los cuatro afios de estudio para
los tres tratamientos en el limbo (excepto en el tratamiento CB en 2010 y 2012), y en el
peciolo en 2010, 2011 y en 2012 en los tratamientos CB y TR, se encontraron dentro del
rango definido por Garcia-Escudero et al. (2013) como “6ptimo” (Anexo Ill, Tabla 2).
Sin embargo, en el caso del envero los valores del 2009 y 2011 fueron claramente
influenciados por la aplicacion en las cepas de algun tratamiento fitosanitario a base de
Cu y, de ahi que las concentraciones estimadas para realizar el diagndstico Cu-
nutricional fueran mucho mayores, especialmente en limbo, que el nivel definido como
“alto” en la referencia. Por su parte, los datos de concentracién de Cu en peciolo en
2010 y 2012 fueron mucho menores que los definidos como “bajo” por la referencia
(Anexo Ill, Tabla 2; Tablas V.12 y IV.13).

El efecto de las cubiertas vegetales sobre la concentracion de Cu en los tejidos
foliares mostré diferencias significativas entre tratamientos Unicamente en la
concentracion de Cu en peciolo medida en floracion de 2010. Asi, la concentracion de
Cu fue mayor en el tratamiento CB respecto al L, y en éste mayor que en el tratamiento
TR (Tabla 1V.12). Esta circunstancia pudo estar relacionada con el hecho de que en el
afo 2010 se detectara una menor concentracion de Cu en la biomasa de la cebada y, por
tanto, la competencia por este nutriente fuera menor que en el tratamiento con trébol
(Tabla 1V.8). Del mismo modo, en una parcela de clima semiarido australiano, Tesic et
al. (2007) observaron niveles de Cu en peciolo mayores en el tratamiento de cubierta
vegetal espontanea que en el laboreo. Por otra parte, la falta de diferencias significativas
constatadas entre tratamientos en relacion a la concentracion de Cu presente en los
limbos, coincidi6 con lo obtenido en Oregdn por Sweet y Schreiner (2010) en su estudio
con seis cubiertas vegetales de distintas especies autdctonas y el laboreo.

1V.6.2.5. Boro

La concentracion de B a lo largo del ciclo vegetativo de la vid siguio la
tendencia observada para la mayoria de los nutrientes anteriormente analizados, con
niveles decrecientes de Cu en tejidos los foliares desde floracion (Tabla 1V.12) hasta
envero (Tabla IV.13). Esta situacion coincide con la evolucion aportada por Romero et
al. (2013) para cv. Tempranillo en Rioja, con un incremento de concentracion foliar de
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Cu hasta cuajado, especialmente en limbos, momento a partir del cual comienza su

declive hasta envero.

Asi como el limbo en floracion presentd en todos los tratamientos, excepto en la
campafa 2009 y con el tratamiento L en 2010, concentraciones de B definidas como
“Optimas” para cv. Tempranillo por la referencia (Garcia-Escudero et al., 2013), en el
envero de 2010 y 2012, las concentraciones de B se encontraron por encima del valor
“alto”. En el caso del peciolo y durante la floracion, muchas de las concentraciones de B
analizadas se encontraron dentro del rango “6ptimo”. Sin embargo, en envero hubo
concentraciones en los tratamientos CB y TR 2009 y en los tres tratamientos en 2011,

por debajo del limite definido como “bajo” (Anexo Ill, Tabla 2; Tablas 1V.12 y 13).

La influencia de las cubiertas vegetales sobre el nivel nutricional de B se mostrd
de manera desigual segun el tejido foliar analizado. En limbos Gnicamente se apreciaron
diferencias significativas en el envero de la campafia 2011, momento en el que el
tratamiento CB alcanz6 mayor concentracion de B que el tratamiento TR (Tabla 1V.13).
En el peciolo se observaron diferencias en floracion de las campafias 2010 y 2012
(Tabla 1V.12), siendo mayor la concentracion presentada en el tratamiento L que en los
de las cubiertas vegetales, al igual que ocurrié en el envero de 2009. Por su parte, en
envero de 2010 hubo diferencias significativas entre los tres tratamientos, con
concentraciones superiores de B en el tratamiento TR y menores en el tratamiento CB,
presentando el laboreo valores intermedios entre ambas cubiertas. En el muestreo de
floracion realizado por Smith et al. (2008) en un vifiedo californiano de cv. Chardonnay
con riego, encontraron niveles de B en el limbo de cepas con distintos tratamientos de
cubiertas vegetales (de centeno (S. cereale L.), de maduracién temprana y cubierta de
maduracion tardia, con triticale) menores que en aquellas cepas en las que se utilizaba el
laboreo. Por su parte, Sweet y Schreiner (2010) obtuvieron en cepas de cv. Pinot noir en
Oregoén, diferencias significativas unicamente en limbo en envero, siendo mayor la
concentracion de B encontrada con el laboreo que la que presentaba la cubierta vegetal
espontanea o la cubierta con especies autoctonas de pradera. Sin embargo, en los
peciolos estudiados por Tesic et al. (2007) en floracién, no hubo diferencias

significativas entre el tratamiento con cubierta vegetal espontanea y el laboreo.
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1VV.6.2.6. Sodio

Respecto a las concentraciones de Na en hojas, se observé cierta variabilidad
entre los dos momentos fenolégicos considerados, durante los cuatro afios de estudio,
sin seguir un patron claro de aumento o disminucion entre ambos momentos del ciclo
(Tablas 1V.12 y IV.13).

Apenas se ha estudiado el efecto que provocan las cubiertas vegetales sobre los
niveles Na-nutricionales que presenta la planta. Garcia-Escudero et al. (2013) no han
tenido en cuenta este nutriente, por lo que no disponemos de niveles de referencia para
cv. Tempranillo en nuestras condiciones con los que poder comparar los datos

obtenidos.

En floracion, las diferencias de Na fueron significativas en la campafia 2012
entre los tratamientos L y TR, con menor concentracion en los limbos de la cubierta
vegetal (Tabla 1V.12). Las concentraciones de Na en limbo durante el envero del 2009
no se pudieron analizar correctamente debido a un error en el laboratorio de andlisis. En
el resto de camparias estudiadas, y considerando el envero, no se establecieron en limbo
diferencias significativas entre tratamientos (Tabla 1V.13). En cuanto a los valores de
Na en los peciolos en floracion, las diferencias entre tratamientos resultaron
significativas en los afios 2010, 2011 y 2012, aunque con un grado de significacion
distinto en cada caso. En 2010, el laboreo present6 menor concentracion de Na que las
cubiertas vegetales, mientras que en 2011 la concentracion de Na en el tratamiento TR
fue mayor que en el L, y éste a su vez mayor que en el tratamiento CB. En el afio 2012,
los peciolos del tratamiento L presentaron una concentracion de Na significativamente
mayor que la cubierta de trébol. La mayor absorcion de Na observada por parte del
trébol en los afios 2010 y 2011 (Tabla 1V.12), los méas secos del ensayo, circunstancia
que no se tradujo en una menor absorcidn de este nutriente por parte de la vid, hace
pensar que las diferencias observadas en la biomasa de las cubiertas podrian ser debidas
a la diferente necesidad y asimilacion de Na que presenta cada especie. También Tesic
et al. (2007) encontraron en una parcela australiana niveles de Na menores en el peciolo
muestreado en floracién en las cepas de cv. Chardonnay con laboreo que en las del
tratamiento con cubierta vegetal espontanea, aunque Unicamente fueron significativos

en el segundo afio de ensayo.
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No son muchos los estudios que analizan el efecto de las cubiertas vegetales
sobre el estado nutricional de las plantas y, los que lo hacen, por lo general, se centran
en los macronutrientes analizados en un Gnico momento fenoldgico, y en un UGnico
tejido foliar. La diversidad de resultados encontrados en nuestro ensayo al estudiar la
concentracion de micronutrientes en dos momentos fenoldgicos distintos y en dos
tejidos foliares, muestra la complejidad que supone la obtencion de conclusiones de los
efectos provocados por las cubiertas vegetales en el vifiedo. Sin embargo, a pesar de
esta diversidad, las diferencias significativas de los micronutrientes asimilados por las
plantas en los tratamientos estudiados fueron escasas, lo cual podria indicar que la
competencia ejercida por parte de las cubiertas vegetales sobre los nutrientes presentes
en el suelo, no fue lo suficientemente determinante como para ejercer un efecto que

pudiera modificar el estado nutricional de estos nutrientes en la vid.

IV.7. INFLUENCIA DE LAS CUBIERTAS VEGETALES EN EL
DESARROLLO VEGETATIVO DE LA CEPA Y EN LAS EXPORTACIONES
DE NUTRIENTES

IV.7.1. INCIDENCIA EN LOS PARAMETROS DE CRECIMIENTO:
LONGITUD DE PAMPANOS Y NIETOS, Y PESO SECO DE PAMPANOS, HOJAS
Y RACIMOS

IVV.7.1.1. Desarrollo de pAmpanos y nietos

En este apartado se discute el efecto de las cubiertas vegetales en la longitud
media de los pAmpanos y de los nietos (brotes secundarios), medida tanto en floracion
como en envero, durante las cuatro campafas viticolas consideradas (Tabla 1V.14). El
efecto provocado por las cubiertas vegetales sobre el desarrollo vegetativo de las cepas,
determinado mediante el crecimiento longitudinal de los pAmpanos principales y nietos,
se aprecid Unicamente en la campafia 2011 en los nietos durante floracion (Tabla
IV.14). En este momento, las cepas con los tratamientos L y TR presentaron mayor
longitud media de nietos respecto al tratamiento CB. Este comportamiento podria estar
relacionado con la menor disponibilidad de N que presentaba el suelo bajo la cubierta de
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cebada por efecto de su competencia, que pudo afectar al desarrollo vegetativo de las

cepas.

Tabla 1V.14. Longitud media (cm) de pampanos y nietos medida en floracion y envero en cada

tratamiento (L: laboreo, CB: cebada y TR: trébol) para cada uno de los afios estudiados (2009-2012).

LONGITUD MEDIA (cm)
FLORACION ENVERO

Tratamientos Pampanos Nietos Pampanos Nietos

Para cada campafia, letras diferentes entre tratamientos expresan diferencias significativas (p < 0,05 usando el test
LSD). La ausencia de letras indica que no existieron diferencias significativas entre tratamientos.

En el muestreo de envero, no se apreciaron diferencias significativas entre los
tratamientos. Tal circunstancia pudo ser debida a que en este momento del ciclo de la
vid, las cubiertas ya estaban agostadas o a punto de hacerlo, por lo que sus necesidades
nutricionales eran minimas, permitiendo a las vides asimilar el agua y los nutrientes
disponibles en el suelo. Para entonces, las cepas probablemente estaban préximas a la
parada de crecimiento vegetativo y pendientes de las necesidades de demanda del
desarrollo y maduracién de las bayas (Figura 111.24). Sommer y Clingeleffer (1995)
argumentaron que la disponibilidad de agua previa al momento del envero afecta al

crecimiento de los pampanos y a la superficie foliar de las cepas, apreciandose mas
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estos efectos en climas muy aridos. Sin embargo, si la diferencia en la disponibilidad de
agua se da una vez que el crecimiento se ha completado, las diferencias en la longitud
de los pAmpanos podrian ser despreciables. Por otro lado, Tan y Crabtree (1990) y Tesic
et al. (2007) evidenciaron reducciones en la longitud de los pAmpanos de cepas con
tratamientos de cubiertas vegetales (utilizando césped y cubierta vegetal espontanea,
respectivamente), comparandolas con el laboreo. De acuerdo a la hipotesis de la
disponibilidad N-nutricional del suelo, Tesic et al. (2007) observaron la existencia de
una correlacién entre la longitud del pampano y el contenido de N en el peciolo en
floracion, en dos parcelas de cv. Chardonnay en Australia. Para los dos afios
muestreados obtuvieron una R? de 0,67 y de 0,74, respectivamente, en la parcela de

clima himedo, y una R? de 0,44 y de 0,64 en la parcela de secano.

IV.7.1.2. Peso seco de pampanos, hojas y racimos

Como medida complementaria al crecimiento longitudinal de los pampanos, se
determind el efecto provocado por los tratamientos sobre el peso seco de los 6rganos
aéreos de crecimiento anual de las cepas. En la Tabla V.15, se presentan los resultados
del peso seco de pampanos, hojas y racimos determinados en floracion y envero, en
cada uno de los tratamientos estudiados (L: laboreo, CB: cebada y TR: trébol) durante
los cuatro afios de ensayo. En floracién, las diferencias fueron significativas para el peso
seco de los pampanos en 2010, con valores menores en el tratamiento TR respecto al
tratamiento CB, e intermedios en el L (Tabla 1V.15). Esta reduccion de peso encontrada
en los pampanos del tratamiento TR puede estar relacionada con la competencia
ejercida por la cubierta vegetal durante las fases previas a la floracion, que dificultaria el
engrose de los pampanos de las cepas, si bien la longitud de los mismos no se vio
afectada, como ya se ha comentado en el apartado anterior (Tabla 1VV.14). Por otro lado,
en cuanto al peso de la biomasa foliar, las diferencias Unicamente fueron significativas
en floracién del afio 2011, con menor peso en las cepas de los tratamientos de cubiertas
vegetales respecto a las del tratamiento L. En los racimos no se observaron diferencias
de peso entre tratamientos, ya que en floracion apenas estaban desarrollados.
Coincidiendo con los datos de crecimiento en longitud (Tabla 1V.14), durante el envero
tampoco se observaron diferencias significativas entre tratamientos en los pesos de

pampanos, hojas o racimos (Tabla 1V.15).
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Tabla 1V.15. Peso seco de pampanos, hojas y racimos (kg ha™) determinados en floracién y envero en

cada tratamiento (L: laboreo, CB: cebada y TR: trébol) para cada uno de los afios estudiados (2009-2012).

PESO SECO
FLORACION ENVERO

Pampanos Hojas Racimos Pampanos Hojas Racimos
Tratamientos (kg ha) (kg ha®)

759,75

744,03 1397,65

676,56 689,63 39,81 1597,69  1551,05 2323,23

711,78 639,67 42,26 1480,48  1429,77 1763,44
2010

766,78 ab 691,68 30,20 2031,76 ~ 1538,77  3499,53

901,61 a 790,51 27,60 1800,78  1319,53 2476,20

631,77 b 676,70 35,95 1666,95  1341,23 2635,78
2011

1092,46 1003,01 a 53,17 1508,04  1399,04 2341,32

852,15 802,67 b 43,27 1839,42  1458,42 2512,02

913,83 849,42 b 45,61 1722,15  1304,53 2817,73
2012

798,23 767,99 36,84 1834,31  1566,03 2873,89

828,33 720,09 41,18 154258  1342,03 2547,32

701,56 671,56 31,77 1918,30  1793,69 1901,98

Para cada 6rgano, en cada momento fenoldgico y campafia, letras diferentes entre tratamientos expresan diferencias
significativas (p < 0,05 usando el test LSD). La ausencia de letras indica que no existieron diferencias significativas

entre tratamientos.

Zabadal y Dittmer (2001) encontraron que hubo incrementos de peso de
pampanos y crecimiento de raices cuanto mayor era el area de suelo libre de cubierta
vegetal alrededor de las cepas. Es decir, comparando plantas con grandes areas libres de
vegetacion a su alrededor (152 cm de didmetro), con cepas cuyos suelos estaban
totalmente cubiertos de vegetacién, éstas presentaron reduccion en el peso seco de
pampanos de hasta cinco veces las del laboreo. Hatch et al. (2011) llegaron a resultados
similares en un estudio con cepas jovenes en las que las cubiertas crecian Unicamente en
las filas del vifiedo. Tan y Crabtree (1990) observaron que tanto una cubierta perenne de
centeno (S. cereale L.) que fue segada como otra que no lo fue, redujeron el contenido
total de nutrientes foliares en la vid debido a que las vifias de esos tratamientos tuvieron

menor biomasa total que las del laboreo.
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Estos resultados estarian relacionados con la disponibilidad de agua y nutrientes
presentes en el suelo, que resultan fundamentales para el correcto desarrollo y
crecimiento de las raices y de la parte aérea de la vid. Asi, en funcion del grado de
homogeneidad de la cubierta en la calle, del &rea de suelo que ocupe y de su capacidad
de exploracién y necesidad de absorcion de agua y nutrientes del suelo, variard la

competencia ejercida y, por tanto, el crecimiento de la cepa.

IV.7.2. INCIDENCIA EN LAS EXPORTACIONES: MACRONUTRIENTES

En este apartado se discute el efecto de las cubiertas vegetales en el contenido de
macronutrientes (N, P, K, Mg y Ca) presentes en las exportaciones de la vid,
separandolos por 6rganos renovables (pampanos, hojas y racimos), en floracion (Tabla
IV.16) y en envero (Tabla IV.17), para cada uno de los afos estudiados (2009-2012).

Los datos se expresan en kg ha™ del elemento sobre materia seca.

La presencia de cubiertas vegetales en el suelo no afecté de forma significativa
al N presente en los 6rganos aéreos de las plantas en los afios estudiados, ni en floracién
ni en envero (Tablas 1V.16 y 1V.17). Sin embargo, se observd una tendencia a un
contenido de N menor por parte de las cepas del tratamiento CB (excepto en el afio 2010
en pampanos y hojas). Esta disminucion del N podria atribuirse al efecto de
competencia ejercido por la cebada, relacionado con el N presente en su biomasa aérea
(Tabla 1V.7). Por el contrario, en el caso del trébol, los primeros afios se aprecié una
ligera competencia por el N pero en el dltimo afio de ensayo, si bien no de manera
significativa, se aprecié un ligero aumento del N, debido probablemente al nivel mas
elevado de N presente en el suelo con esta cubierta vegetal (Figuras IV.6 y 1V.7). Por lo
general, a pesar de que las cepas asimilaron cantidades de N diferentes entre
tratamientos, en la determinacion de las exportaciones se constato que existia una gran
variabilidad entre cepas, que hace que las diferencias entre tratamientos no lleguen a ser

significativas.

No se han encontrado trabajos en la bibliografia que hayan estudiado las
exportaciones de la vifia con tratamientos de laboreo y cubiertas vegetales, por lo que no
se han podido comparar nuestros resultados con los de otros autores. Por otro lado,
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segun Castelan-Estrada (2001), la biomasa de los sarmientos se correlaciona con el
contenido de C y las reservas de N, que a su vez se correlacionan con las reservas de
carbohidratos y de N de los 6rganos perennes (tronco y raices). Ademas, Conradie
(1986) y Zapata et al. (2004) observaron que, entre la fase de brotacion y la de
floracion, el crecimiento de los pampanos depende principalmente de la movilizacion de
las reservas de almidén y de N acumuladas durante la campafia anterior, particularmente
en el periodo de postvendimia. La fase de maxima absorcion de N del suelo por parte de
la vid se produce entre floracion y envero, por lo que segun Wermelinger y Koblet
(1990) y Holzapfel y Treeby (2007), es en este periodo en el que tanto los pAmpanos
como las hojas y los racimos se convierten en fuertes sumideros de N. Por tanto, las
diferencias que pudieran darse entre tratamientos en la biomasa en peso seco de
pampanos y absorcion de N en un afio, estarian relacionadas con las diferencias
encontradas en la postvendimia del afio anterior en la biomasa de los sarmientos, como
indicaron Ripoche et al. (2011).

En el caso del efecto provocado por las cubiertas sobre el P presente en los
drganos aéreos, en floracion se observaron, tanto en el pampano como en las hojas,
diferencias significativas en el afio 2010, siendo el tratamiento CB el que marco la
diferencia respecto al tratamiento TR (con valor intermedio del tratamiento L en el caso
de los pAmpanos), al contrario de lo que cabria esperar tras lo observado en los analisis
foliares durante esos primeros afos de ensayo (Tabla 1V.10). Por su parte, y en las hojas
de 2011 en floracién, se observd esa reduccion de P con el tratamiento CB respecto al
de trébol y al tratamiento L, que fue el que presenté mayor nivel de P (Tabla IV.16).
Los racimos no mostraron diferencias de P entre tratamientos durante el muestreo
realizado en floracion. Por su parte, en el envero de la campafia 2011, el tratamiento TR
alcanz6 menor concentracion de P en las hojas que los otros dos tratamientos. No
obstante, las diferencias no fueron significativas en ninguna otra campafia ni 6rgano
estudiado (Tabla IV.17).
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Tabla 1V.16. Macronutrientes (N, P, K, Mg y Ca, kg ha™) analizados en los p&mpanos, hojas y racimos muestreados en cada tratamiento (L: laboreo, CB: cebada y TR:

trébol) durante la floracion de cada uno de los afios estudiados (2009-2012).

Tratamientos

CB
TR

CB
TR

CB
TR

CB
TR

Nitrogeno

8,43
6,46
6,50

9,19
10,60
7,67

11,98
8,62
11,28

9,90
8,94
10,36

1,85
1,47
1,25

2,10b
2,64a
1,42 ¢

2,87
2,13
2,56

2,26
2,22
2,05

PAMPANOS

Fésforo Potasio

12,05
8,98
9,31

12,70b
16,99a
9,98 b

18,32
14,94
15,64

14,65
14,25
12,95

Magnesio

0,91
0,75
0,76

0,87b
1,14 a
0,72b

1,08
0,98
1,05

0,92
0,88
0,91

Calcio

3,27
2,58
2,63

3,77ab
4,64 a
2,83b

4,43
4,26
4,03

3,69
3,44
3,45

25,56
22,72
22,50

24,14
26,30
23,80

33,98
23,86
30,91

27,30
24,73
26,20

Nitrégeno Fdsforo

3,27
2,75
2,01

2,77ab
3,61la
2,43 b

521a
2,90c
3,69b

3,88
3,33
3,14

HOJAS
Potasio
(kg ha™)

2009

9,64
8,78
7,79
2010
10,19
12,82
8,98
2011
14,04
12,22
11,97
2012
10,26
9,59
8,92

Magnesio

1,95
1,79
1,59

1,90
1,66
1,37

2,17
1,66
1,84

1,89
1,65
1,53

Calcio

14,74
13,06
10,61

10,49
13,45
10,91

18,47a
13,02b
13,88b

14,96
13,32
11,34

Nitrégeno Fdsforo

1,07
0,94
0,97

0,90
0,77
1,02

1,40
1,00
1,27

1,08
1,12
0,99

0,19
0,17
0,15

0,16
0,14
0,16

0,27
0,20
0,23

0,19
0,20
0,15

RACIMOS
Potasio

0,89
0,76
0,80

0,83
0,77
0,93

1,45
1,16
1,06

1,00
1,03
0,78

Magnesio Calcio

0,08
0,08
0,08

0,06
0,06
0,06

0,11
0,09
0,09

0,07
0,07
0,05

0,31
0,28
0,26

0,30
0,26
0,30

0,47
0,42
0,38

0,29
0,32
0,22

Para cada nutriente, en cada campafia, letras diferentes entre tratamientos expresan diferencias significativas (p < 0,05 usando el test LSD). La ausencia de letras indica que no existieron

diferencias significativas entre tratamientos.
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Tabla 1V.17. Macronutrientes (N, P, K, Mg y Ca, kg ha™) analizados en los p&mpanos, hojas y racimos muestreados en cada tratamiento (L: laboreo, CB: cebada y TR:

trébol) en el envero de cada uno de los afios estudiados (2009-2012).

PAMPANOS HOJAS RACIMOS
Nitrégeno Fdsforo Potasio Magnesio Calcio Nitrégeno Fosforo Potasio Magnesio Calcio Nitrégeno Fdsforo Potasio Magnesio Calcio
Tratamientos (kg ha'h)
2009
L 7,91 2,46 13,69 1,82 6,00 32,88 2,95 13,51 4,31 27,55 25,22 4,91 36,45 2,45 8,18
cB 9,11 2,93 14,69 1,81 6,68 42,38 4,11 18,25 4,35 31,47 32,10 5,92 42,05 2,82 9,72
TR 7,74 2,16 13,81 1,65 5,82 37,01 2,75 13,45 4,95 28,98 21,54 3,70 27,47 2,30 7,52
2010
L 9,76 2,49 17,43 2,14 10,88 33,93 4,01 13,66 4,43 41,00 23,16 5,36 50,62 2,21 5,57
CB 8,40 1,88 13,24 1,92 8,97 30,03 3,05 13,11 4,35 31,01 14,52 3,36 30,80 1,55 4,03
TR 8,23 1,55 9,97 1,77 7,81 32,69 2,31 11,23 4,04 32,44 17,95 3,73 35,32 1,78 4,49
2011
L 7,37 2,01 14,33 1,58 8,57 31,57 3,69a 17,02a 3,80 32,84 16,17 3,63 32,66 1,53 4,50
cB 8,32 1,93 12,84 2,08 9,59 32,65 3,77a  17,65a 3,97 33,70 14,70 3,25 29,32 1,49 4,24
TR 8,77 1,92 14,35 2,30 10,28 31,38 2,36 b 11,82b 3,71 30,46 20,17 3,95 37,18 1,71 4,39
2012
L 9,38 2,80 20,23 1,92 11,46 40,56 4,91 22,72 4,23 44,65 22,68 5,12 48,02 2,02 5,58
CB 8,10 2,27 17,78 2,07 11,55 36,91 4,10 18,41 4,34 35,03 17,16 4,47 39,73 1,83 5,09
TR 12,25 2,69 23,90 2,96 17,20 47,39 6,26 25,45 4,99 51,15 17,23 3,35 31,43 1,53 4,19

Para cada nutriente, en cada campafia, letras diferentes entre tratamientos expresan diferencias significativas (p < 0,05 usando el test LSD). La ausencia de letras indica que no existieron

diferencias significativas entre tratamientos.
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Respecto al efecto ejercido por las cubiertas vegetales en el K presente en los
organos aéreos en floracion, Unicamente en el afio 2010 se observé una mayor
concentracion de K en los pampanos del tratamiento CB respecto a los de las cepas de
los tratamientos L y TR. En el resto de 6rganos y afios, no se apreciaron diferencias
significativas entre tratamientos (Tabla 1V.16). Durante el envero, las diferencias se
observaron Gnicamente en la campafia 2011 en las hojas, con valores mayores de K en
las de los tratamientos de laboreo y con cubierta de cebada respecto a las del tratamiento
TR, como se observé también en los analisis nutricionales realizados en envero ese afio,
donde las cepas del tratamiento CB presentaron mas K en limbo que con los otros dos
tratamientos (Apartado 1V.6.1.3, Tabla 1V.11). Por su parte, ni en los pAmpanos ni en
los racimos las diferencias de K entre tratamientos fueron significativas (Tabla IV.17).

La influencia de los tratamientos sobre el Mg presente en pampanos, hojas y
racimos, se observo Gnicamente en los pAmpanos, en la floracion de 2010, presentando
el tratamiento CB valores mayores respecto a los otros dos tratamientos (Tabla 1V.16).
En el muestreo realizado en envero, no se observoé ninguna diferencia de Mg en los

organos aéreos de las cepas de los tratamientos estudiados (Tabla 1V.17).

En relacion al efecto que las cubiertas vegetales ejercieron sobre el Ca presente
en los drganos estudiados, se observaron diferencias significativas en floracion, en el
caso de los pampanos en el afio 2010, presentando el tratamiento CB un mayor
contenido de Ca que con el tratamiento TR. Asimismo, se encontraron diferencias en la
floracion del afio 2011 para las hojas, en las que el contenido de Ca en el caso del
tratamiento L, destacd por encima del de las cepas que se encontraban bajo la influencia
de las cubiertas vegetales. Por su parte, no se detectaron diferencias significativas entre
tratamientos en el Ca presente en los racimos en floracién (Tabla 1V.16), asi como

tampoco los hubo en ninguno de los érganos estudiados en envero (Tabla 1V.17).

IV.7.3. INCIDENCIA EN LAS EXPORTACIONES: MICRONUTRIENTES

Con objeto de completar la vision del estado nutricional de la planta, se
analizaron también los micronutrientes (Fe, Mn, Zn, Cu, B y Na) presentes en
pampanos, hojas y racimos en floracién (Tabla 1V.18) y en envero (Tabla 1V.19), para
cada uno de los afios estudiados (2009-2012). Los datos se expresan en g ha™ del
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nutriente sobre materia seca. De igual modo que ocurria con los macronutrientes, no se
han encontrado referencias bibliogréaficas sobre el efecto de las cubiertas vegetales, por
lo que no se pueden comparar los datos obtenidos en el ensayo con los de otros estudios

de similares caracteristicas.

Cuando se considera el posible efecto de las cubiertas vegetales sobre el Fe
presente en las exportaciones de los érganos aéreos de las cepas, en floracién sélo se
observaron diferencias significativas en las hojas del tratamiento CB respecto a las del
tratamiento L en el afio 2011 (Tabla IV.18). En envero, esta misma situacion se observé
para el afio 2010 en los racimos, con menor concentracion de Fe con la cubierta de
cebada que con el tratamiento L (Tabla 1V.19). Sin embargo, como se ha comentado
anteriormente (Apartado 1V.6.2.1), no se observaron sintomas de clorosis férrica en
ninguna de las cepas del ensayo.

En el caso de la influencia de los diferentes tratamientos sobre el Mn, a pesar de
que como ya se ha comentado en el Apartado 1V.6.2.2, los niveles presentes en los
tejidos foliares eran “altos” respecto a los propuestos por la referencia de Garcia-
Escudero et al. (2013) y, aunque no de forma significativa ambos tratamientos de
cubiertas presentaron valores de Mn mas bajos que los del tratamiento L, tampoco se
observaron diferencias significativas en ningin o6rgano ni momento del ciclo

considerado para la estimacion de exportaciones (Tablas 1V.18 y IV.19).

Respecto al Zn, las diferencias tan solo se observaron entre las cubiertas
vegetales en floracién y en los pampanos muestreados en el afio 2010, siendo mayores
los valores del tratamiento CB respecto a los del tratamiento TR (Tabla 1V.18). En
envero, las diferencias de Zn entre tratamientos no fueron significativas en ninguno de

los 6rganos aéreos de las cepas (Tabla 1V.19).
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Tabla 1V.18. Micronutrientes (Fe, Mn, Zn, Cu, B 'y Na, g ha™) analizados en los pampanos, hojas y racimos muestreados en cada tratamiento (L: laboreo, CB: cebada y TR:

trébol) durante la floracion de cada uno de los afios estudiados (2009-2012).

PAMPANOS HOJAS RACIMOS

Hierro Mn? Zinc Cobre Sodio Hierro Mn Zinc  Cobre Hierro Zinc Cobre Boro Sodio
Tratamientos (gha)
2009

L 25,82 10,66 14,87 7,93 16,96 21,20 62,85 56,56 17,98 14,15 52,26 51,23 2,32 1,47 1,29 0,64 1,85 1,47

CB 22,27 7,70 11,04 7,61 12,21 16,84 52,66 49,46 13,97 12,25 46,49 50,76 2,41 1,03 111 0,64 1,86 1,48

TR 19,56 7,96 8,76 6,40 11,97 19,24 54,15 39,23 11,28 9,73 37,41 36,24 2,34 1,01 0,97 0,57 1,89 1,41
2010

L 2452 17,55 1866ab 9,21b 20,28b 45,06 4585 7631 19,93 10,80 38,18 49,20 1,42 243 147 058 146 261

CB 26,36 22,35 25,97a 11,48a 25,98a 50,47 52,92 110,26 23,72 14,13 45,35 100,70 1,40 2,60 1,49 0,50 1,28 1,98

TR 20,24 18,64 14,43b 6,77b 14,29c 34,20 44,25 126,98 21,91 10,14 31,61 78,00 1,70 3,76 1,68 0,57 1,45 2,66
2011

L 49,69 14,44 19,49 11,97 23,88 59,77 8292a 7325 1949 1499a 64,40a 108,07 3,13 1,83 201 096 2,64 3,05

cB 25,57 16,00 17,46 8,33 18,51 30,97 64,13b 63,32 17,75 10,67b 42,81b 74,55 2,47 2,00 166 0,68 1,87 1,76

TR 28,02 15,78 19,61 10,56 20,09 35,15 71,12ab 64,85 16,40 11,36b 52,43ab 79,03 2,92 2,04 161 0,77 1,99 2,43
2012

L 23,12 20,92 17,50 9,10 21,54 21,34 69,59 98,08 23556 12,58 43,61 77,45 2,16 231 131 0,65 1,83 2,44

cB 29,97 19,76 17,54 9,51 17,88 32,37 78,84 104,13 2435 12,49 38,86 53,09 2,65 364 179 0,82 1,80 1,55

TR 2294 21,17 16,13 7,89 18,01 29,02 61,50 96,64 20,26 12,54 33,66 57,12 1,91 239 111 0,60 1,43 1,26

& Mn: Manganeso.
Para cada nutriente, en cada campafia, letras diferentes entre tratamientos expresan diferencias significativas (p < 0,05 usando el test LSD). La ausencia de letras indica que no existieron

diferencias significativas entre tratamientos.
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Tabla IV.19. Micronutrientes (Fe, Mn, Zn, Cu, B y Na) analizados en los pAmpanos, hojas y racimos (g ha™) muestreados en cada tratamiento (L: laboreo, CB: cebada y TR:

trébol) durante el envero de cada uno de los afios estudiados (2009-2012).

PAMPANOS RACIMOS
Hierro Zinc Cobre Hierro Zinc  Cobre Hierro Mn
Tratamientos (9 ha‘l)

2009

L 21,19 19,09 35,71 1526 20,25 37,70 81,71 77,21 23,57 1496 68,93 99,45 42,79 13,67 12,65 17,25 78,4

cB 4330 29,61 40,97 24,89 29,62 38,12 105,50 95,11 28,29 2355 94,83 116,16 59,51 15,49 13,02 19,98 89,9

TR 67,98 24,24 2267 18,74 20,23 26,93 85,38 94,87 22,61 19,30 64,86 97,05 42,45 15,31 10,72 14,59 62,4
2010

L 37,24 29,47 3505 14,95 2392 68,55 743,41 164,81 39,11 17,23 59,22 165,71 73,35a 21,03 20,14 20,67 106,4

CB 27,65 28552 2332 12,88 19,74 57,86 89,27 130,43 28,11 15,98 54,01 147,51 44,38b 13,33 13,25 13,28 78,1

TR 22,06 2536 2005 10,22 1524 35,19 97,17 147,15 26,15 12,88 41,84 127,16 55,55ab 18,86 12,19 15,05 76,8
2011

L 25,68 20,12 28,25 29,67 1539 57,90 107,60 96,47 36,89 273,22 56,23 110,64 39,85 11,55 11,31 40,54 76,6

cB 4577 2518 27,95 3579 13,73 61,96 113,33 99,76 36,59 290,59 58,78 116,69 33,10 12,90 11,16 31,72 61,7

TR 33,77 338 2751 4041 17,89 57,92 98,44 116,49 29,58 24571 43,69 104,90 63,20 16,46 13,76 39,04 91,0
2012

L 2341 30,98 36,74 11,81 24,69 65,92 122,61 178,00 36,97 13,97 81,17 92,64 67,38 20,04 16,82 18,52 125,3

cB 30,59 3812 3092 12,26 26,33 62,10 110,91 170,03 34,48 13,36 73,55 128,13 47,70 18,55 14,88 1559 94,9

TR 37,31 56,11 39,75 17,86 41,70 80,88 145,02 227,46 46,40 15,02 93,00 113,89 50,88 16,61 12,90 13,73 84,1
& Mn: Manganeso. |

Para cada nutriente, en cada campafia, letras diferentes entre tratamientos expresan diferencias significativas (p < 0,05 usando el test LSD). La ausencia de letras indica que no existieron

diferencias significativas entre tratamientos.
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Como se ha comentado en el Apartado 1V.6.2.4 los niveles de Cu obtenidos de
los analisis no se pueden considerar representativos del efecto que pueda ejercer la
cubierta vegetal sobre la vid, ya que la concentracidn de este nutriente en la planta esta
muy influenciada por los tratamientos fitosanitarios aplicados al vifiedo en
determinados momentos del ciclo, especialmente en los propicios para lucha contra el
mildiu. En el referido apartado, se destacd que los tratamientos fitosanitarios aplicados
en el vifiedo afectaron a los muestreos de los afios 2009 y 2011 en envero y, sin
embargo, en los otros dos afios de estudio, incluso los valores analizados en los tejidos
de las hojas fueron menores que los que marcaron como referencia Garcia-Escudero et
al. (2013) para cv. Tempranillo (Anexo Ill, Tabla 2). No obstante, en el caso del efecto
de las cubiertas vegetales sobre los niveles de Cu en las exportaciones, Unicamente se
observaron diferencias entre tratamientos en floracion. En el afio 2010, los pAmpanos
del tratamiento CB presentaron mayor contenido de este nutriente que los de los
tratamientos TR y L, mientras que en el afio 2011 fueron las hojas del tratamiento L las
que presentaron mayor contenido de Cu que las de las cubiertas vegetales (Tabla 1V.18).
Por el contrario, y a pesar de las aplicaciones de productos fitosanitarios realizadas en
2009 y en 2011, en el envero no se apreciaron diferencias significativas de Cu en

ninguno de los rganos muestreados (Tabla 1V.19).

La consecuencia de la implantacion de las cubiertas vegetales con respecto al
nivel de B presente en las exportaciones de la vid, se aprecié de manera significativa
Unicamente en floracion. En 2010, los pAmpanos del tratamiento CB tuvieron el mayor
nivel de B, seguido de los del tratamiento L, presentando el tratamiento TR el nivel mas
bajo. En 2011, las diferencias significativas observadas mostraron valor de B en las
hojas del tratamiento CB menor que las del testigo (Tabla 1V.18). En el envero, no se
encontraron diferencias significativas entre los tratamientos para ninguno de los érganos
estudiados (Tabla 1V.19). Por otro lado, el B es un nutriente necesario para la sintesis de
auxinas, por lo que un déficit en las cepas podria provocar crecimiento pobre de
pampanos, asi como cuajados deficientes (Gartel, 1996), sintomas que no se observaron
en las plantas de nuestro estudio.

Finalmente para el Na, no se apreciaron diferencias significativas entre los
tratamientos en ninguno de los érganos analizados, ni en floracion (Tabla 1V.18) ni en
envero (Tabla IV.19).
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Probablemente, el escaso nimero de muestras recogidas por repeticion en campo
pudo ser un motivo por el cual esta determinacién de las exportaciones de la vid mostro
tal variabilidad de datos dificultando su discusion, teniendo en cuenta ademas que los
pampanos son érganos de conduccion, y las hojas y racimos sumideros de nutrientes.
Sin embargo, las diferencias observadas entre tratamientos confirman la influencia que,
en mayor o menor medida, ejercieron las cubiertas vegetales en las cepas como

consecuencia de la competencia por los recursos del suelo.

IV.8. INFLUENCIA DE LAS CUBIERTAS VEGETALES SOBRE EL
RENDIMIENTO Y VIGOR DE LAS CEPAS

IV.8.1. INCIDENCIA EN LOS PARAMETROS PRODUCTIVOS

En la Tabla 1V.20, se muestran los resultado productivos (nimero de racimos
por cepa, peso medio de los racimos y produccion) estimados para cada uno de los
tratamientos estudiados (L: laboreo, CB: cebada, y TR: trébol) durante los cuatro afios
de ensayo (2009-2012).

Los parametros de produccion estudiados no se vieron afectados por la
implantacion de las cubiertas vegetales en el vifiedo. En el Gltimo afio de ensayo, se
observo cierta tendencia a disminuir el nimero y peso de los racimos por cepa, asi como
su produccion, con el tratamiento CB respecto al tratamiento L. Por el contrario, con la
cubierta de trébol se aprecié una tendencia al aumento de esos parametros respecto al
testigo (L). Sin embargo, ni la reduccion del N disponible en el suelo en el tratamiento
CB, ni su incremento bajo las condiciones de la cubierta de trébol fueron suficientes
para que las diferencias observadas entre tratamientos resultaran significativas (Tabla
IV.20). El hecho de que inicialmente no se observara el efecto de las cubiertas vegetales
en estos parametros, pudo estar relacionado con que el nimero de racimos desarrollados
un afio depende del nimero de yemas formadas durante el ciclo anterior (Ripoche et al.
2011), condicionando la produccién al afio siguiente, por lo que la influencia que en este
sentido pudiera provocar la presencia de las cubiertas vegetales en el vifiedo, se
apreciara en las cepas a medio plazo. Una reduccion en la produccion, dentro de unos
limites de equilibrio para la cepa, provocada por las cubiertas no leguminosas podria ser

interesante, ya que generalmente suele ir ligada a una mejora en la calidad de la uva.
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Tabla 1V.20. Parametros productivos (ndmero de racimos vendimiados por cepa, peso medio del racimo
y produccién de uva por cepa) obtenidos para las cepas de cada tratamiento (L: laboreo, CB: cebada y
TR: trébol) en los cuatro afios estudiados (2009-2012).

PARAMETROS PRODUCTIVOS

NUmero de racimos  Peso medio por
vendimiados racimo

Tratamientos (racimos cepa™) (kg racimo™) (kg uva cepa %)

Produccién

La ausencia de letras indica que no existieron diferencias significativas entre tratamientos (p <
0,05 usando el test LSD).

Coincidiendo con nuestros resultados, Ripoche et al. (2011) observaron en un
vifiedo cercano a Montpellier, que la influencia en los pardmetros productivos de las
cepas con la presencia de una cubierta permanente de festuca (F. arundinacea Schreb.)
fue baja respecto al tratamiento de laboreo. Wheeler et al. (2005) en Nueva Zelanda y
Monteiro y Lopes (2007) y Lopes et al. (2008) en Portugal, no apreciaron reduccion de
la produccién en vifiedos de cv. Cabernet Sauvignon con cubiertas vegetales de
achicoria (Cichorium intybus L.), cubierta permanente mixta con 60 % de gramineas
tipo césped y 40 % de especies leguminosas y cubierta espontanea, respectivamente.
Asimismo, Steenwerth et al. (2013) en California, tampoco observaron una reduccién

del rendimiento con la utilizacion de una cubierta vegetal espontanea, una cubierta
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vegetal con avena (A. sativa L.) y un tratamiento de laboreo usado en su ensayo como
testigo, a pesar de que si comprobaron que hubo un menor peso del racimo con las
cubiertas vegetales al tercer afio de ensayo. Sin embargo, Tesic et al. (2007) observaron,
a partir del tercer afio de ensayo, en dos parcelas australianas de cv. Chardonnay,
reducciones del rendimiento con el uso de la cubierta vegetal espontanea respecto al
laboreo. Esta reduccion resulté mas acusada en la parcela con condiciones climaticas
semiaridas que en la de clima himedo, hecho que justificaron por una inadecuada
iniciacion floral del racimo, resultado del estrés hidrico sufrido en las condiciones de
secano en floracion y cuajado. También Tan y Crabtree (1990), Wolpert et al. (1993),
Ripoche et al. (2011), Lopes et al. (2011) y Ruiz-Colmenero et al. (2011) encontraron
una disminucion de la produccion en vifiedos con cubiertas vegetales no leguminosas
utilizadas en sus ensayos frente al laboreo. Por su parte, Hatch et al. (2011) y Zabadal y
Dittmer (2001) detectaron esa reduccion en vifiedos en los que tanto la calle como la fila
tenian implantada cubierta vegetal. Algunos de estos investigadores atribuyen esta
reduccion de la produccion a la competencia ejercida por las cubiertas tanto por el agua
disponible en el suelo como por los nutrientes y que, por tanto, limitan la disponibilidad
de estos recursos para las vides. Sin embargo, Ingels et al. (2005) propusieron que esa
competencia con las vides puede ser reducida mediante riegos o implantando como
cubiertas vegetales especies leguminosas. Por su parte, Baeza et al. (2007) afirmaron
que el régimen hidrico disponible durante el ciclo productivo de la cepa no afecta a la
fertilidad de las yemas, pero si al tamafio de la baya y al nGmero de racimos. Asi, tanto
las vides con riego de su ensayo como las no regadas presentaron un nimero de bayas

por racimo y de racimos por pampano similares.

Este amplio rango de situaciones encontrado en la bibliografia, confirma la
necesidad de realizar ensayos con cubiertas vegetales para cada area viticola, con las
condiciones climéaticas propias de cada zona a las que, ademas, se adapte la especie
elegida como cubierta. Ya que, como se ha ido mostrando a lo largo de esta memoria,
son muchos los factores (competencia por la disponibilidad de agua, de nutrientes del
suelo, clima, sensibilidad de variedades viticolas, adaptacion de especies de cubiertas
vegetales, momento y forma de ser sembradas en la parcela, ...) que intervienen y
condicionan que el uso de las cubiertas vegetales como sistema de manejo del vifiedo

pueda provocar un determinado efecto u otro en las cepas.
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IV.8.2. INCIDENCIA EN LOS PARAMETROS VEGETATIVOS

La Tabla V.21 recoge los datos relativos a los parametros vegetativos (nimero
de pulgares y de sarmientos por cepa, peso de madera de poda, peso medio del pAmpano
e indice de Ravaz) de las cepas de cada tratamiento (L: laboreo, CB: cebada, y TR:

trébol), obtenidos durante los cuatro afios de ensayo (2009-2012).

1V.8.2.1. Numero de pulgares y de sarmientos por cepa

Como se ha comentado en el Capitulo I11.Material y Métodos, estos parametros
se definen en el momento de la poda de la campafia anterior y estan limitados por el
Consejo Regulador de la D.O.Ca. Rioja. Por tanto, como la parcela cumple con la
normativa del Consejo Regulador, la ausencia de diferencias significativas entre los

tratamientos no resulta a priori casual.

1V.8.2.2. Peso medio del pAmpano y peso de madera de poda

A partir del tercer afio de ensayo, tanto el peso medio del paAmpano como el peso
de madera de poda (P.M.P.) presentaron valores menores con el tratamiento CB que con
los otros dos tratamientos (Tabla 1V.21). También Ripoche et al. (2011) observaron un
efecto retardado, en este caso hasta el segundo afio de tener implantada la cubierta, en la
reduccion del vigor en un vifiedo cercano a Montpellier con una cubierta permanente de
una graminea respecto al laboreo. La diferencia en la reduccién del vigor entre el
mencionado estudio de Ripoche et al. (2011) respecto al nuestro, donde el efecto
provocado por las cubiertas sobre el vigor se observo al tercer afio, podria ser debido al
mayor vigor que presentd nuestro vifiedo (1,58 kg de madera podada planta™ para
nuestro testigo, frente a los 0,36 kg de masa podada planta™ del estudio de Ripoche et
al. (2011)). Por otro lado, esta reduccion de vigor observada al tercer afio de tener
implantada la cubierta de cebada en el vifiedo, podria estar relacionada con el efecto
observado, a medio plazo, para los parametros productivos (Apartado 1V.8.1).
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Tabla I1V.21. Parametros de crecimiento vegetativo (nimero de pulgares y sarmientos por cepa, peso
medio del pAmpano, peso de madera de poda, e indice de Ravaz) de las cepas de cada tratamiento (L:
laboreo, CB: cebada y TR: trébol) durante los cuatro afios estudiados (2009-2012).

CRECIMIENTO VEGETATIVO

) NUmero de NUmero de P.M.P.2
Tratamientos  pylgares sarmientos
1 o

Peso medio del indice de

pampano (g) (k%jﬁera Ravaz

8P.M.P.: peso de madera de poda.
Para cada parametro en cada campafia, letras diferentes entre tratamientos expresan diferencias significativas (p <
0,05 usando el test LSD). La ausencia de letras indica que no existieron diferencias significativas entre tratamientos.

La reduccién del peso de madera de poda observada en el tratamiento CB podria
ser beneficiosa para el vifiedo, asi como para la composicion de la baya, especialmente
en vifiedos de gran vigor, como el estudiado. En este sentido, las reducciones de vigor
provocan un mejor equilibrio entre el crecimiento productivo y el vegetativo, y permiten
obtener una pared vegetal en la espaldera mas porosa, por lo que los racimos se
benefician de un mejor microclima, favoreciendo la entrada de aire y de la radiacion
solar, por lo que la incidencia de determinadas plagas y/o enfermedades en las bayas
podria verse reducida (Dokoozlian y Kliewer, 1996a). Por otra parte, Santamaria et al.
(1997) relacionaron el peso de madera de poda directamente con la disponibilidad de

agua del suelo, por lo que las cepas con mayor disponibilidad de agua presentaran
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mayor peso de madera de poda. Winkler et al. (1984) y Matthews et al. (1987)
precisaron que, la disminucion del peso de la madera de poda se dard Gnicamente en
aquellos tratamientos que presenten menor disponibilidad de agua durante la fase de

mayor crecimiento de la vid.

Coincidiendo con nuestros resultados para el tratamiento CB, en distintas areas
viticolas se han encontrado reducciones de vigor en vifiedos con cubiertas vegetales
respecto al laboreo. Este fue el caso de los trabajos de Dorigoni et al. (1991) con cv.
Merlot en la regidn italiana del Trentino, Celette et al. (2005) con la utilizacién de una
graminea (F. arundinacea Schreb.) y el mencionado estudio de Ripoche et al. (2011) en
vifiedos franceses, Wheeler et al. (2005) en Nueva Zelanda con un tratamiento de
achicoria (C. intybus L.), Tesic et al. (2007) en dos parcelas australianas de cv.
Chardonnay con cubierta vegetal espontanea e Ingels et al. (2005) con reducciones de
hasta un 40 % del peso del pAmpano en un vifiedo californiano de cv. Merlot con
regadio y cubierta vegetal de césped autdctono, comparandolo con el peso de madera
obtenido en el laboreo. El estudio de Steenwerth et al. (2013) realizado en California,
mostrd en las cepas de los tratamientos con cubiertas vegetales de avena (A. sativa L.) y
diversas leguminosas un 15 % menos de peso de pampano frente a las del tratamiento
testigo. De la misma manera, en Portugal, Lopes et al. (2008, 2011) obtuvieron
reduccion del peso de madera de poda en las cepas de la variedad Cabernet Sauvignon
con el tratamiento de cubierta vegetal espontanea respecto al laboreo. Asimismo,
Lombard et al. (1988) describieron el uso de cubiertas vegetales tipo césped como
herramienta para reducir el vigor de las cepas. Sin embargo, al igual que ocurri6 en
nuestro ensayo con el tratamiento TR respecto al laboreo, la reduccion del vigor en las
cepas con tratamiento de cubiertas vegetales frente a las del laboreo tampoco fue
observada por otros autores. Tal fue el caso de los estudios realizados en California por
Ingles et al. (2005), con una cubierta de diversos tréboles mezclados y de Smith et al.
(2008), a pesar de que estos ultimos autores encontraron que hubo reduccion del peso de
los pAmpanos con la cubierta de triticale respecto al laboreo, lo que relacionaron con la
competencia por el agua ejercida por la cubierta vegetal. Tampoco Sweet y Schreiner
(2010), en un estudio con seis cubiertas vegetales de especies diversas desarrollado en
Oregon, ni Bahar y Yasasin (2010) en una parcela de cv. Cabernet Sauvignon con
cubierta vegetal espontanea en Turquia, observaron diferencias significativas en el

crecimiento vegetativo de las cepas entre los tratamientos de cubiertas y el testigo.
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1V.8.2.3. Indice de Ravaz

El indice de Ravaz (I.R.), que relaciona la produccion obtenida por cepa y el
peso de madera de poda, varié entre un rango de 3,14 y 5,95 (Tabla IV.21). En los afios
2009, 2011 y 2012, el I.R. fue mayor en el caso del tratamiento CB que en los
tratamientos L y TR. EIl mayor indice de Ravaz con el tratamiento CB se produjo como
consecuencia de la reduccion del crecimiento y del rendimiento que, aunque en el caso
de este ultimo parametro no resulté significativo, pudo apreciarse a lo largo de los
cuatro afos de ensayo. Debido a los cambios observados, principalmente a partir de la
tercera campafia, en las cepas del tratamiento CB, el indice de Ravaz se encontré dentro
del rango “6ptimo” (entre 4 y 7) propuesto por Garcia-Escudero et al. (2006) para cepas
de cv. Tempranillo en las condiciones climaticas de la D.O.Ca. Rioja. Sin embargo, con
los tratamientos L y TR este indice present6 valores menores a 4, lo cual indica exceso
de vigor en las cepas respecto a su rendimiento. Un exceso de vigor en la vid puede
reducir la acumulacién de azlcares y compuestos fendlicos en las bayas, producto de la
competencia por asimilados entre el crecimiento vegetativo y la maduracion del racimo.
En este contexto, la maduracion del racimo se retarda, lo que conlleva problemas en la
madurez de las bayas, en los aromas y en otros compuestos susceptibles de pasar al
vino. Ademas, el ambiente sombrio que puede provocar el exceso de vigor en la zona
del racimo, hace que se creen unas condiciones mas propicias para el desarrollo de
enfermedades debido a las condiciones de humedad mas elevadas y a una menor
aireacion de los racimos (Dokoozlian y Kliewer, 1996a). Por estas razones es
importante controlar el desarrollo vegetativo de la vid, siendo el uso de cubiertas
vegetales, de distinta indole pero en especial las no leguminosas, una de las técnicas
propuestas y utilizadas en muchas partes del mundo vitivinicola para lograr un

desarrollo equilibrado de las cepas.

Por otro lado, son escasas las referencias bibliogréficas que incluyen la
determinacion del 1.R. en los estudios con cubiertas vegetales, por lo que no se pueden
comparar los resultados obtenidos con otros tratamientos de cubiertas vegetales en

condiciones distintas a las nuestras.
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IV9. EFECTO DE LAS CUBIERTAS VEGETALES EN LAS
PROPIEDADES FISICO-QUIMICAS DEL MOSTO Y DEL VINO

IV.9.1. INCIDENCIA DE LAS CUBIERTAS EN LA COMPOSICION DE LOS
MOSTOS

En este apartado, se discuten los resultados analiticos de los pardmetros fisico-
quimicos generales (Tabla 1V.22) y de color (Tabla 1V.23) determinados en los mostos
procedentes de las uvas de los distintos tratamientos (L: laboreo, CB: cebada y TR:
trébol), estudiados durante las cuatro campafias, 2009-2012. Ademas, en la Tabla 1V.24
se muestran las concentraciones de 20 aminoacidos analizados en esos mismos mostos,

y en las Figuras V.8 y 1.9 se representan los perfiles aminoacidicos de los mostos.

IVV.9.1.1. Pardmetros fisico-quimicos generales

Respecto a los parametros generales (peso de 100 bayas, grado alcohdlico
probable, pH, acidez total, &cido tartarico, acido malico y potasio), las cubiertas
vegetales s6lo mostraron diferencias significativas en el afio 2010 en el peso de 100
bayas, campafia en la que las uvas procedentes de las cepas con el tratamiento CB
presentaron un mayor peso de la baya que las de los otros dos tratamientos (Tabla
1V.22).
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Tabla 1V.22. Parametros fisico-quimicos en los mostos obtenidos de las uvas procedentes de cada uno de
los tratamientos estudiados (L: laboreo; CB: cebada y TR: trébol) durante las cuatro camparfias del ensayo
(2009-2012).

MOSTOS

Pesode  Grado Acidez Acido Acido

Tratamientos 100 AlEEneifiee total®  tartarico malico | owasio

I?Or/c? IC\)/axlizll‘)3 @ (g1 g™ (mg 1)

2 Acidez total expresada como g I de &cido tartarico.
Para cada parametro en cada campafia, letras diferentes entre tratamientos expresan diferencias significativas (p <
0,05 usando el test LSD). La ausencia de letras indica que no existieron diferencias significativas entre tratamientos.

La ausencia de diferencias observada entre tratamientos en estos parametros
podria estar ligada al bajo efecto que provocaron las cubiertas sobre el vigor de la vid
(Apartado 1V.8.2.2). Sin embargo, a largo plazo, el efecto ocasionado por las cubiertas
vegetales sobre el vigor podria acentuarse y, por tanto, afectar a la exposicion de los
racimos a la luz solar influyendo en pardmetros como el grado alcohélico, la acidez total
y el &cido mélico en los mostos. Aguirrezabal et al. (2012) mostraron, en un estudio con
cubiertas vegetales en Navarra, que una mayor exposicion de los racimos al sol, ademas
de ser beneficiosa para reducir la afeccion que pudieran provocar hongos como la
botrytis o el mildiu en las bayas, debido a la mejor aireacion de los racimos, favoreceria
un grado alcohdlico probable mayor y acidez total y &cido malico menores en los
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mostos (tendencia observada a partir del tercer afio en los mostos del tratamiento CB) y
una mejora de los parametros de color. De esta manera, a pesar de la ausencia de
diferencias significativas entre tratamientos, se observaron ciertas tendencias que
coincidieron con los resultados planteados por otros autores. Asi, el grado alcohdlico
probable mas alto, aunque no de manera significativa, se observé con el tratamiento CB
en los afios 2010 y 2012, lo que coincidié con los resultados obtenidos en cubiertas
vegetales por Morlat y Bodin (2006), Celette (2007) y Ripoche et al. (2011). Estos
autores evidenciaron que rendimientos productivos mayores van unidos a contenidos de
azucares en la baya menores, ya que la produccion muestra dependencia de las
condiciones de la campafia anterior asi como de las de la campafia en curso (Ripoche et
al., 2011). Apoyando estos resultados, Tesic et al. (2007) encontraron en una parcela
australiana de cv. Chardonnay con cubierta vegetal espontanea, correlaciones negativas
(r = - 0,69) entre los so6lidos solubles totales y el rendimiento. De este modo, estos
autores relacionaron el incremento de sdlidos solubles observado con el tratamiento de
cubiertas vegetales, con los cambios producidos en el rendimiento y en el tamafio de las
bayas por el efecto de la reduccion de la humedad del suelo ejercido por las cubiertas.
Esta disminuciéon de humedad del suelo, como consecuencia de la competencia de las
cubiertas, favorece paredes vegetativas mas porosas, es decir, con menor vegetacion,
reduciendo por tanto los rendimientos y beneficiando la maduracion del fruto. En este
aspecto, el manejo del suelo mediante cubiertas vegetales podria asemejarse al efecto
provocado mediante regimenes de déficit hidrico moderado. Esta técnica es utilizada en
muchas zonas vitivinicolas del mundo con el objetivo de controlar el crecimiento
vegetativo y modificar la distribucion de asimilados entre 6rganos vegetativos y
reproductivos, favoreciendo el desarrollo de la baya (Koundouras et al., 1999). De esta
manera, se consigue reducir la cantidad total de azlcares y el tamafio de la baya,
obteniendo mayor concentracion de azlcares por baya (Salon et al., 2005), dando asi
vinos con grado alcoholico mayor, puesto que los sélidos solubles se concentran mas en

bayas pequefias y, con mayor acidez y pH menor (Carvajal, 2003).

La ausencia de diferencias significativas mostrada entre los tratamientos con
respecto a la acidez total y al pH de los mostos (Tabla 1V.22), también la observaron
Ingels et al. (2005) y Sweet y Schreiner (2010) en sus ensayos de cv. Merlot en
California y Pinot noir en Oreg0n, respectivamente, con tratamientos de cubiertas
vegetales de diversas especies. Sin embargo, con las cubiertas vegetales permanentes de
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los ensayos de Carsoulle (1995) en Burdeos y de Lopes et al. (2008) en Portugal, asi
como con la de achicoria del ensayo de Wheeler et al. (2005) sobre un vifiedo de cv.
Cabernet Sauvignon en Nueva Zelanda se observd una dismuncion del pH y la acidez
total. Por su parte, Smith et al. (2008) encontraron, Unicamente, descenso de la acidez
total en los mostos de cv. Chardonnay del tratamiento de triticale respecto al laboreo,
sin que el pH se viera afectado. Sin embargo, Mayse et al. (1995), que compararon en
su estudio el efecto de los tratamientos con una cubierta vegetal constituida por
leguminosas y otra de gramineas con el laboreo, encontraron acidez total mayor con las
leguminosas respecto a los otros dos tratamientos, coincidiendo con la tendencia
reflejada en nuestro ensayo respecto a valores de pH mas altos en el laboreo que con las
cubiertas (Tabla 1V.22). Lopes et al. (2008) explicaron la reduccion de la acidez total en
los mostos cuyos vifiedos tuvieron cubiertas vegetales, por el impacto indirecto
provocado por las cubiertas vegetales sobre el estrés hidrico durante el crecimiento
vegetativo de la vid, el cual podria implicar una mejora en el microclima de los racimos
que favoreciese una mayor combustion del &cido malico en las bayas (Champagnol,
1994). Sin embargo, en nuestras condiciones, el menor crecimiento vegetativo
observado con el tratamiento CB en la tercera y cuarta campafa (Tabla 1V.21), podria
ser insuficiente para conseguir la mejora del microclima del racimo que llegase a
provocar, en un corto plazo de tiempo, una disminucién significativa de la acidez total

de los mostos.

Aunque bajo ambos tipos de cubiertas vegetales el potasio analizado en los
mostos presentd valores menores respecto al tratamiento L, ese descenso tampoco fue
significativo (Tabla 1V.22). Este hecho estaria relacionado con el alto nivel de K*
intercambiable presente en el suelo (Apartado 1V.4.2) que permiti6 que la
disponibilidad de este nutriente no se viera reducida por el efecto de las cubiertas
vegetales. Asi, se podria explicar la baja influencia provocada por la competencia de las
cubiertas sobre el estado nutricional de las cepas (Apartado 1V.6.1.3) y que

posteriormente se reflejé en los mostos.

1VV.9.1.2. Parametros de color

Los parametros de color (indice de polifenoles totales (I.P.T.), intensidad de
color (1.C.), tonalidad y antocianos) mostraron algunas diferencias significativas entre
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los tratamientos (Tabla 1V.23). Esta observacion podria estar relacionado con el hecho
de que, por lo general, la sintesis de compuestos fenolicos esta sometida a una mayor
variacion que la que experimentan otros compuestos de la uva, ya que tanto las
condiciones edafoclimaticas como las de cultivo de cada afio influyen, y son decisivas
en su formacion. Por otro lado, los valores de la intensidad de color y de la tonalidad
dependen del contenido de compuestos fendlicos de la uva que pasan al mosto,
principalmente antocianos y taninos (Mateus et al., 2002).

En relacién al efecto provocado por los tratamientos de cubiertas vegetales sobre
el indice de polifenoles totales en uvas e intensidad de color del mosto, Unicamente en la
campafia 2012 se apreciaron diferencias significativas, siendo mayores los valores con
el tratamiento CB que con los otros dos tratamientos (Tabla 1V.23). Estos resultados
obtenidos en los mostos del tratamiento CB coincidieron con la reduccion del estado
nutricional de N en la vid provocado por dicha cubierta (Apartado 1V.6.1.1) y, con las
relaciones entre N y contenido de polifenoles encontrados en mosto por otros autores.
Asi, Keller (2010) observd que la deficiencia de N estimula la sintesis de los
metabolitos secundarios tales como los polifenoles. Delgado et al. (2004) encontraron
que el aporte de fertilizantes nitrogenados en el vifiedo disminuia la acumulacion de
compuestos fendlicos en el hollejo de uvas de la variedad Tempranillo. Ademas, en
vifiedos con distintos tipos de suelos de la region francesa de Burdeos, Choné et al.
(2001) y Tregoat et al. (2002) también observaron que un bajo estado N-nutricional del
vifiedo inducia un alto contenido de polifenoles en las uvas de las variedades Cabernet
Sauvignon y Merlot, respectivamente. Asimismo, Pérez-Alvarez et al. (2013a,b)
encontraron correlaciones positivas entre el N-NO3™ disponible en el suelo y el N
presente en los tejidos foliares en floracion y negativas entre el N-NO3™ disponible en el
suelo y el contenido de I.P.T. de las bayas de un vifiedo de cv. Tempranillo con laboreo
tradicional. Por su parte, la tonalidad en el mosto del afio 2012 fue menor con los

tratamientos de cubiertas que con el tratamiento testigo (Tabla 1V.23).
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Tabla 1V.23. Parametros de color de los mostos y de los extractos de uva procedentes de cada uno de los
tratamientos estudiados (L: laboreo; CB: cebada y TR: trébol) durante las cuatro campafias del ensayo
(2009-2012).

MOSTOS EXTRACTO DE UVA

Antocianos

Tratamientos 1.C2 Tonalidad I.P.TP

(mg g uva ™)

2,79 0,46 14,19 0,88 b
2,80 0,46 15,26 1,07a
2,98 0,45 14,38 101la
2010
2,99 0,47 12,83 1,23b
3,28 0,48 14,80 1,20 b
2,83 0,43 12,97 1,46 a
2011
2,97 0,56 13,84 0,97c
3,20 0,59 15,41 1,01 b
3,33 0,57 13,65 117 a
2012
2,36 b 0,52 a 12,66 b 1,00
2,66 a 0,46 b 15,17 a 1,13
2,34b 0,45b 11,82 Db 1,05

2].C.: intensidad de color, ° I.P.T.: indice de polifenoles totales absorbancia a 280 nm,
Para cada parametro en cada campafia, letras diferentes entre tratamientos expresan diferencias
significativas (p < 0,05 usando el test LSD). La ausencia de letras indica que no existieron diferencias significativas

entre tratamientos.

La concentracion de antocianos en la uva, en general, fue mayor en los
tratamientos con cubiertas vegetales que en el laboreo, con la excepcidn del tratamiento
CB en 2010. En 2012 no se observaron diferencias significativas entre tratamientos
(Tabla 1V.23). También Hilbert et al. (1999), en su estudio realizado sobre un vifiedo de
cv. Merlot durante dos afios con una graminea (Festuca arundinacea Schreb.) como
cubierta vegetal y un tratamiento testigo en el que controlaban quimicamente las hierbas
de la calle, evidenciaron una mayor acumulacion de antocianos en las uvas del
tratamiento con cubierta, relaciondndolo con la reduccién del vigor que provocaron

sobre el vifiedo. Por su parte, Matthews et al. (1990) y Nadal y Arola (1995) mostraron
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que aplicando déficit hidricos de un 70 % de las necesidades de riego que presentaba la
vid entre envero y vendimia, se incrementaba la produccién de antocianos, implicando

mejora del color en variedades tintas.

Por otro lado, Monteiro y Lopes (2007) explicaron el incremento de compuestos
fendlicos en vifiedos bajo cubiertas vegetales respecto a vifiedos con tratamientos
testigo, como un efecto indirecto consecuencia del estrés hidrico causado por las
cubiertas durante el crecimiento vegetativo de la vid. Como el crecimiento vegetativo se
ve reducido, la competencia entre el crecimiento vegetativo y el reproductivo es menor,
y por tanto la menor densidad de cubierta foliar de la vid puede incrementar la
exposicion del racimo a la luz. De esta manera, modificando la relacién superficie
foliar/racimos, se consigue favorecer la maduracion de las bayas, e incrementar la
acumulaciéon de compuestos fendlicos en la uva y, por tanto, mejorar el color y la
concentracion de antocianos en variedades tintas (Dokoozlian y Kliewer, 1996a; Keller
y Hrazdina, 1998; Rodriguez-Lovelle et al., 2000; Spayd et al., 2002). Sin embargo, en
nuestras condiciones experimentales, debido a las propias necesidades hidricas del
trébol y al hecho de que esta especie se agosto6 en las cuatro campafias aproximadamente
un mes mas tarde que la cebada, la competencia por el agua del suelo fue mayor bajo la
cubierta de trébol que bajo la de cebada (Apartado 1V.2). Por tanto, si la competencia
hidrica provocada por las cubiertas vegetales fuera la principal causa del incremento del
contenido en polifenoles encontrado con el tratamiento CB en el cuarto afio de ensayo,
este efecto se tendria que haber encontrado, de la misma manera o incluso con mayor
intensidad con el tratamiento TR y, no obstante, este efecto no se observd. Asi, el
incremento de I.P.T. coincidié con la reduccién del estado nutricional de N en la vid con
el tratamiento CB, respecto a los otros dos tratamientos, debido a la baja disponibilidad
de N-NO;3 bajo la cubierta de cebada (Apartado 1V.3.3). Por lo tanto, en nuestras
condiciones, se podria decir que, probablemente, el incremento de polifenoles
observado en el mosto del tratamiento CB se debié principalmente a la baja
disponibilidad de N-NO3™ en el suelo provocado por la competencia de la cebada que
redujo el estado N-nutricional de la vid tras tres afios bajo la influencia de esta cubierta.
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1VV.9.1.3. Nitrégeno facilmente asimilable (N.F.A.), amonio y aminoacidos

libres

Los niveles de N facilmente asimilable (N.F.A.) que presentan los mostos, suma
del amonio y de los aminoé&cidos libres excepto la prolina, resultan fundamentales para
su posterior fermentacion alcohdlica. Los valores de N.F.A. mostraron, de forma
significativa a partir del tercer afio de ensayo, el efecto provocado por los tratamientos
utilizados para la gestion del suelo. Asi, en la campafa 2011, las bayas del tratamiento
CB presentaron valores de N.F.A. significativamente menores que las de los otros
tratamientos, mientras que en el afio 2012 se observdO mayor concentracion con el
tratamiento TR respecto a los tratamientos L y CB (Tabla 1V.24). Coincidiendo con
estos resultados, van Huyssteen y Weber (1980b) encontraron en cepas de cv. Chenin
blanc con cubierta vegetal perenne de especies no leguminosas, mostos con menor
contenido en N que los procedentes de cepas gestionadas con laboreo, experimentando
en los tres afios de estudio paradas en la fermentacion en los vinos del tratamiento con
cubierta vegetal. En nuestro caso, Unicamente en el afio 2011 el valor de N.F.A. en los
mostos procedentes del tratamiento CB (67,20 mg N I"') estuvo por debajo del rango
propuesto por Bell y Henschke (2005) para asegurar la fermentacién alcohdlica (70-267
mg | * de N.F.A.), aunque no se observaron paradas en la fermentacion. Estos autores
consideraron el valor de 140 mg N I de N.F.A. como el umbral de concentracion
Optimo para que las levaduras completen la fermentacién alcohdlica sin problemas,
valor que en nuestras uvas no se llegdé a alcanzar, excepto en el afio 2012 con el
tratamiento TR. Asi, en nuestras condiciones se podria considerar que debido a la
fijacion del N atmosférico que realiza la leguminosa, que facilita una mayor
disponibilidad de N en el suelo y, por tanto, una mayor asimilacion de N por parte de la
cepa, como se ha comentado en esta memoria (Apartados 1V.6.1.1 y 1V.7.2), tras llevar
cuatro afios implantada la cubierta de trébol en el vifiedo, podria ser una buena opcién
para mejorar las condiciones minimas de viabilidad para las levaduras durante la
fermentacién alcohdlica del mosto. Por su parte, la competencia que ejerce la cebada
por el N disponible del suelo, podria afectar a medio plazo la composicién nitrogenada

de las uvas.

En relacion a la influencia de los tratamientos sobre el amonio (NH;") presente

en la uva, Unicamente se observd menor concentracion con el tratamiento CB respecto
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al tratamiento TR en el afio 2011, siendo, en las deméas campafias de estudio, los niveles
muy similares entre los tres tratamientos (Tabla 1V.24). Hay que tener en cuenta que el
NH," es la principal fuente de N usada por las levaduras (Bell y Henschke, 2005) y que,
concentraciones bajas podrian provocar un incremento de los alcoholes superiores en
los vinos al verse forzadas las levaduras a usar los aminoécidos del medio como fuente
de N (Usseglio-Tomasset, 1998). Los descensos observados en la tercera campafia para
el NH,", y a partir de esa campafia en el N.F.A. de los mostos procedentes de las cepas
con el tratamiento CB en las calles, podrian estar relacionados con la competencia
ejercida por esta cubierta vegetal por el N disponible del suelo, contrariamente al bajo
efecto observado con el tratamiento TR debido a la fijacion del N atmosférico que

realiza la leguminosa.

Respecto al efecto provocado por la presencia de las cubiertas vegetales sobre
los aminoéacidos libres del mosto, en la primera vendimia tras la siembra de las cubiertas
vegetales en el vifiedo, las bayas de ambos tratamientos, especialmente del tratamiento
CB, mostraron un contenido de aminoacidos libres menor respecto al laboreo. Sin
embargo, las diferencias no fueron significativas (Tabla 1V.24), excepto para el &cido
aspartico (Asp) y la glicina (Gly). La concentracion de Gly fue significativamente
superior en las uvas del tratamiento L respecto a las del tratamiento CB y, por su parte,
la concentracion de Asp fue mayor en las cepas con el tratamiento CB que en las del
tratamiento TR. En el afio 2010, hubo efecto de los tratamientos en el contenido de
aminoacidos en las uvas. Asi, la concentracién de Asp, histidina (His), citrulina (Cit),
tirosina (Tyr), valina (Val), metionina (Met), triptéfano (Trp), fenilalanina (Phe),
leucina (Leu), amino&cidos totales y aminodcidos totales con prolina fue
significativamente menor en las bayas de los tratamientos con las dos cubiertas que en
las del laboreo. Ademas, las bayas del tratamiento CB presentaron menor concentracion
de asparagina (Asn) que las del tratamiento L, pero significativamente similar a la del

trébol.
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Tabla I1V.24. Compuestos nitrogenados (N.F.A., amonio y aminoacidos expresados en mg N kg™ uva) determinados en las uvas procedentes de cada uno de los tratamientos estudiados (L:
laboreo; CB: cebada y TR: trébol) durante las cuatro camparias del ensayo (2009-2012).

2009 2010 2011 2012
(mg N kg uva™) L cB TR L CB TR L CB TR L CB TR
N.F.A? 8434 7171 82,04 95,00 78,49 74,09 69,73a 47,77b  77,07a 8839b 8094b 10567a
Amonio 26,75 21,37 26,00 28,48 25,48 22,37 16,13ab 7,50b  20,79a 33,50 3301 30,22
PN WS 1gioll 070 ab 0,78a 0,63b 204a  165b  1,70b 128a 111b  132a 0,93 0,86 0,97
N ReiMEcel 415 336 4,05 36la  300c  322b 272a 221b  256ab 384b  457a  466a
Asparagina 116 087 1,06 11l1a  069b 084ab 043ab 031b  044a 053b  042b 082a
Serina 367 338 354 437a 398ab  3,69b 229a 18b  236a 046b  046b  059a
Histidina 500 345 4,99 624a  19b  359b 412ab  224b  429a 214b  177b  327a
Glicina 088a 060b 0,70ab 068a 052ab  051b 033a 022b 03lab 020ab  018b  022a
Treonina 286 279 28 349a 306ab  289b 196a 143b  204a 202b  180b 242a
Citrulina 106 087 0,9 163a 084b  093b 092ab 061b  098a 164ab  130b 206a
Arginina 26,41 22,78 25,26 25,97 21,92 20,92 2665ab 199b  2828a 2618b  1952b 39,93a
Alanina 511 467 4,89 5,26 4,99 4,67 6,64 5,60 6,91 78b  756b 98la
Tirosina 041 039 041 049a  033b  032b 042a 028b  046a 051b  049b 075a
Valina 165 187 1,72 326a  238b  221b 1,03ab 087b  1,16a 1,13 1,25 1,30
Metionina 033 030 0,34 060a 042b  036b 030a 018b  03la 054ab  053b 0,662
Tript6fano 221 219 2,21 418a  357b  352b 249a 192b  265a 4,87 5,00 5,51
Fenilalanina 043 044 044 092a  067b  060b 033ab 028b 037a 038b  037b 049a
Isoleucina 042 044 041 092a 077ab 066D 0,41 0,38 0,49 0,47 0,53 0,52
Ornitina 019 015 0,18 0,17 0,10 0,09 018ab 014b  023a n.d. n.d. n.d.
Leucina 071 066 0,69 141a  099b  087b 0,83 0,61 0,87 1,00b  1,10b  1,32a
Lisina 025 026 0724 0,16 0,15 0,12 026a 018b  027a 011b  020a 015ab
AaT® 57,59 50,26 55,54 6651a 51,98b 51,72b 536 40,27 56,28 5489b 47,93b 7545a
Prolina 3209 28,76 30,78 4047a 2486c 31,43b 2336a 1814b 230la 27,95 26,99 28,27
AaTPro® 89,68 79,02 86,33 10699a 7684b 8316b 7695a 5841b  7929a 8284b 7492b 10372a

*N.F.A.: Nitrégeno facilmente asimilable, ® AaT: aminoécidos totales sin prolina, © AaTPro: aminoacidos totales con prolina, ® n.d.: no detectado. Para cada campafia, letras diferentes entre tratamientos
expresan diferencias significativas (p < 0,05 usando el test LSD). La ausencia de letras indica que no existieron diferencias significativas entre tratamientos.
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Por otro lado, en esa segunda camparia de ensayo, las bayas del tratamiento TR
presentaron menos serina (Ser), Gly, treonina (Thr) e isoleucina (lle) que las del
tratamiento L. Por su parte, la concentracion de acido glutamico (Glu) y de prolina (Pro)
en las bayas del tratamiento CB fue aiin menor que la del trébol y que la del laboreo,
cuyas bayas presentaron mayor concentracion de estos aminoacidos (Tabla 1V.24). En
la tercera campafia de ensayo (2011), las cepas del tratamiento CB presentaron menor
concentracion de Asp, Ser, Thr, Tyr, Met, Trp, lisina (Lys), Pro y aminoacidos totales
con Pro en sus bayas que las de los otros dos tratamientos. Ademas, con la cubierta de
cebada tambien disminuy6 la concentracion de Asn, His, Cit, arginina (Arg), Val, Phe y
ornitina (Orn) respecto al tratamiento TR, aunque sin diferencias significativas sobre el
tratamiento L. La concentracion de Glu y Gly disminuyé también en las uvas con el
tratamiento CB respecto a las del testigo. En el afio 2012, fueron las bayas del
tratamiento TR las que presentaron concentraciones de Asn, Ser, His, Thr, Arg, alanina
(Ala), Tyr, Phe, Leu, aminoécidos totales y aminoéacidos totales con Pro
significativamente mayores respecto a los otros dos tratamientos. En el caso de Gly, Cit
y Met, fue el tratamiento CB el que presentd menor contenido respecto al tratamiento
TR. La concentracion de Glu de las dos cubiertas vegetales fue mayor que la de las
bayas del laboreo, asi como también la concentracion de Lys de las bayas del
tratamiento CB fue mayor que la del testigo (Tabla 1V.24).

Para la ratio prolina/arginina, que numerosos estudios han mostrado que es un
parametro dependiente de la variedad (Huang y Ough, 1991; Bell y Henschke, 2005),
las diferencias entre tratamientos se observaron en los afios 2010 y 2012. En la camparia
de 2010, las bayas del tratamiento CB (1,15) presentaron menor ratio respecto a los
tratamientos L y TR (1,57 y 1,51 respectivamente), condicionada por la disminucion de
Pro observada con dicho tratamiento. Sin embargo, en el cuarto afio, la relacion Pro/Arg
en las bayas del tratamiento CB (1,05) fue mayor que la del laboreo (0,81), y ambas a su
vez mayores que la del tratamiento TR (0,54 mg N kg™ uva), debido al descenso de la
Arg con el tratamiento CB y al aumento con el trébol (Tabla 1V.24, Figura 1V.8). Esa
disminucion de la ratio con la cubierta de trébol frente a la ratio con el laboreo en el afio
2012, fue del mismo orden que la obtenida por Gouthu et al. (2012) en su ensayo de cv.
Pinot noir en Oregdn, con una graminea perenne (Festuca rubra L.) utilizada como
cubierta (0,65) frente a la del laboreo (1,31). Esta ratio da una idea del valor nutricional
que aportan las bayas de una determinada variedad a las levaduras. Asi, cuando es

226



superior a la unidad, Bell y Henschke (2005) propusieron clasificar la variedad en el
grupo de las acumuladoras de prolina, como por ejemplo Chardonnay y Cabernet
Sauvignon vy, si es inferior a uno, la variedad la definieron como acumuladora de
arginina como son Garnacha y Pinot noir. Segun la ratio media obtenida para los tres
tratamientos en los cuatro afios de ensayo (1,08), se podria clasificar a la variedad
Tempranillo en el grupo de las acumuladoras de prolina como también la caracterizaron
Lépez et al. (2011, 2012).

Por lo general, estudios realizados en distintas variedades por otros autores,
como Maigre et al. (1995) en cv. Chasselas, van Huyssteen y Weber (1980b) en cv.
Chenin blanc, Lovelle et al. (2000), Fourie et al. (2007b,c) en cv. Chardonnay y
Sauvignon Blanc, Skinkis (2009) en cv. Pinot noir, Léhnertz et al. (2000) en cv.
Riesling, Sweet y Schreiner (2010), Vance (2012) y Gouthu et al. (2012) en cv. Pinot
noir, mostraron disminucién de la concentracion de aminodcidos totales al implantar
cubiertas vegetales en el vifiedo (generalmente gramineas, especies de pradera o
espontaneas) frente al laboreo o suelo no cultivado. Le Goff-Guillou et al. (2000)
también observaron la disminucidn de concentracion de aminoéacidos con las cubiertas,
a pesar de que la Pro aumentaba. Sin embargo, coincidiendo con los resultados
obtenidos al cuarto afio de ensayo con el tratamiento TR, en los estudios realizados por
Fourie et al. (2007b,c) en Sudéafrica en vifiedos de las variedades Chardonnay y
Sauvignon blanc con cubiertas de diversas especies leguminosas, la concentracién de N
en mostos aumentd respecto al testigo. Sweet y Schreiner (2010) observaron
Unicamente en una de las dos parcelas estudiadas de su ensayo, un valor mayor de
N.F.A. en el tratamiento planteado con una mezcla de tréboles como cubierta vegetal en
un vifiedo de cv. Pinot noir en Oregdn que en una cubierta mezcla de una graminea
perenne y un trébol o que en una cubierta compuesta por distintas especies de pradera
autoctonas. Por otro lado, Lee y Steenwerth (2011) en su estudio sobre cv. Cabernet
Sauvignon en California, mostraron que el portainjerto modificaba mas la composicion
nitrogenada de las bayas que las cubiertas de cebada y de vegetacion espontanea, entre

las que no obtuvieron diferencias.

Por otro lado, Huang y Ough (1991) demostraron que una misma variedad en
distintos afios tiene un perfil de aminoacidos muy similar, aunque puede haber

diferencia en las concentraciones de aminoacidos de un afio a otro, como argumentaron
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Spayd y Andersen-Bagge (1996). El perfil aminoacidico que presentaron las uvas de los
tratamientos estudiados mostré que los aminoacidos mayoritarios en las cuatro
campafas fueron Pro y Arg, representando entre el 38 % y el 47 % en el caso de Pro y
entre el 12 % y el 20 % en el caso de Arg del total de los aminoacidos (Figura 1V.8).
Dichos porcentajes se encontraban dentro del rango que Bell y Henschke (2005)
definieron como habitual para el conjunto de ambos aminoacidos. No obstante, a pesar
de que en 2009 y 2011, los porcentajes de estos dos aminoacidos fueron similares entre
tratamientos (Figura 1V.8), en las otras dos campafias la variabilidad fue mayor, por lo
que se podria pensar que el manejo del suelo con las cubiertas vegetales pudo modificar
el perfil aminoacidico de las bayas. Asi, en la campafia 2010 se apreci6 un descenso de
Pro con respecto al total de los aminoacidos analizados en las bayas del tratamiento CB
frente a lo observado con los otros dos tratamientos. Por su parte, en el 2012, frente a lo
observado con la cebada y el laboreo, con el tratamiento TR aumento la Arg respecto al
total de amino&cidos estudiados. Por su importancia cuantitativa, Rodriguez-Lovelle y
Gaudillere (2002) advirtieron que este aminoacido era el compuesto indicador mas
relacionado con el estado N-nutricional de la vid, lo cual demostraron también en sus
estudios Kliewer (1971) y Kliewer y Cook (1971, 1974).
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Figura 1V.8. Perfil de aminoacidos mayoritarios (%) obtenido en las uvas bajo la influencia de cada
tratamiento estudiado (L: laboreo, CB: cebada, TR: trébol), en cada afio de ensayo (2009-2012). Las
barras verticales muestran la desviacién estandar de las muestras.

En cuanto al perfil de los demés aminoacidos se observo que, en las cuatro
campafias, Glu y Ala fueron los dos aminoécidos predominantes, aunque en distinto
orden en los afios 2009 y 2010, respecto al 2011 y 2012 (Figura 1V.9). Stines et al.
(2000) y Lee y Steenwerth (2011) observaron valores muy similares de Glu y Ala en las
bayas de sus ensayos con cubiertas vegetales en vifiedos de cv. Cabernet Sauvignon,
siempre con Pro y Arg como aminoacidos mayoritarios. Por su parte, en el afio 2012, la
proporcion en bayas de Ser disminuyé en todos los tratamientos. Lys y Orn se
mantuvieron durante los cuatro afios como los aminoéacidos con menor presencia en las
bayas de todos los tratamientos.
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Figura IV.9. Perfil de aminoacidos (%) obtenido en las uvas bajo la influencia de cada tratamiento estudiado (L: laboreo, CB: cebada, TR: trébol), en cada afio de ensayo
(2009-2012). Los aminoacidos se muestran, en cada campafia, de mayor a menor porcentaje tomando como referencia el laboreo.

230



1VV.9.1.4. Relaciones entre los compuestos nitrogenados en planta y uva

Vinculando los cambios observados en el estado N-nutricional del suelo y de la
planta, provocados al utilizar diferentes cubiertas vegetales como técnica de manejo del
suelo, se estudid la existencia de correlaciones entre el N foliar y la concentracion de

aminoacidos en las bayas. Los datos se presentan en la Tabla 1V.25.

Tanto el contenido en N.F.A. como la concentracién de amonio presentes en las
bayas, mostraron relacion positiva con el N determinado en los tejidos foliares, limbo y
peciolo, en floracién y en envero, excepto en el caso del amonio que no mostrd
correlacion con el N del peciolo muestreado en floracion. Se encontraron correlaciones
positivas entre el N presente en el limbo en floracién y Glu, Asn, Cit, Arg, Ala, Tyr,
Lys, amino&cidos totales y aminodacidos totales con Pro, mientras que fueron negativas
para Asp e lle. La relacién de la concentracion de Asp, Cit, Arg, Ala, Tyr, Met, Leu,
aminodcidos totales y total de aminoacidos con Pro con el N peciolar muestreado en
floracion también fue positiva, no encontrandose ninguna correlacion negativa. En el
caso del N foliar analizado en envero, las correlaciones entre el N en limbo y distintos
aminoacidos como Asp, Ser, Val, Phe, Ile y Orn fueron negativas, siendo positivas entre
el N en limbo y Glu, Cit, Arg, Ala, Tyr, Met, Trp, Phe y el total de aminoécidos.
Respecto al N analizado en el peciolo durante envero, se encontraron correlaciones con
Glu, Asn, Cit, Arg, Ala, Tyr, Met, Trp, Leu, aminoacidos totales y aminoacidos totales
con Pro, todas ellas positivas. Por tanto, el analisis de ambos tejidos foliares podria
realizarse independientemente en funcion del aminoécido especifico que interesara
estudiar en las bayas, ya que su contenido de N no correlacioné con el mismo grupo de
aminoacidos. Sin embargo, Romero et al. (2013) determinaron que tanto en floracion
como en envero, el limbo era el tejido mas idoneo para el diagnostico nutricional
relativo al N en vifias de la variedad Tempranillo en la D.O.Ca. Rioja. Del mismo
modo, Schreiner et al. (2013), que también observaron alta correlacion entre el N.F.A.
del mosto y la concentracién de N determinada en limbo tanto en floracién como en
envero, en un vifiedo de cv. Pinot noir situado en Oregon en el que aplicaron distintas
concentraciones de tratamientos nutricionales y, a pesar de que las correlaciones que
encontraron entre el N.F.A. y el N-peciolar también fueron altas, recomendaron utilizar
los valores de N determinados en limbo para establecer el estado N-nutricional de la
vid.
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Tabla 1V.25. Coeficientes de correlacion de Pearson observados entre el % de N de los tejidos foliares
(limbo y peciolo) muestreados en floracién y envero, y la concentracién de aminoécidos (mg N kg™ uva)
determinados en las uvas procedentes de los tratamientos estudiados (L: laboreo; CB: cebada y TR:

trébol) durante las cuatro campafias de ensayo (2009-2012).

N.F.A°

FLORACION

N Limbo

0,467**

N Peciolo

0,247

ENVERO

N Limbo

0,403*

N Peciolo

0,593**

Amonio 0,585** 0,548** 0,469** 0,780**
Acido Aspartico - 0,472*%* 0,348* - 0,666™** 0,016
Acido Glutamico 0,506** - 0,047 0,591** 0,408*

Asparagina 0,428** 0,144 0,085 0,355*
Serina -0,170 0,015 - 0,596** - 0,196
Histidina 0,303 0,263 -0,173 0,18
Glicina 0,201 - 0,016 - 0,216 0,022
Treonina 0,148 0,224 -0,191 0,277

Citrulina 0,444** 0,454** 0,5638** 0,709**

Arginina 0,505** 0,596** 0,5633** 0,541**

Alanina 0,345* 0,396* 0,639** 0,491**

Tirosina 0,557** 0,450** 0,622** 0,603**

Valina - 0,161 0,091 - 0,476** 0,115
Metionina 0,271 0,363* 0,371* 0,617**
Triptofano 0,160 0,263 0,374* 0,555**

Fenilalanina - 0,132 0,284 - 0,401* 0,262
Isoleucina - 0,362* 0,163 - 0,495** 0,141

Ornitina 0,129 0,197 - 0,375* -0,176

Leucina 0,074 0,404* 0,100 0,5637**

Lisina 0,369* 0,121 0,075 - 0,057

AaTP 0,323 0,168 -0,014 0,360*

Prolina 0,476** 0,596** 0,357* 0,623**

AaTPro° 0,472%* 0,492%** 0,246 0,591**

® N.F.A.: Nitrégeno facilmente asimilable, "AaT: aminoécidos totales sin prolina, ‘AaTPro:
aminoacidos totales con prolina. * Indica correlacién significativa a p < 0,05; ** Indica correlacion

significativa a p < 0,01.

Coincidiendo con nuestros resultados, autores como Gaudillére et al. (2003)

encontraron también correlaciones entre el contenido de N en limbo y el N en mosto, en
vifiedos bajo climas mediterraneos y atlanticos en Francia. Asimismo, Neilsen et al.
(2010) describieron correlaciones entre el N en el peciolo en envero y el N.F.A,
presente bajo diferentes dosis, momentos y formas de fertilizacion nitrogenada
ensayadas en un vifiedo de cv. Merlot. Por otro lado, Curtis (2013) no encontro
diferencias en el nivel de N.F.A. que presentaban plantas jovenes de cv. Chardonnay

situadas en Oregdn, en un tratamiento de cubierta anual mixta de centeno y trébol
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(Trifolium incarnatum L.) respecto al del tratamiento con laboreo, a pesar de que si
observo relaciones positivas entre el N.F.A. y el N del peciolo en floracién (R2 = 0,582;
p < 0,0001), el N determinado en envero en el limbo (R? = 0,5913; p < 0,0001) y el N
presente en el peciolo en envero (R2=0,5251; p < 0,0001).

Rodriguez-Lovelle y Gaudillére (2002) encontraron diferencias significativas en
los niveles de Arg, Glu, Ala e His en uvas de la variedad Cabernet Sauvignon debido a
la fertilizacion nitrogenada aportada a las cepas. También Bell y Henschke (2005)
observaron la relacién existente entre la concentracion de aminoacidos totales de las
bayas y los niveles nitrogenados que presentan las plantas. Linsenmeier et al. (2008)
encontraron relaciones positivas entre el N aportado en un vifiedo de cv. Riesling y la
concentracion de aminoacidos como Ala, His, Gly y Glu. Por su parte, Lee y Schreiner
(2010) observaron que sélo Glu, GIn, Trp e Hyp se vieron afectados por aportes de N en
una parcela de cv. Pinot noir. También Schreiner et al. (2014) advirtieron que los
aportes de N realizados a la vid, junto con el efecto afiada, alteraban la concentracién de
la mayoria de los aminoécidos en las bayas. Asi, en su estudio con cv. Pinot noir, estos
autores observaron que las concentraciones de Cit y Arg fueron las que mas
disminuyeron en respuesta a un bajo aporte de N, influyendo en el nivel de N.F.A.
También Pérez-Alvarez et al. (2014a,b) observaron, en tres parcelas de cv. Tempranillo
con distintos tipos de suelo, correlaciones altas entre el N-NO3™ disponible en el suelo (a
45 cm de profundidad) en el momento de floracién y la concentracion total de
aminoécidos en el mosto (R® = 0,95), el total de aminoacidos asimilables (R* = 0,95) y
el N.F.A. (R*=0,99).

La variabilidad observada en la concentracién y perfil de los aminoacidos de las
bayas podria estar relacionada con la presencia de las cubiertas vegetales implantadas en
el vifiedo, ya que los principales factores que Bell y Henschke (2005) observaron que
les afectaban (variedad, portainjerto, condiciones climaticas y nivel de madurez de las
bayas), fueron iguales entre tratamientos. Ademas, no hubo fertilizacion nitrogenada de
ningun tipo desde nueve afios antes de empezar el ensayo. Asi, el descenso de N
disponible en el suelo y la consecuente bajada de N en el estado nutricional de las
plantas, como consecuencia del consumo de N realizado por parte de la graminea tras
cuatro campafias, podria ser la causa del descenso de la concentracién de algunos
aminoacidos en las bayas del tratamiento CB, fundamentalmente con respecto a las del
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tratamiento TR, pero también, en muchos casos aunque no de forma significativa,
respecto al laboreo.

Por su parte, contrariamente a lo sucedido con el tratamiento CB, con el trébol se
observd en las bayas un aumento de la concentracion de algunos aminoéacidos,
relacionado con el mayor nivel de N en el suelo que propicio la implantacién de la

leguminosa y su posterior repercusion a nivel N-nutricional en la vid.

IV.9.2. INCIDENCIA DE LAS CUBIERTAS EN LA COMPOSICION DE LOS
VINOS

Al igual que lo presentado en el apartado anterior para los mostos, la discusion
de los efectos de los tratamientos sobre los vinos se ha dividido en tres apartados. En las
Tablas V.26 y IV.27 se presentan, respectivamente, los parametros generales y de color
de los vinos procedentes de las uvas de los tratamientos (L: laboreo, CB: cebada y TR:
trébol) estudiados durante las cuatro campafias que durd el ensayo (2009-2012). Por otra
parte, en las Tablas 1V.28 y IV.29 se presentan respectivamente, la concentracion de
aminoécidos en vinos y el consumo de éstos durante la fermentacion. La Tabla V.30,
muestra la concentracion de aminas biégenas determinadas en los vinos. En ese mismo
apartado, se discuten las correlaciones existentes entre la concentracion de aminoacidos
en los mostos y de aminas biégenas en los vinos (Tabla 1V.31) y entre las aminas
bidgenas y el N de los tejidos foliares en floracion y envero (Tabla 1V.32).

1VV.9.2.1. Parametros fisico-quimicos generales

Todos los pardmetros analizados en los vinos del ensayo cumplieron los

estandares marcados para vinos tranquilos, enmarcados en la D.O.Ca. Rioja.

Conforme al bajo impacto que supuso el efecto de la implantacion de las
cubiertas sobre los pardmetros generales analizados en los mostos (Apartado 1V.9.1.1),
en el vino Unicamente se observaron diferencias significativas en los parametros de
acidez, principalmente en la campafa 2011. Asi, sélo durante dicha campafa, la acidez
total fue mayor en los vinos con el tratamiento CB respecto a la de los otros
tratamientos. En las campafias 2009 y 2011, el acido tartarico fue mayor en los vinos del
tratamiento CB que en los del tratamiento L y, sin embargo, en el 2011, el 4cido lactico
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fue menor con los tratamientos de las cubiertas que con el testigo (Tabla 1V.26). Este
reducido efecto observado en los vinos coincidié con los resultados obtenidos por
Fourie et al. (2006) en vinos de la variedad Chardonnay, provenientes de vifiedos
sudafricanos con suelos de textura franca, y por Fourie et al. (2007a,c) en vinos de cv.
Sauvignon blanc de sus ensayos con distintas especies de cubiertas vegetales. Ahora
bien, a pesar de que las diferencias significativas entre tratamientos fueron escasas, al
igual que ocurrié con los mostos, el efecto de las cubiertas vegetales reflejo ciertas
tendencias, como un pH de los vinos de uvas procedentes de parcelas con cubiertas
vegetales menor, frente a los vinos del tratamiento L, lo cual podria ser un
condicionante de la produccion de aminas biégenas en los vinos (Apartado 1V.9.2.4),
como observaron Landete et al. (2005) en su estudio, donde los vinos de Rioja que
presentaron alto contenido en histamina, eran los que tenian valores de pH de 3,6 o
superiores. Ademas, los vinos con los tratamientos de las cubiertas presentaron, aunque
no de forma significativa, menor concentracion de K que los del tratamiento L, por lo
que, con las cubiertas en el vifiedo, se podrian obtener vinos que tendran,
probablemente, menor riesgo de quiebras tartaricas, que condicionan la estabilidad de

los vinos.
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Tabla 1V.26. Pardmetros generales determinados en los vinos elaborados a partir de las uvas de cada uno de los tratamientos estudiados (L: laboreo; CB: cebada y TR: trébol)

durante las cuatro camparias del ensayo (2009-2012).

VINOS
aISoLa(g(i)co L ac. Taﬁig(i)co Acido rplélico ; Acido , Potas_ilo Ac_idez , SO, Iit_)lre SO, to_tlal
% v vl - 1 (gl lactico (g 17) (mg ™) volatil (g17) (mg ™) (mg I7)
Tratamientos 2009
L 11,6 3,86 4,83 1,65b 0,04 2,41 1618,96 0,33 27,71 59,33
CB 12,0 3,75 5,02 1,93a 0,09 2,31 1426,33 0,32 28,56 68,93
TR 12,2 3,81 4,88 1,75 ab 0,04 2,42 1559,24 0,30 27,28 65,73
2010
L 12,5 3,84 4,91 1,66 0,04 2,25 1579,42 0,42 29,41 50,80
CB 12,7 3,78 4,93 1,66 0,11 2,18 1507,96 0,40 31,97 58,27
TR 12,6 3,76 5,15 1,81 0,04 2,14 1418,79 0,36 30,27 61,47
2011
L 12,8 3,80 4,80 b 1,69 b 0,04 2,50a 1705,46 0,38 33,68 62,53
CB 12,7 3,70 522a 2,02a 0,05 1,89b 1605,94 0,50 31,97 68,93
TR 13,3 3,74 476 b 1,88 ab 0,03 2,00b 1538,89 0,44 35,39 62,53
2012
L 10,5 3,87 4,69 1,67 0,11 2,29 1600,33 0,47 27,71 64,67
CB 10,9 3,79 4,84 1,84 0,11 2,08 1469,67 0,35 29,41 59,33
TR 10,5 3,79 4,61 1,72 0,04 2,15 1427,33 0,38 28,56 62,53

A.T.: acidez total, expresada en g I™* de cido tartarico. En cada parametro y para cada campafia, letras diferentes entre tratamientos expresan diferencias significativas (p < 0,05
usando el test LSD). La ausencia de letras indica que no existieron diferencias significativas entre tratamientos.
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Los resultados encontrados en la bibliografia sobre el efecto de los tratamientos
con cubiertas vegetales en las caracteristicas y propiedades de los vinos son variados.
Asi, autores como Riou y Morlat (1996), Monteiro y Lopes (2007) y Xi et al. (2010),
describieron una disminucion de la acidez total y un incremento de pH en los vinos de
los tratamientos con cubiertas vegetales respecto a los del laboreo. Sin embargo,
coincidiendo con las tendencias observadas en nuestro ensayo, Maigre y Aerny (2001)
obtuvieron en los vinos de su estudio, niveles de acidez total mayores y menor pH con
el tratamiento de cubiertas vegetales que con el testigo, explicando el origen de este
efecto al menor nivel de K obtenido en el mosto como consecuencia de las bajas
temperaturas sufridas en la zona radicular (Maigre et al., 1995) y por la disminucion del
vigor de las plantas. Bertuccioli et al. (1999) observaron un mayor contenido de alcohol
y fenoles totales en los vinos elaborados a partir de uvas con tratamiento de cubiertas
vegetales respecto al testigo, en el que trataron quimicamente las calles de un vifiedo de

la variedad Sangiovesse en Italia.

1VV.9.2.2. Parametros de color

De manera similar a lo ocurrido con el mosto, las diferencias entre tratamientos
fueron significativas, principalmente, en la Gltima campafa de ensayo (Tabla IV.27). En
general, la tendencia mostrada por los valores de densidades dpticas e intensidad de
color del vino varié de las campafias 2009-2010, en las que los vinos del tratamiento CB
fueron los que presentaron los valores medios mas bajos, a lo observado en los dos afios
siguientes en los que los vinos de este tratamiento CB fueron los que presentaron mayor
valor de estos parametros. Por su parte, la tonalidad present6 valores significativamente
menores en los afios 2009 y 2012 en los vinos del tratamiento CB respecto a los del
tratamiento L. Este hecho tuvo que ver con el aumento en los vinos del tratamiento CB
de los compuestos que absorben en el rojo (D.O. 520 nm) que, aunque son Mas
inestables al envejecimiento sufrido por el vino que los que absorben en el amarillo
(D.O. 420 nm), definen y matizan el color caracteristico de un vino tinto joven. En la
campafia 2010, fueron los vinos del tratamiento TR los que mostraron,

significativamente, menos tonalidad que los del laboreo (Tabla IV.27).

Respecto al indice de polifenoles totales (1.P.T.), fue el tratamiento CB, al cuarto

afio de ensayo, el que marcé las diferencias, con valores de este parametro mayores que
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los de los vinos de los otros dos tratamientos, lo cual coincidié con los resultados
obtenidos en el mosto. En el afio 2012, se observaron concentraciones de antocianos
menores que en el resto de campafias, sin que las diferencias entre tratamientos fueran
significativas para ninguno de los afios de estudio. Asi, como ya se ha mencionado
anteriormente, los mayores valores de I.P.T. con el tratamiento CB podrian estar
relacionados con la disminucion nutricional de N en la cepa, provocada por la reduccion
de N-NOjs disponible en ese tratamiento a lo largo de las cuatro afiadas estudiadas.
Ademas, la disminucion de humedad del suelo observada en determinados momentos
del ciclo con el tratamiento CB, pudo contribuir a que, sin llegar a provocarle a la planta
un estrés severo por déficit hidrico, como respuesta, ésta aumentase la sintesis de
polifenoles, especialmente antocianos, en las bayas, las cuales fueron ligeramente mas
pequefias y por tanto con una mayor superficie de hollejo (donde se encuentra la
mayoria de los compuestos fendlicos en las uvas tintas) respecto a la pulpa, que las de
los otros tratamientos. Este fendémeno lo observaron Ojeda et al. (2002) en un
experimento realizado en macetas con la variedad Shiraz, donde mostraron que déficit
hidricos medios influyen directamente en la biosintesis y concentracion de los
compuestos fendlicos de las bayas, aumentandolos.

Observaciones realizadas por diversos autores (McDonald et al., 1998; Price et
al., 1995; Haselgrove et al., 2000; Spayd et al., 2002) mostraron también que la mayor
exposicion de las bayas a la luz, por cambios en la estructura foliar de la cepa, se
relacionaban con niveles mas altos de flavonoles, lo cual podria tener implicaciones
importantes en la estabilidad y calidad del vino, particularmente si los flavonoles acttan
como copigmentos de los antocianos. Coulon y Prud'Homme (2003) relacionaron los
mayores valores de polifenoles totales y de densidad Optica en las tres longitudes de
onda, en los vinos provenientes de uvas de los tratamientos con cubiertas vegetales en el
vifiedo, con la disminucion del rendimiento y mayor exposicién a la luz solar de los
racimos. No obstante, para climas célidos y soleados conviene tener en cuenta que las
altas temperaturas a las que puedan estar sometidos los racimos muy expuestos, a partir
del envero, suponen un detrimento de la acumulacion de antocianos en los hollejos de la
uva y, por tanto, en el del color de los vinos (Tarara et al., 2008; Dry, 2009; Lorrain et
al., 2011). Por tanto, la mayor concentracion en polifenoles observada en el vino en la
campafia 2012 con el tratamiento CB podria tener efecto positivo en la calidad del vino,
puesto que podria mejorar el color, las caracteristicas organolépticas y la estabilidad de
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los vinos, como observaron otros autores en vinos tintos provenientes de vifiedos con
cubiertas vegetales (Morlat et al., 1993b; Riou y Morlat, 1996; Rodriguez-Lovelle et al.,
2000; Le Goff-Guillou et al., 2000; Spayd et al., 2002; Coulon y Prud'Homme, 2003;
Monteiro y Lopes, 2007; Xi et al., 2010; Ibafez, 2013). Estos autores explicaron el
incremento de polifenoles de sus ensayos como una consecuencia de la competencia
ejercida por las cubiertas por el agua y los nutrientes del suelo, lo que induce a una
reduccion en el desarrollo vegetativo de la cepa, beneficioso tanto para la composicion
de la baya como a nivel sanitario, ya que induce un balance mas favorable entre el
crecimiento vegetativo y productivo, y posibilita un sistema de la pared vegetativa del
vifiedo mas poroso, mejorando el microclima en la zona del racimo, lo que permite
potenciar el color y el contenido de I.P.T. y antocianos en las uvas tintas y, como

consecuencia, mejorar la calidad de bayas y vino.

Por su parte, tal y como ocurri6 con el mosto, el tratamiento TR apenas presentd
cambios en los parametros colorimétricos en relacion al laboreo. Estas cubiertas, por su
capacidad de fijar N, atmosférico, podrian actuar incrementando el N disponible de
modo semejante a lo que observaron Delgado et al. (2004) en su ensayo, por medio de
la aplicacion de un fertilizante al suelo. Estos autores mostraron que los aumentos de
aportes nitrogenados, siempre que el nivel de K sea moderado, pueden hacer disminuir
los polifenoles presentes en los hollejos, pero si por el contrario, la alta disponibilidad
de N coincide con valores altos de K en suelo, los polifenoles de los hollejos de las

bayas se incrementan.
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Tabla 1V.27. Parametros de color determinados en los vinos elaborados a partir de las uvas vendimiadas
en cada uno de los tratamientos estudiados (L: laboreo; CB: cebada y TR: trébol) durante las cuatro

camparias del ensayo (2009-2012).

VINOS
D.0.2 D.O. D.O. Intensidad

. b  Antocianos
420 nm 520 nm 620 nm de color VR LR (mg 1)

Tratamientos
L 0,71a

39,35

CB 1,53 2,33 0,50 4,36 0,66 b 37,79 495
TR 1,68 2,48 0,56 4,72 0,68 ab 39,41 588
2010
1,91 3,44 0,63 5,37 0,67a 39,46 567
1,83 2,86 0,60 5,30 0,64 ab 41,52 565
1,82 2,95 0,60 5,36 0,62b 39,02 573
2011
1,96 3,16 0,68 5,79 0,62 46,05 635
2,17 3,64 0,78 6,59 0,60 47,47 614
2,10 3,45 0,72 6,27 0,61 47,67 677
2012
1,18 1,60 0,37 3,15 0,74a 30,65 b 428
1,35 2,03 0,43 3,82 0,67b 36,09 a 465
1,18 1,67 0,36 3,21 0,71ab 31,24 Db 423

*D.0.: densidad dptica, ° I.P.T.: Indice de polifenoles totales.
En cada parametro y para cada campafia, letras diferentes entre tratamientos expresan diferencias significativas (p <
0,1 usando el test LSD). La ausencia de letras indica que no existieron diferencias significativas entre tratamientos.

1VV.9.2.3. Efecto sobre los aminoacidos del vino

En la Tabla V.28, se presentan las concentraciones de los aminoécidos en los
vinos. La Tabla 1V.29 muestra el consumo de aminoacidos durante la fermentacion,
determinados como diferencia entre la concentracién de aminoacidos en las bayas en el

momento de la vendimia y la del vino final.

En relacion a la concentracion de aminoacidos en los vinos se observo, en la
campafia 2009, menor concentracion de His en los vinos provenientes de las cepas bajo
el tratamiento TR y en los vinos del tratamiento CB mayor concentracion de Orn,
respecto a los otros dos tratamientos. Los vinos del tratamiento CB tuvieron
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concentracion de Phe menor respecto a los vinos del tratamiento L (Tabla 1V.28). En la
campafia 2010, la concentracion de Ser en los vinos fue menor con los tratamientos de
cubiertas vegetales y, sin embargo, los del tratamiento L presentaron mayor
concentracion de His que los vinos del tratamiento CB, y menor contenido de Arg que
los del tratamiento TR. En los vinos del tratamiento CB, se observd que la

concentracion de Lys fue menor que en los de los otros dos tratamientos.

En la tercera campafia de estudio, el nimero de aminoacidos cuya concentracién
fue significativamente diferente en funcion del tratamiento fue mayor. Asi, los vinos del
tratamiento CB presentaron concentracién de Glu, Ser, Thr, lle y Orn menor respecto a
los otros dos tratamientos. Ademas, con el tratamiento CB se observd menor
concentracion de Asp, Asn, Gly, Arg, Ala, Tyr y aminoacidos totales en los vinos que
con el tratamiento TR. En el afio 2012, los vinos del tratamiento TR mostraron mayor
concentracion de Asp, Glu, His, Gly, Thr, Ala, Ile, Orn, Leu, Lys y aminoacidos totales
respecto a los vinos de los otros tratamientos. La concentracion en los vinos de Tyr fue
mayor con el tratamiento TR que con la cebada, y la concentracion de Phe mayor que
con el tratamiento L. La concentracién de Cit fue menor con el tratamiento CB que con

los otros dos y la de VVal menor con el tratamiento TR respecto al testigo (Tabla 1V.28).

241



Tabla 1V.28. Concentracion de aminoacidos (mg N | ™) determinados en los vinos obtenidos de las uvas procedentes de cada uno de los tratamientos (L: laboreo; CB: cebada

y TR: trébol) durante las cuatro campafas del ensayo (2009-2012).

AMINOACIDOS VINOS (mg N 1 %)

Cit Arg Ala Tyr Val
Tratamientos 2009
L 0,09 0,27 025 006 008 014 021 nd” 020 0,35 0,03 0,06 nd. nd 004a 004 0,16b 0,07 0,19 2,22
CB 0,09 030 027 o007 008 0214 022 004 027 0,37 0,03 0,06 nd nd 0050 005 0,22a 0,08 0,19 2,53
TR 0,09 0,32 0,26 007 004b 013 021 n.d. 0,24 0,34 0,03 0,05 nd nd 004ab 004 0,18 0,08 0,17 2,28
2010
L 0,15 0,43 0,26 014a 018a 0,26 026 0,04 0,09 042 0,03 0,11 0,04 003 004 006 nd 010 O066a 331
CB 0,09 0,37 0,21 007b 009 014 019 0,04 0,10ab 0,31 0,02 006 nd nd 003 005 022 0,06 026b 231
TR 0,13 040 0,24 0,13b 013ab 018 0,23 0,03 0,14a 0,37 0,03 0,09 004 002 004 005 nd 009 067a 3,02
2011
L 0,08ab 0,38a 0,28ab 0,11a 0,15 0,22ab 0,24a n.d. 035ab 0,47ab 0,03ab 0,07 nd nd 006 006a 0,15 010 0,17 29lab
CB 0,03b 0,18 0,180 0,06b 0,07 0,09 012b nd. 013b 0,20b 0,02b 0,04 nd. nd 003 0,03 0,08 004 011 1,43b
TR 0,11a 045a 0,36a 0,11a 0,19 026a 0272 nd.  046a 057a 004a 006 nd nd 007 006a 0,152 011 0,22 3,50a
2012
L 0,06b 0,23b 0,16 0,04 0,06b 006b 011b 0,032 025 0,17b 0,02ab 0,03a 0,03 0,03 0,02b 0,0l1b 0,056b 0,03b 0,27b 1,65b
CB 0,06b 0,21b 0,15 0,04 0,080 0,05b 0,20b 0,02b 028 0,16b 0,02b 0,03ab 0,03 0,04 0,02ab 0,02b 0,04b 0,03b 0,25b 1,61b
TR 0,10a 0,33a 0,20 006 0,11a 0,22a 0,18 0,03a 037 0,28a 0,04a 0,080 0,04 004 0,04a 0,04a 0,082 0,07a 045a 2,66a

& Asp: acido aspartico, Glu: acido glutamico, Asn: asparagina, Ser: serina, His: histidina, Gly: glicina, Thr: treonina, Cit: citrulina, Arg: arginina, Ala: alanina, Tyr: tirosina, Val: valina, Met:
metionina, Trp: triptéfano, Phe: fenilalanina, lle: isoleucina, Orn: ornitina, Leu: leucina, Lys: lisina, Total aas: aminoécidos totales sin prolina, °n.d.: no detectado.
Para cada camparia, letras diferentes entre tratamientos expresan diferencias significativas (p < 0,05 usando el test LSD). La ausencia de letras indica que no existieron diferencias significativas

entre tratamientos.
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Por otro lado, tal y como se aprecia al comparar entre las concentraciones de
aminoacidos en el mosto (Tabla 1V.24) y las determinadas en el vino (Tabla 1V.28), la
concentracion individual de cada uno de los aminoacidos libres disminuy6é de forma
importante durante la fermentacion. Esto estaria directamente relacionado con la
actividad metabolica de las levaduras responsables de la fermentacion, las cuales
utilizan los aminoacidos como principal fuente de N para su metabolismo (Bell y
Henschke, 2005). Garde-Cerdan et al. (2011), Martinez-Gil et al. (2012) y Portu et al.
(2014), mencionaron la existencia de una proporcionalidad entre el contenido de
aminodcidos inicial en el mosto y su consumo durante la fermentacion. Asi, a mayor
concentracion de aminoacidos en el mosto, mayor consumo de los mismos se producira
durante la fermentacion. También en nuestros vinos de cv. Tempranillo los aminoacidos
mas consumidos durante la fermentacion coincidieron con los que se encontraban en
mayor concentracion en uva; Arg, His, Ala'y Ser (excepto en el 2012), Glu y Val en el
afio 2010, Trp en el 2010 y 2012 y Asp en las camparias 2010 y 2011 (Tabla 1V.29).

Por otra parte, cabria destacar la reduccion del aminoécido Ser en los vinos de
los tres tratamientos en la camparia 2012 frente a las de los afios anteriores del ensayo
(Tabla 1V.35), lo cual fue ligado a la baja concentracion presente en las bayas (Tabla
IV.31), que supuso una importante restriccion en el consumo de este aminoécido
durante la fermentacion (Tabla IV.36). Asimismo, se observo esta situacion respecto al
Asp en el afio 2009 y 2012 en los tres tratamientos, pero de forma menos acusada que
en la Ser. Del mismo modo, en las cuatro variedades de la D.O. Jumilla que estudiaron
Martinez-Gil et al. (2012): Monastrell, Syrah, Merlot y Petit Verdot, la Arg, Ala, Ser y
Thr fueron los aminoacidos méas consumidos durante la fermentacion y los que mayor
concentracion presentaron en las bayas en el momento de vendimia (excepto la Ala en

cv. Merlot).

En los estudios realizados con distintas variedades por otros autores (Valero et
al., 2003; Garde-Cerdan et al., 2007; Martinez-Gil et al., 2012), la Gly fue uno de los
aminoacidos menos consumido durante la fermentacion, ya que para las levaduras es
una mala fuente de N (Cooper, 1982). Sin embargo, el consumo de este aminoécido en
vinos del tratamiento CB fue elevado en los cuatro afios de ensayo, respecto a lo
consumido en los otros tratamientos. Ademas, en el afio 2010 con el tratamiento CB v,

en la campafia 2012 con los tres tratamientos, se observo un aumento de Orn en el
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medio, al igual que lo ocurrido en los tres tratamientos en el afio 2010 y con los
tratamientos L y TR en el 2012 en el caso de la Lys. Estos aminoacidos, que se
encontraban en muy baja concentracion en el mosto (Tabla 1V.24), posiblemente fueron
excretados al medio como consecuencia de la autolisis de las levaduras (Martinez-
Rodriguez et al., 2001; Moreno-Arribas y Polo, 2009) y/o debido al efecto toxico del
etanol (Ancin-Azpilicueta et al., 2005) que inhibe los sistemas de transporte de los
aminoacidos causando su excrecion (Alexandre y Guilloux-Benatier, 2006). Ademas, la
Orn es un producto secundario del metabolismo de la Arg. En la campafia 2012, con el
tratamiento testigo también Asn y Tyr fueron excretadas al medio, aunque los valores

fueron relativamente bajos.

Por otro lado, en la Tabla IV.29 se aprecia que tres de los aminoacidos presentes
en las bayas (Met y Trp y Cit) fueron consumidos préacticamente en su totalidad durante
la fermentacion: Met y Trp, durante las campafias 2009 y 2011 en los tres tratamientos y
en 2010 dnicamente en el tratamiento CB vy, la Cit en el afio 2009 en el caso de las
bayas procedentes de los tratamientos L y TR y de los tres tratamientos en 2011. Esto es
importante, ya que algunos aminoacidos son precursores de alcoholes superiores y
ésteres, compuestos que pueden contribuir al aroma del vino (Bell y Henschke, 2005;
Garde-Cerdan y Ancin-Azpilicueta, 2008; Hernandez-Orte et al., 2005). Asimismo,
repercuten en la mayor inestabilidad microbiol6gica que pueden presentar los vinos con
alto contenido de N residual, con la posible formacion de carbamato de etilo (cuyo
aminoacido precursor es la Cit) y de aminas bidgenas, compuestos que deprecian la
calidad del vino y sus propiedades saludables (Uthurry et al., 2007; Moreno-Arribas y
Polo, 2009).
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Tabla 1V.29. Consumo de aminoacidos (mg N L ™) en la fermentacion de cada uno de los tratamientos estudiados (L: laboreo; CB: cebada y TR: trébol) durante las cuatro
campafias del ensayo (2009-2012). El consumo de los aminoacidos corresponde a la diferencia entre la concentracion en el mosto y en el vino. El signo negativo indica

excrecion de los aminoécidos al medio.

CONSUMO DE AMINOACIDOS EN LA FERMENTACION ALCOHOLICA (mg N 1)

Asn

Ser

His

Thr

Arg

Ala

Tyr

Val

Met

Trp

Phe

Isle

Orn

Leu

Lys

Total aas

Tratamientos 2009
L 0,83 519 128 4,77 651 102 355 139 3457 638 051 212 044 292 053 051 009 086 0,14 73,62
CB 091 401 084 427 435 429 336 108 2893 562 048 234 038 280 051 051 0,08 0,76 0,14 62,00
TR 0,78 520 119 476 6,78 0,83 362 131 3424 634 052 230 047 302 057 052 006 086 0,16 7355
2010
L 254 433 120 561 803 064 433 211 3410 650 061 4,18 0,74 547 1,17 1,15 023 1,75 -0,45 84,25
CB 2,08 357 069 516 375 3,70 383 1,07 28,71 624 041 307 055 469 085 09 -0,03 1,24 -0,06 67,34
TR 215 392 089 482 469 051 365 1,21 2793 589 040 287 045 470 0,77 083 012 1,08 -0,51 66,37
2011
L 1,70 340 0,32 307 558 023 249 127 3670 875 056 136 042 347 040 051 010 1,06 020 71,60
CB 153 293 025 250 308 306 189 0,86 2787 7,68 037 1,18 0,25 2,70 0,36 051 0,11 0,82 014 5522
TR 1,68 304 0,24 310 565 017 251 134 3807 884 058 151 043 361 043 060 0,16 1,07 0214 7317
2012
L 1,19 493 -0,16 058 282 020 261 2,18 3500 1040 -0,02 1,49 0,70 653 050 062 -0,05 144 -0,13 72,24
CB 1,08 58 057 057 225 228 227 169 2538 977 063 161 066 654 047 068 -004 141 0,01 61,39
TR 1,18 582 0,36 0,72 421 0,18 301 269 5235 1267 095 164 084 7,24 061 065 -008 167 -0,25 96,97

& Asp: acido aspartico, Glu: acido glutamico, Asn: asparagina, Ser: serina, His: histidina, Gly: glicina, Thr: treonina, Cit: citrulina, Arg: arginina, Ala: alanina, Tyr: tirosina, Val: valina, Met:
metionina, Trp: triptéfano, Phe: fenilalanina, lle: isoleucina, Om: ornitina, Leu: leucina, Lys: lisina, Total aas: aminoécidos totales sin prolina, °n.d.: no detectado.
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1VV.9.2.4. Efecto de las cubiertas vegetales sobre la concentracion de aminas

bidgenas en el vino. Correlacion entre aminoacidos y aminas bidgenas

Las principales aminas bidgenas encontradas en los vinos son histamina,
tiramina, putrescina, cadaverina y feniletilamina (Lonvaud-Funel, 2001; Smit et al.,
2008; Beneduce et al., 2010; Lopez et al., 2012). En nuestro estudio, ademas de estas
aminas, se determiné la concentracion de metilamina, etilamina e isoamilamina (Tabla
IV.30). En los vinos, la histamina en 2011 y la isoamilamina en los cuatro afios de
ensayo no se detectaron. Ademas, hay que destacar que las concentraciones de aminas
bidgenas analizadas en los vinos estuvieron muy por debajo de los limites legales
impuestos por algunos paises para las importaciones de los vinos (Lehtonen, 1996).

Por otro lado, cabe destacar que no se han encontrado estudios sobre el efecto de

estas cubiertas vegetales en las aminas bidgenas de los vinos.

En relacién al efecto provocado por los tratamientos en la concentracion de
histamina en los vinos, Unicamente se observaron diferencias significativas en el afio
2010, presentando los vinos del tratamiento CB los valores mas elevados (Tabla 1V.30).
Sin embargo, al igual que lo observado en otras aminas bidgenas, la tendencia cambio
(en este caso sOlo en la cuarta campafia de ensayo, ya que en 2011 no se detect6
histamina en los vinos). Asi, aunque la diferencia no fuera significativa, el vino
procedente del tratamiento CB presentd, al igual que lo sucedido con His, su
aminodcido precursor (Tabla 1V.28), concentracion de histamina menor que en los otros
tratamientos. Por otro lado, se observaron correlaciones positivas entre histamina y
ciertos aminoacidos del mosto (Glu, Cit, Ala, Tyr, Met, Trp y Leu) y correlaciones
negativas con su precursor His, ademas de con Ser, Orn 'y Lys (Tabla IV.31). Como ya
se ha mencionado, también se aprecidé correlacion entre la degradacion de la His
presente en el mosto inicial, y la formacion de histamina en el vino, tal y como
observaron Smit et al. (2014). Trabajando con vinos de muy diferentes origenes y
métodos de elaboracion distintos, Ough (1971) establecié una correlacion positiva entre

la concentracion de N de los vinos y la histamina.
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Tabla 1V.30. Concentracion de aminas bidgenas (mg I™*) en los vinos obtenidos de las uvas procedentes de cada uno de los tratamientos estudiados (L: laboreo; CB: cebada y

TR: trébol) durante las cuatro campafias del ensayo (2009-2012).

AMINAS BIOGENAS EN VINOS

. . . . . . . . . . A . Suma aminas
Histamina Metilamina Etilamanina Tiramina Putrescina Cadaverina Feniletilamina

bidgenas
(mg I')
Tratamientos 2009
L 0,26 0,06 0,03 0,97 0,91 0,86 0,26 3,65
CB 0,35 0,08 0,04 1,20 1,00 0,82 0,20 4,07
TR 0,27 0,07 0,02 0,82 1,00 0,89 0,15 3,56
2010
L 0,25 b 0,09 0,04 a 0,73 0,95 0,42 0,15 2,91
CB 0,41 a 0,10 0,02 b 0,74 0,97 0,64 0,11 3,34
TR 0,27 b 0,08 0,04 a 0,59 0,91 0,54 0,07 2,77
2011
L n.d. 0,07 1,05 0,46 0,67 0,58 0,73 3,71
cB n.d. 0,05 0,77 0,31 0,52 0,52 0,27 2,65
TR n.d. 0,11 1,04 0,47 0,91 0,96 0,61 4,45
2012
L 0,97 0,05 2,02 0,51 0,30 0,32 0,14 4,41 a
cB 0,77 0,04 1,64 0,47 0,29 0,19 0,04 3,50 b
TR 0,81 0,06 2,13 0,54 0,30 0,23 0,16 4,36 a

Para cada amina hidgena en cada campafia, letras diferentes entre tratamientos expresan diferencias significativas (p < 0,05 usando el test LSD). La ausencia de letras indica que no

existieron diferencias significativas entre tratamientos. n.d.: no detectado.
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Tabla I1V.31. Correlacion observada entre la concentracion de aminoécidos (mg N kg™ uva) en los mostos y la concentracion de aminas biégenas (mg 1) presentes en los

vinos.

CORRELACION ENTRE AMINOACIDOS EN UVA Y AMINAS BIOGENAS EN VINOS

Feniletilamina

Histamina Metilamina Etilamina Tiramina Putrescina Cadaverina Suma Aminas

Acido Aspartico - 0,293 0,435** -0,271 - 0,196 0,274 - 0,093 - 0,357*
Acido Glutamico 0,733** -0,273 0,285 0,315 - 0,301 - 0,254 - 0,287 0,277
Asparagina 0,022 0,294 - 0,500** 0,773** 0,547** 0,140 -0,174 0,128
Serina - 0,573** 0,510** - 0,935** 0,539** 0,865** 0,438** 0,020 - 0,300
Histidina - 0,390* 0,295 - 0,386* 0,378* 0,519** 0,260 0,342* 0,055
Glicina -0,321 0,335* - 0,802** 0,741** 0,740** 0,442** - 0,013 - 0,081
Treonina - 0,024 0,496** - 0,615** 0,641** 0,667** 0,162 - 0,152 - 0,013
Citrulina 0,654** 0,037 0,537** 0,055 - 0,309 - 0,394* - 0,073 0,432**
Arginina 0,240 0,165 0,422* 0,079 - 0,120 -0,114 0,301 0,5447**
Alanina 0,558** - 0,199 0,913** - 0,370* - 0,660** - 0,424** 0,190 0,514**
Tirosina 0,540** - 0,053 0,628** 0,037 - 0,358* - 0,303 0,131 0,556**
Valina - 0,065 0,420* - 0,623** 0,406* 0,565** 0,069 - 0,234 - 0,301
Metionina 0,723** 0,041 0,456** 0,066 - 0,299 - 0,462** - 0,183 0,307
Triptépfano 0,803** - 0,130 0,644** - 0,213 - 0,531** - 0,587** - 0,286 0,227
Fenilalanina 0,031 0,440** - 0,416* 0,324 0,429** - 0,036 - 0,193 - 0,183
Isoleucina 0,076 0,365* - 0,262 0,031 0,268 - 0,152 -0,178 - 0,289
Ornitina - 0,757** 0,440** - 0,551** 0,334* 0,662** 0,500** 0,315 0,033
Leucina 0,507** 0,137 0,402* -0,114 - 0,235 - 0,433** - 0,088 0,145
Lisina -0,471*%* 0,150 - 0,203 0,392* 0,429* 0,218 0,387* 0,314
AaT? 0,282 0,273 0,218 0,240 0,056 - 0,142 0,176 0,428**
Prolina 0,195 0,206 - 0,304 0,492** 0,316 0,078 - 0,201 0,018
AaTPro” 0,281 0,279 0,025 0,377* 0,173 - 0,067 0,039 0,310
® AaT: aminoacidos totales, ° AaTPro: aminoécidos totales con prolina.

* Indica correlacion significativa entre el aminoacido y la amina biégena a p < 0,05; ** Indica correlacion significativa a p < 0,01.
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Por lo general, la histamina es una de las aminas mas abundantes en vinos
(Gléria et al., 1998; Soufleros et al., 1998) y la que mas problemas de diversa indole
causa en el metabolismo del ser humano (Smit et al., 2008). A pesar de que los valores
de histamina fueron del mismo orden que los encontrados por Lopez et al. (2012) en
vinos de la variedad Tempranillo, en nuestro estudio, Unicamente en la campafia 2012
fue tras la etilamina, la amina con mayor presencia en los vinos (Tabla 1V.30). Sin
embargo, su concentracion en los vinos estuvo muy por debajo de los niveles maximos
permitidos por determinados paises como limite para las importaciones de vinos.
Alemania, Holanda, Finlandia, Bélgica, Francia, Canada y Suiza y Austria determinaron
el limite de histamina en vinos en 2, 3, 5, 6, 8, y 10 mg I"*, respectivamente (Lehtonen,
1996; Pérez-Hernandez et al., 2007).

La concentracion de metilamina, cuyo aminoacido precursor es la Gly, no
presentd diferencias significativas entre los vinos procedentes de los tratamientos
estudiados. Ahora bien, en las campafias 2011 y 2012 esta amina tendidé a presentar
menor concentracién con el tratamiento CB respecto a los vinos de los otros dos
tratamientos. Este hecho coincidié con el menor nivel de Gly en las bayas (Tabla 1V.24)
y en el vino (Tabla 1V.28) del tratamiento CB. La metilamina de los vinos del ensayo
presentd correlacion positiva con el Asp, Ser, Gly, Thr, Val, Phe, Ile y Orn de los
mostos (Tabla IV.31).

La descarboxilacion de Ala da lugar a la formacién de la etilamina, amina volatil
que Unicamente mostro diferencias significativas entre tratamientos en el afio 2010. La
menor concentracién de etilamina presentada por los vinos procedentes del tratamiento
CB se mantuvo, aunque no de forma significativa, durante el resto de campafas (Tabla
1V.30). Segun Ancin-Azpilicueta et al. (2005), la concentracion de esta amina biégena
depende de la cepa de levadura usada para llevar a cabo la fermentacion. Askar y
Treptow (1986) propusieron la posibilidad de que ademas de por la descarboxilacion de
la Ala, esta amina se generara mediante una transaminacion de acetaldehido o de otros
compuestos nitrogenados. La etilamina no tiene repercusion a nivel sanitario, sin
embargo, puede presentar influencia en el aroma del vino a pesar de que, debido al
contenido de etanol y otros compuestos volatiles presentes en el medio, son necesarios
niveles altos de esta amina para que los efectos sensoriales negativos que provoca
lleguen a apreciarse en un vino (Ough y Daudt, 1981). La etilamina correlaciond
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positivamente con la Cit, Arg, Tyr, Met, Trp, Leu y su aminoacido precursor Ala y, de
manera negativa, con Asn, Ser, His, Gly, Thr, Val, Phe y Orn (Tabla 1V.30). Smit et al.
(2014) también encontraron relacion entre Ala y etilamina en vinos procedentes de
vifias sobre las que se aplicaron tres tratamientos de fertilizacion nitrogenada distintos:
0y 60 kg N ha™ tras floracién y otro tratamiento en el que aplicaron 60 kg N ha™ en

brotacion y 90 kg N ha™ tras floracion, empleando nitrato aménico 27,5 % N.

El efecto provocado por los tratamientos en el vifiedo no afecté a la
concentracion de tiramina en el vino, pero al tercer y cuatro afio se observd una
tendencia en la que la concentracion de esta amina en los vinos del tratamiento CB fue
menor respecto a los vinos de los otros dos tratamientos. La tiramina puede provocar
problemas en la salud del ser humano ya que actla de vasoconstrictor (Silla Santos,
1996; Arrieta y Prats-Moya, 2012). La dosis considerada toxica en bebidas es de entre
25y 40 mg I™* (Soufleros et al., 1998), siendo peligrosos para el consumidor valores de
entre 10 y 80 mg I'* (Gléria et al., 1998). Las correlaciones encontradas entre la tiramina
en el vino y los aminoécidos del mosto fueron positivas en el caso de Asn, Ser, His,
Gly, Thr, Val, Orn, Lys, Pro y aminoacidos totales con Pro y negativas con Ala (Tabla
1V.31).

Los tratamientos ensayados sobre el vifiedo no afectaron a la concentracién de
putrescina del vino (Tabla 1V.30). Sin embargo, a partir de la tercera campafia se
observd una tendencia de la concentracion de esta amina en los vinos de los
tratamientos de cubiertas vegetales a disminuir frente a los del tratamiento L. Las bajas
concentraciones de Orn en bayas (Tabla 1V.24), aminoacido precursor de la putrescina,
se reflejaron en la menor concentracion de dicha amina observada en las dos Ultimas
campafas del ensayo respecto a la de los dos primeros afios. A pesar de que la
putrescina no es toxica para el consumidor, afecta a la calidad sensorial del vino y por
ello el control de su concentracion es importante ya que, junto con la cadaverina, puede
incrementar los efectos negativos de histamina, tiramina y feniletilamina (ten Brink et
al., 1990; Straub et al., 1995). La concentracion de putrescina en el vino se correlaciond
positivamente con Asn, Ser, Hist, Gly, Thr, Val, Phe, Lys, y con Orn, uno de sus
precursores y, de manera negativa con la Ala, Tyr y Trp (Tabla IV.31). Sin embargo, al
igual que observaron Torrea-Gofii y Ancin-Azpilicueta (2001) y a Smit et al. (2014) no
hubo correlacion significativa con la Arg, precursora de putrescina via Orn (Mangani et
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al., 2005; Ferrer et al., 2007; Smit et al., 2008; Lépez et al., 2012). Por otro lado,
Adams (1991) y Vaz de Arruda et al. (2001) mostraron que el contenido de potasio
presente en el suelo del vifiedo puede ayudar a estimar la concentracion de putrescina en
la planta. Por ello, deficiencias de potasio en el suelo estan ligadas a aumentos de su
concentracion. Por su parte, Landete et al. (2005) observaron que la concentracién de
putrescina en el vino depende mas de la region geografica y de la variedad de uva que
de las practicas enoldgicas. A pesar de que esta amina esta considerada como la mas
abundante en el vino (ten Brink et al., 1990; Halasz et al., 1994), en nuestro estudio no
lo fue. Ademas, se observé una importante influencia de la afiada en su concentracion
(Tabla 1V.30).

Al igual que en el caso de la putrescina, el efecto provocado por los tratamientos
con cubiertas sobre la concentracién de cadaverina en los vinos también provoco un
cambio de tendencia al tercer afio, observandose menor concentracion en los vinos del
tratamiento CB. En el ensayo no se aprecio correlacion entre la cadaverina y la Lys, su
aminoacido precursor. Sin embargo, dicha amina presentd relacion positiva con los
aminoacidos Ser, Gly y Orn y negativa con la Cit, Ala, Met, Trp y Leu (Tabla 1V.31).
Las aminas secundarias como son la putrescina y la cadaverina pueden reaccionar con
nitrito formando nitrosaminas, que son sustancias carcinogénicas (ten Brink et al.,
1990).

En cuanto al efecto sobre la concentracion de la feniletilamina en el vino no se
observaron diferencias significativas entre tratamientos, a pesar de que a partir del afio
2010 se apreciaron diferencias entre tratamientos en la concentracion en uva de su
aminodcido precursor, la Phe. No obstante, a partir del tercer afio, las concentraciones
de feniletilamina en vinos siguieron una tendencia a presentar valores menores en el
tratamiento CB frente a los otros dos tratamientos (Tabla 1V.30). Esta amina fue la que
menos correlaciones mostré con los aminoacidos, encontrandose Unicamente con His y
Lys (Tabla 1V.31). Las concentraciones de feniletilamina presentes en los vinos
estuvieron muy por debajo del limite méximo de 3 mg I'* considerado por Soufleros et
al. (1998) como perjudicial en vinos. Por tanto, los riesgos de problemas sanitarios
graves como hipertension y migrafias, relacionados con la presencia de esta amina en

vinos (Radler y Fath, 1991), fueron bajos.
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En relacion a la isoamilamina en los vinos, Unicamente se detecté en 2009 con el
tratamiento CB y en 2010 con el tratamiento L (0,052 y 0,043 mg I™, respectivamente).
Probablemente, debido a que esta amina presentd concentraciones por debajo de su
limite de cuantificacion, la influencia de los tratamientos observada en los afios 2010 y
2012 en la concentracion de Leu en bayas (Tabla 1V.24), precursor de la isoamilamina,
e incluso las diferencias presentadas en el afio 2012 en vinos (Tabla 1V.28), con mayor
concentracion de Leu en los procedentes del tratamiento TR que en los de los otros

tratamientos, no se apreciaron en la concentracion de esta amina bidgena.

A partir de la tercera campafia, los vinos procedentes del tratamiento CB
presentaron menor concentracion de aminas totales que los de los otros dos
tratamientos, siendo la diferencia significativa en el Ultimo afio de estudio (Tabla
IV.30). Consecuentemente, el impacto negativo de estos compuestos en los vinos, tanto
a nivel toxico-sanitario, como desde el punto de vista sensorial, sera menor en los vinos
procedentes de cepas que hayan sido cultivadas con cubierta vegetal de cebada en las
calles, que en aquellos procedentes de un suelo con trébol o que haya sido labrado. Este
hecho esté ligado a la nutricion de la cepa que afecta a la concentracién y composicion
en aminoacidos de la baya y, junto con el metabolismo de las levaduras, del vino
(Soufleros et al., 1998). Por otro lado, el déficit hidrico no parece tener incidencia en el
contenido de aminas bidgenas en baya y en vino (Bover-Cid et al., 2006). Sin embargo,
Spayd et al. (1994) y Soufleros et al. (2007) relacionaron la fertilizacion nitrogenada
con incrementos en la concentracién de aminoacidos y aminas, apoyando la teoria
observada en nuestro ensayo, donde las diferencias significativas en la concentracién de
aminas bidgenas entre tratamientos dependieron del efecto provocado por las cubiertas
vegetales sobre la disponibilidad de N en el suelo.

Por otra parte, las correlaciones encontradas entre el total de aminas bidgenas en
el vino y los aminoéacidos del mosto, fueron negativas en el caso de Asp y positivas con
Cit, Arg, Ala y Tyr (Tabla 1V.31). Ademas, se observé correlacion positiva entre el
N.F.A. de los mostos y la suma de aminas biégenas de los vinos. Ahora bien, en el
ensayo de fertilizacion realizado por Smit et al. (2014) en California, no encontraron
correlacion entre ambos parametros. A pesar de que la principal via de sintesis de las
aminas bidgenas es la descarboxilacion de sus aminoécidos precursores, las

correlaciones encontradas entre el aminoacido precursor y su amina no fueron muy
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fuertes lo que, probablemente, pudo ser debido a que existen otras rutas de formacién
como son la aminacién o transaminacién de aldehidos y cetonas (Santos, 1996), aunque
dichas correlaciones fueron significativas en algunos casos (Tabla 1V.31). Asi, la
concentracion de histamina, metilamina, etilamina y putrescina mostr6 correlacion con
el contenido de sus aminoacidos precursores (His, Gly, Ala y Orn, respectivamente),
como también observaron en el caso de histamina y etilamina Smit et al. (2014) en su
ensayo de fertilizacién nitrogenada. Sin embargo, la concentracion de tiramina,
cadaverina y feniletilamina no presenté correlacion con el contenido de sus aminoacidos

precursores (Tyr, Lys y Phe, respectivamente).

Por otro lado, como se ha puesto de manifiesto con el estudio de los aminoécidos
(Apartado 1V.9.1.4, Tabla 1V.25) y de acuerdo a lo sugerido por otros autores
(Linsenmeier et al., 2008; Smit et al., 2014), el nivel de N total presente en las hojas de
la vid, el del mosto y el de los vinos son parametros caracterizados por el estado N-
nutricional de la cepa. La mayor proporcién de N en la baya se encuentra en forma de
proteinas, aminoéacidos y amonio (Bell y Henschke, 2005) y una gran parte de las
aminas bidgenas se forman y degradan durante las fermentaciones alcohdlica y
malolactica de los vinos (Smit et al., 2014). En el ensayo se encontraron relaciones
positivas entre el N presente en los tejidos foliares, limbo y peciolo, determinados tanto
en floracion como en envero, con la suma de las aminas bidgenas en los vinos (Tabla
1V.32). Ademés, en el peciolo de la hoja muestreado en floracion, el N se correlaciond
con la metilamina y, en el envero, con la concentracion de histamina y de etilamina. El
N presente en el limbo en envero correlaciond, ademas de con la histamina y con la
etilamina, con la putrescina, aunque con esta Ultima la correlacion fue negativa (Tabla
1V.32).
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Tabla 1V.32. Correlacion existente entre el % de N de los tejidos foliares (limbo y peciolo) en floracion y

en envero y la concentracion de aminas biégenas (mg 1™) en los vinos.

FLORACION ENVERO

Limbo Peciolo Limbo Peciolo
Histamina 0,270 0,589**
Metilamina - 0,023 0,543** - 0,269 0,137

- 0,015

Etilamina 0,234 0,239 0,596** 0,365*
Tiramina 0,287 - 0,046 0,045 0,043
Putrescina -0,09 0,072 - 0,433** -0,142
Cadaverina 0,041 0,016 - 0,253 -0,230
Feniletilamina 0,022 0,299 - 0,088 -0,079

Suma de aminas 0,495%* 0,443** 0,541** 0,402*
biégenas

* Indica correlacion significativa a p < 0,05; ** Indica correlacion significativa a p <0,01.
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V.10 ANALISIS ORGANOLEPTICO DE LOS VINOS

En este apartado se presentan los datos obtenidos del analisis organoléptico
realizado por un panel de catadores formado por personal habituado a catar vinos de la
D.0.Ca. Rioja. Debido a la dificultad de catar vinos que, como se ha comprobado a lo
largo de esta memoria, presentaban parametros analiticos similares entre si, la cata se
basd en una valoracion numérica de la fase visual, olfativa y gustativa de los vinos, asi
como de su armonia (segun la ficha de cata propuesta por el I.N.D.O., Figura 111.45), sin

especificar descriptores organolépticos concretos.

Por otra parte, el Consejo Regulador de la D.O.Ca. Rioja tras un proceso de
calificacién mediante analisis y catas de un nimero representativo de muestras de toda
la Denominacion de Origen, valoro y calificé a los vinos de las campafias en las que se
realiz6 esta Tesis Doctoral, 2009, 2010, 2011 y 2012, como afiadas “muy buena,

excelente, excelente y muy buena”, respectivamente.

Como se puede apreciar en las Figuras 1V.10 y IV.11, la valoracién de los vinos
de los tres tratamientos fue muy similar (hay que tener en cuenta que mayor puntuacién
supone peor valoracion del vino), por lo que en ninguna campafia se obtuvieron
diferencias significativas entre tratamientos. Aln asi, en la mayoria de los afios la
valoracion de los vinos del tratamiento L, tanto en puntuacién total como en el orden de
preferencia mostrado por los catadores, fue mejor que las de los vinos de los

tratamientos con las cubiertas vegetales.

Existen pocos ensayos en los que se ha estudiado el mantenimiento del suelo del
vifiedo con cubiertas vegetales y la correspondiente valoracion organoléptica de los
vinos. Sin embargo, debido a la mejora, que a largo plazo, provocan las cubiertas en las
caracteristicas estructurales de la pared vegetativa, vigor y rendimiento de las cepas, lo
que conlleva una mejora en la calidad de las bayas; la mayoria de los estudios apuestan
por una mejora en la calidad sensorial de los vinos con cubiertas vegetales frente a los
procedentes de plantas cuyas calles han sido labradas o tratadas con herbicidas. Asi,
Wheeler et al. (2005) encontraron diferencias significativas entre los tratamientos en

vinos de cv. Cabernet Sauvignon procedentes de una parcela situada en una zona
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neozelandesa con elevada precipitacion, y que fueron catados tras cuatro afios de
embotellado. En este estudio, los vinos procedentes del tratamiento con achicoria
comun (Cichorium intybus L.) utilizada como cubierta vegetal, presentaron un 61 %
mas de complejidad aromatica y un 58 % mas de “flavor” que los vinos procedentes de
las plantas sin cubierta vegetal. Ademas, basandose en los comentarios de los catadores,
estos autores describieron los vinos del tratamiento de suelo desnudo con “intensidad
mas dura”, “vinos menos maduros” y “menos varietales” que los provenientes de los
tratamientos con cubiertas vegetales. Asimismo, el panel de catadores del ensayo de
Ibafiez (2013), mostrd preferencia por los vinos de cv. Tempranillo procedentes de los
tratamientos con cubiertas vegetales (uno con cubierta vegetal espontanea y otro
tratamiento en el que sembrd Festuca longifolia los dos primeros afios de ensayo, y
posteriormente Bromus catharticus) frente a los vinos del tratamiento con laboreo. Esta
mejor valoracién de los vinos de los tratamientos con cubiertas vegetales, fue
relacionada con rendimientos y pesos de baya mas bajos, asi como con un contenido de
antocianos mas alto respecto a los del laboreo. Si bien, los tratamientos mixtos (en los
que se alternaba una calle del vifiedo con laboreo y otra con cubierta), no fueron
valorados en la cata en una posicion intermedia entre los tratamientos con las cubiertas
vegetales y el laboreo, como era de esperar, sino que su comportamiento varié en

funcién de la campafia.
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PUNTUACION TOTAL Y ORDEN DE PREFERENCIA DE LOS VINOS

2009 = 2010 0 2011 = 2012

Figura 1V.10. Puntuacion total obtenida en los paneles de cata de los vinos procedentes de cada uno de
los tratamientos estudiados (L: laboreo, CB: cebada, TR: trébol), en cada afio de ensayo (2009-2012).
Vinos mejor valorados son aquellos con menor puntuacion en cada afio. Orden de preferencia dada
por los catadores a un vino respecto a los vinos de los otros tratamientos, en cada camparia (el 1° serd el

vino preferido en su conjunto por el catador, aunque no tiene por qué ser el mejor valorado por fases).
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VINOS 2009 VINOS 2010

Wl Fase visual  [[lIntensidad olfativa [ Calidad olfativa [Intensidad gustativa [J] Calidad gustativa [] Armonia
Figura 1V.11. Puntuacion obtenida en el panel de cata realizado a los vinos de cada tratamiento (L: laboreo, CB: cebada, TR: trébol) en cada uno de los afios de ensayo. Vinos

mejor valorados son aquellos con menor puntuacién en cada fase estudiada (visual, intensidad y calidad olfativa y gustativa y armonia). La ausencia de letras indica que no
existieron diferencias significativas entre tratamientos (p < 0,05, usando el test LSD).
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V. CONCLUSIONES/CONCLUSIONS







CONCLUSIONES

En este capitulo, se describen las conclusiones generales de la presente Tesis
Doctoral en base a los objetivos planteados inicialmente:

HUMEDAD DEL SUELO

1. Las diferencias de humedad encontradas en el suelo entre los tres tratamientos
fueron significativas en periodos muy breves del ciclo vegetativo de la vid,
debido posiblemente a que el momento de maxima demanda hidrica por parte de
las cubiertas vegetales no coincidié con el de la planta.

2. La estacionalidad de las cubiertas vegetales permitié que, durante el periodo de
reposo vegetativo de la vid, el suelo de todos los tratamientos recuperase un
nivel de agua estable, por lo que, al comienzo de cada nuevo ciclo se encontrara
a capacidad de campo. Sin embargo, a pesar de que la recarga de agua del suelo
con las precipitaciones fue similar para los tres tratamientos, la velocidad de
agotamiento bajo las cubiertas fue mayor que con el laboreo.

3. La competencia hidrica ejercida sobre el perfil del suelo varié entre campafias,
debido a que las condiciones climéticas de cada afio condicionaron la brotacion
de las cubiertas vegetales, ademés del distinto crecimiento vegetativo y duracion

del ciclo que presentaban.

4. EI trébol se mantuvo vegetativamente activo durante mas tiempo, por lo que la
competencia por el agua del suelo fue mayor con este tratamiento que con la
cebada. Dicha diferencia de humedad se aprecié sobre todo en las capas
superficiales del suelo, especialmente a 60 cm de profundidad, en la que los
suelos con cubierta de trébol se encontraron ligeramente méas secos que en los
suelos con cebada, cuya diferencia hidrica fue en muy pocas ocasiones
significativa respecto al laboreo.

5. En la capa de suelo mas profunda (100 cm), las diferencias hidricas entre
tratamientos fueron menores, y la variabilidad mayor que en las capas
superficiales. Sin embargo, las fluctuaciones hidricas provocadas por las
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precipitaciones siguieron la misma tendencia que en las capas mas superficiales,
aunque en rangos menores. Esta circunstancia se debié a que el uso de las
cubiertas vegetales favoreci6 una mayor infiltraciobn de agua en el suelo,
destacando especialmente ese efecto frente al laboreo durante la fase del periodo

de reposo vegetativo de la vid.

6. Por todo ello, las diferencias de disponibilidad hidrica estimadas bajo las
cubiertas son reducidas respecto a las necesidades del vifiedo durante su ciclo,

por lo que pueden ser compensadas por riegos de apoyo.

DISPONIBILIDAD DE NUTRIENTES DEL SUELO

7. Los efectos de las cubiertas en el contenido de nitrégeno del suelo se apreciaron
al cuarto afio de ensayo en la capa superficial del suelo, siendo mayor el
nitrégeno total bajo el tratamiento de cubierta con trébol que en los tratamientos
de laboreo y cubierta de cebada. Por su parte, la competencia ejercida por la
cebada respecto al nitrogeno del suelo, no resulto significativa.

8. La incorporacion de la biomasa aérea de las cubiertas vegetales a la superficie
del suelo y la posterior mineralizacion de esa materia organica, provocé el
aumento del nitrogeno en forma N-NH,4" presente en superficie. Por ello, a pesar
del consumo de nitrégeno del suelo realizado por las cubiertas vegetales, en
determinados momentos del ciclo de la vid, y en los suelos de ambos
tratamientos, se observo un mayor contenido de N-NH4" que con el laboreo.

9. La forma de nitr6geno mayoritariamente absorbida por la vid (N-NOj), presento

un pico maximo de disponibilidad en el suelo entre floracion y envero,

coincidente con la demanda N-nutricional mayoritaria por parte de la vid. En el
caso de la cubierta con trébol, al fijar nitrogeno atmosférico, fue capaz de
aumentar la disponibilidad de N-NO3" en el suelo en relacidn al laboreo, desde el
segundo afo de ensayo. Por el contrario, la disponibilidad de N-NOs™ en el suelo
con la cubierta de cebada disminuy6 en un rango similar al nitrégeno asimilado

del suelo por la parte aérea de la cubierta de cebada.
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10.

11.

El efecto de las cubiertas vegetales sobre la disponibilidad en el suelo de
potasio, magnesio y sodio, estuvo marcado por la redistribucién de nutrientes al
reincorporar los restos aéreos de las cubiertas vegetales tras su siega. Asi, una
fraccion importante de estos macronutrientes tomados del suelo por parte de las
cubiertas, retorndé de nuevo a la capa superficial tras su agostamiento. En la
cuarta campafa, el suelo con cubierta de trébol presentd valores de estos
macronutrientes significativamente mayores que bajo la cebada y el laboreo, que

a su vez no presentaron diferencias entre si.

La disponibilidad de fésforo y calcio en el suelo no se vio afectada por la

presencia de las cubiertas vegetales.

COMPETENCIA NUTRICIONAL DE LAS CUBIERTAS

12.

13.

La produccién de biomasa aérea desarrollada por las dos cubiertas vegetales en
el periodo de floracion de la vid no presenté diferencias entre ambas, no obstante
la biomasa varié en las dos cubiertas en funcién de las condiciones climaticas de

cada afo.

El nitrogeno, potasio, magnesio, calcio, cobre, boro y sodio se encontraron en
mayor concentracion en la biomasa de la cubierta de trébol que en la de la
cebada. Sin embargo, en el caso del hierro y del zinc fue la cebada la que
presentd valores mayores de estos nutrientes en su biomasa. El contenido de
fosforo y manganeso fue similar en la biomasa aérea de ambas cubiertas
vegetales. La distinta sensibilidad y tolerancia de las especies vegetales a la
absorcion de los nutrientes del suelo y los requerimientos diversos de los
mismos por parte de las cubiertas para sus actividades estructurales y de
desarrollo, podrian ser los factores determinantes de estas diferencias
nutricionales, afectando de manera desigual a la competencia nutricional

realizada por las cubiertas vegetales en el vifiedo.

263



CONCLUSIONES

ESTADO NUTRICIONAL DE LA VID

14. La concentracion de nutrientes presentes en los tejidos foliares fue
disminuyendo, excepto en el caso del calcio, manganeso, zinc en el peciolo y del
cobre, a medida que trascurria el ciclo de la vid, debido al efecto de dilucién y a
la translocacién producida desde las hojas maduras hacia los meristemos, hojas

jovenes, bayas y elementos de reserva.

15. En general, el estado nutricional de la vid no se modificé de forma significativa
por las cubiertas vegetales debido a que su implantacion en el vifiedo produjo un

reducido efecto en la disponibilidad de los nutrientes del suelo.

INCIDENCIA EN LOS PARAMETROS DE CRECIMIENTO DE LA VID

16. En la floracién del tercer afio de ensayo, que fue el de menor precipitacion
acumulada, la presencia de la cubierta vegetal de cebada afecté al desarrollo
longitudinal de los pAmpanos, aunque no a su peso.

17.En el afio 2011, el peso seco de las hojas de ambos tratamientos con las
cubiertas vegetales disminuy6 respecto al laboreo. En la floracion de 2010,
nutrientes como el potasio, magnesio, calcio, zinc, cobre y boro redujeron su
concentracion en los pdmpanos con las cubiertas, especialmente con el trébol.
En 2011, el efecto en la concentracién de fésforo, calcio, cobre y boro se
observo en las hojas, especialmente con la cubierta de cebada. En los racimos, la
influencia de las cubiertas vegetales Unicamente fue significativa en la
concentracion de hierro con la cubierta de cebada, en el envero de 2010. Ni el

contenido de manganeso ni el de sodio se vi6 afectado por el uso de las cubiertas

vegetales.

INCIDENCIA EN LA PRODUCCION Y EN EL DESARROLLO
VEGETATIVO DE LA VID

18. Las cubiertas no modificaron la produccion del vifiedo. No obstante, en el

ultimo afio de ensayo, se observd una tendencia a que el nimero y peso de los
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19.

racimos y la produccion unitaria fueran menores con la cubierta de cebada que
con el laboreo. Por el contrario, con la cubierta de trébol los valores de estos

componentes del rendimiento fueron mayores.

El crecimiento vegetativo disminuy6 en los dos Gltimos afios de ensayo en las
cepas con la cubierta de cebada. La reduccion del vigor se observo al disminuir
el peso medio del pAmpano y el de madera de poda y al aumentar los valores del
indice de Ravaz, por lo que resultaron cepas mas equilibradas en cuanto a la
relacion vigor/produccion que con los tratamientos de laboreo y cubierta de
trébol.

INCIDENCIA EN LA COMPOSICION Y CALIDAD DE LA UVA Y DEL
MOSTO

20.

21.

22,

Las cubiertas vegetales apenas afectaron a los parametros generales de los
mostos. Unicamente en el afio 2010, se evidencié menor peso de las bayas con la
cubierta de cebada respecto a los otros dos tratamientos. La ausencia de
diferencias entre tratamientos podria estar relacionada con el reducido efecto

inducido por las cubiertas vegetales sobre el vigor de la vid.

Los pardmetros de color del mosto aumentaron en el ultimo afio de estudio con
el tratamiento de cubierta de cebada si lo comparamos con los otros dos
tratamientos. Esta cubierta redujo el contenido de nitrogeno en el suelo, lo que
probablemente podria provocar un incremento de la sintesis de polifenoles por
parte de la vid. Ademas, las cubiertas vegetales favorecieron la presencia de
antocianos en las bayas respecto al tratamiento de laboreo.

Los niveles de nitrégeno facilmente asimilable (N.F.A.) de los mostos, se vieron
afectados por la especie vegetal utilizada como cubierta. Asi, con la cubierta de
trébol, se observaron niveles superiores de N.F.A. en relacion a los otros dos
tratamientos, al cuarto afio de ensayo. Por su parte, la competencia de la cebada
por el nitrégeno del suelo podria ser la causa de la reduccion observada en el
tercer afio de ensayo del nivel de N.F.A., incluso por debajo de los limites

recomendados para asegurar un correcto desarrollo de la fermentacion. Estas

265



CONCLUSIONES

23.

24,

25.

diferencias de N.F.A. estuvieron més relacionadas con el efecto provocado por
las cubiertas vegetales sobre la concentracion de los aminoacidos que sobre la

concentracion del amonio.

El perfil aminoacidico mostr6 que los aminoacidos mayoritarios en las uvas
fueron prolina y arginina, aunque en distinto porcentaje segun el afio, y que el

manejo del suelo puede modificar dicho perfil.

La ratio prolina/arginina tuvo un valor medio para los cuatro afios de 1,08, lo
cual permite clasificar a la variedad Tempranillo en el grupo de las variedades

acumuladoras de prolina.

Las relaciones encontradas entre el nitrogeno presente en los tejidos foliares y
los aminoacidos de las bayas, muestran la influencia que tiene la disponibilidad
de nitrégeno en el suelo, el cual puede ser modificado por el sistema de manejo

del suelo utilizado en el vifiedo.

INCIDENCIA EN LA COMPOSICION Y EN LA CALIDAD DEL VINO

26.

27.

28.

En los vinos, Unicamente se apreciaron diferencias en los parametros de acidez,
principalmente en la campafia 2011, con valores mayores de acidez total y &cido
tartarico en los vinos del tratamiento de cubierta con cebada y, en el acido

lactico, que disminuy6 con los tratamientos de cubiertas respecto al del laboreo.

Los parametros de color del vino, especialmente el indice de polifenoles totales
(I.P.T.) y la tonalidad, siguieron la tendencia mostrada en los mostos, con
aumento de I.P.T. y disminucidn de la tonalidad con vinos procedentes de cepas
con la cubierta de cebada especialmente en el dltimo afio de ensayo. Por su
parte, las cubiertas vegetales no afectaron al contenido de antocianos presentes

en el vino.

La concentracion de amino&cidos en los vinos sigui6 la misma dindmica que en
las bayas. Con la cubierta de cebada, se aprecio reduccion de la concentracion de
gran nimero de animodcidos, respecto a los otros dos tratamientos. Esta
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29.

30.

31.

32.

reduccion estuvo relacionada con la menor disponibilidad de nitrégeno que
tuvieron estas cepas por la competencia de la graminea. Con el tratamiento del
trébol, se observd un ligero aumento de la concentracion de algunos

aminoé&cidos.

Los aminoécidos mas consumidos durante la fermentacién coincidieron con los
que se encontraban en mayor concentracion en las uvas: arginina, histidina,
alanina, serina, &cido glutamico, valina, triptéfano y acido aspartico, variando

segun la campafia.

El efecto de las cubiertas vegetales sobre la composicién de aminas bidgenas
presentes en los vinos se aprecidé, mas que a nivel individual de cada una de
ellas, en el contenido total. Dicha concentracion total fue menor con el
tratamiento de cubierta con cebada (en el cuarto afio), relacionada con la menor
disponibilidad de nitrégeno para las cepas, como consecuencia de la
competencia por el nitrogeno de la cebada. Consecuentemente, el impacto
negativo que la presencia de estos compuestos puede suponer en el vino, tanto a
nivel toxico-sanitario como desde el punto de vista sensorial y de la calidad del
vino, tendra menor repercusion en los vinos de las cepas del tratamiento con
cubierta de cebada, frente a los vinos del tratamiento con cubierta de trébol o del
laboreo, a pesar de que en todos los casos, los niveles de aminas bidgenas de los
vinos se encontraban muy por debajo de los limites marcados como

problematicos en los vinos.

Las relaciones encontradas entre el nitrégeno presente en los tejidos foliares de
la vid, tanto en floracion como en envero, y la suma de aminas bidgenas de los
vinos, confirmaron que el nivel de nitrégeno total presente en las hojas de la vid,
en el mosto y en los vinos es un parametro caracterizado por el estado

nutricional de nitrégeno de la cepa.

VALORACION ORGANOLEPTICA DEL VINO

Los tratamientos con cubiertas vegetales no afectaron a la calidad sensorial de
los vinos. No obstante, los vinos de los tratamientos con cubiertas fueron
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ligeramente peor valorados que los del tratamiento de laboreo, que fue el vino

preferido por los catadores en el mayor nimero de ocasiones.

CONCLUSION FINAL

El manejo del suelo mediante la técnica de cubiertas vegetales en el vifiedo,
podria proponerse como un sistema alternativo al laboreo tradicional con el que, en
condiciones determinadas, conseguir regular el desarrollo vegetativo asi como el
rendimiento productivo del vifiedo y mejorar la calidad de la uva y del vino. Estos
beneficios se unirian a otros como la mejora de la calidad del suelo, la reduccién de la
erosion o la mejora paisajistica que contribuyen a una mayor sostenibilidad del vifiedo

como “agrosistema”.
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Based on the initial objectives, the general conclusions of this Doctoral Thesis

are pointed out in this chapter:

SOIL MOISTURE

1. The differences found in soil moisture between the three treatments were only
significant at specific periods during the growing cycle of the vine, probably due
to the fact that the moment of maximum water demand from the cover crop was

not the same as the vine.

2. As the cover crops were seasonal, during the dormancy period of the vine the
soil moisture reached a stable level and, at the beginning of each new vegetative
cycle, soil was at field capacity in the three treatments. However, although the
ground water recharge by rainfall was similar for the three treatments, the rate of
drying for the covers was higher than that of tilling.

3. Competition for water within the soil profile changed between years due to the
weather conditions affected the time at which the cover crops sprouted as well as
their vegetative growth and the duration of their cycle.

4. Clover remained vegetatively active for a longer period of time, so the
competition for soil water was higher than that of barley. This moisture
difference was observed mainly in the top layers of soil and especially at 60 cm
depth, where soils were slightly drier than those of barley. On the other hand, at
this horizon depth differences between barley and tillage treatments were most

of the times non-significant.

5. For the deeper soil layer (100 cm), soil moisture differences between treatments
were lower, and variability was higher than in the topsoil layers. However, the
fluctuations in water content caused by rains followed the same trend as in the
upper layers, although in smaller ranges, because the use of cover crops
improved water infiltration. This effect was especially noticeable during the vine

dormancy.
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6.

Therefore, the volume of water absorbed by the cover crops can be offset by

irrigation applied throughout the period of vegetative growth of the vine.

AVAILABILITY OF SOIL NUTRIENTS

7.

10.

11.

Cover crops effects on nitrogen availability were observed in the fourth year of
trial and at the topsoil. Total nitrogen was higher for clover than for barley or
tillage. Meanwhile, barley competition for soil nitrogen was not significant.

The adding of the cover biomass to the topsoil and subsequent organic matter
mineralization provoked the rise of the N-NH," in the upper soil layer.
Therefore, despite the cover crops nitrogen consumption, a higher content of N-
NH,4" was observed at specific times of the cycle when comparing the soils from

both cover crops to those of tillage.

The form of nitrogen mainly absorbed by the vine (N-NO3’) showed a peak of
availability between flowering and verasion, coincidental with the higher N
demand by the vine. In the case of clover, as it fixes nitrogen from the
atmosphere, soil N-NOjs availability increased from the second year of trial with
respect to the tillage treatment. On the other hand, for barley, soil N availability
was reduced matching the increase of nitrogen that this cover crop had added

previously to the soil.

The effect of cover crops on potassium, magnesium and sodium soil availability
was affected by a nutrient redistribution after the cover crop remains were added
to the soil following mowing. Thus, a significant fraction of these
macronutrients, that had been previously taken by the cover crops, returned to
the topsoil after withering. In the fourth season, the soil of the clover treatment
presented values significantly higher for macronutrients than those under barley
and tillage, which did not differ from each other.

Soil availability for phosphorus and calcium was not affected by the presence of
the cover crops.
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COVER CROPS NUTRITIONAL COMPETITION

12. The cover crops biomass production during the vine flowering period did not
differ between each other, but the total values were variable depending on the

climatic conditions of each season.

13. Nitrogen, potassium, magnesium, calcium, copper, boron and sodium were
found in higher concentrations in the clover biomass than in barley. However,
barley showed higher values than clover for iron and zinc. The content of
phosphorus and manganese was similar in the aboveground biomass of both
cover crops. The different sensitivities and tolerances of both cover crops to
nutrient absorption as well as their different nutrient requirements to meet their
needs, could explain the nutritional differences between both cover crops and,
therefore, affect differently the competition they exert over the vineyard.

GRAPEVINE NUTRITIONAL STATUS

14. Nutrient concentration in leaves tissues decreased throughout the vine cycle,
except in the case of calcium, manganese, zinc (in petiole) and copper. This was
caused by a dilution effect and the nutrient translocation from mature leaves
toward the meristems, young leaves, berries and other storage tissues.

15. In general, the nutritional status of the vine was not affected significantly by the

cover crops as their implantation had a low impact on soil nutrient availability.

IMPACT ON VINE GROWTH PARAMETERS

16. During bloom of the third year of trial, the one with the lowest accumulated
rainfall, competition from the cover crops affected the shoots longitudinal
development in the barley treatment, but not their weight.

17.In 2011, the dry weight of leaves from both cover crops was lower than that of
tillage. At bloom in 2010, nutrients such as potassium, magnesium, calcium,
zinc, copper and boron had a lower concentration in the shoots from both cover
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crops treatments, but especially for clover. In 2011, this effect was observed on
the concentration of phosphorus, calcium, copper and boron in the leaves,
especially for the barley treatment. For bunches, the influence of the cover crops
affected significatively only the iron concentration of the barley treatment at the
2010 verasion. The content of either sodium or manganese was not affected by

the cover crops.

IMPACT ON PRODUCTION AND VEGETATIVE DEVELOPMENT OF
THE VINE

18.

19.

Cover crops did not significantly modify the production of the vineyard.
However, in the last season, a trend of lower number and weight of bunches and
vine production were observed when comparing barley to tillage treatments. By
contrast, values for clover for these parameters were slightly higher.

Vine vegetative growth declined in the last two years of the experiment for the
barley treatment. This reduction in vigour implied a lower weight for both shoot
and pruning with respect to the other two treatments —clover and tillage- and,
subsequently, higher Ravaz index values, resulting in a better balance between

vigour and production for these vines.

IMPACT ON GRAPE AND MUST COMPOSITION AND QUALITY

20.

21.

Cover crops affected minimally must parameters. Only in 2010, the barley
treatment showed a lower berry weight with respect to the other two treatments.
The absence of differences between treatments could be related to low impact

that cover crops caused on vine vigour.

Must colour parameters increased in the last year of study in the barley
treatment. Barley reduced the available soil nitrogen, probably increasing the
vine polyphenols synthesis. Additionally, both cover crops showed a higher

presence of anthocyanins in berries when compared to tillage.
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22,

23.

24,

25.

Yeast assimilable nitrogen (YAN) in musts was affected by the plant species
used as covers. For the clover treatment, higher levels of YAN were observed in
the fourth year. However, in 2011, barley soil nitrogen competition could
explain the reduction of the levels of YAN, which were even lower than the
limits recommended to ensure a proper fermentation development. These
differences in YAN were more related to the effect caused by the cover crops on

the must amino acids concentration than on the ammonium concentration.

The amino acid profile showed that the main amino acids in the grapes were
proline and arginine, although they appeared in different percentages depending
on the year. These results could imply that soil management can modify the
grapes amino acid profil.

Proline to arginine ratio had an average value of 1.08 for the four years of
study, which implies that Tempranillo could be classified into the group of

proline accumulators.

The relationships found between nitrogen in leaf tissue and amino acids in the
berries showed the influence of nitrogen availability in the soil. This availability
can be modified by the vineyard soil management.

IMPACT ON WINE COMPOSITION AND QUALITY

26.

27,

Wines showed differences between treatments only for the acidity parameters
and mainly in the 2011 season, with higher values for total acidity and tartaric
acid in the barley treatment and lower lactic acid values for both cover crops

treatments with respect to tillage.

Wine parameters, especially total polyphenol index (TPI) and hue, followed the
trend shown in musts, that is an increase of TPI and a decrease of hue for the
barley treatment, especially in the last year season. On the other hand, cover

crops did not affect the wine anthocyanin content.
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28.

29.

30.

31.

Amino acids concentration in wines followed the same trend as in berries. The
barley cover crop treatment showed a reduction in the concentration of many
animo acids with respect to the other two treatments. This reduction was related
to the lower soil nitrogen availability for these vines which had to compete for it
with the grass. On the other hand, a slight increase in the concentration of some

amino acids was observed with the clover treatment.

The amino acids which were most highly consumed during the fermentation
process were those which had higher concentration in grapes: arginine, histidine,
alanine, serine, glutamic acid, valine, tryptophan and aspartic acid, with varying

proportions depending on the season.

The effect of cover crops on the composition of biogenic amines present in
wines was observed, rather than at the individual level, in the total content. This
total concentration, was lower for the barley treatment (in 2012), linked to the
reduced soil N availability as a result of grass competition. The presence of
these compounds has a negative impact on wine, both from a toxic and health
point of view, as well as from the quality and organoleptic level, consequently
the barley treatment seems to be advantageous with respect to the other two
treatments. However, for all treatments, the levels of biogenic amines in wines

were well below the limits to be considered as problematic.

The relationship found between leaf nitrogen, both at flowering and veraison,
and the amount of biogenic amines in wines, confirmed that total amount
nitrogen present in the vine leaves as well as in the must and wine, is a

parameter determined by the vine N-nutritional status.

SENSORY EVALUATION OF THE WINE

32.

Cover crops did not significantly affect the wine organoleptic qualities. In spite
of this, wines from the cover crop treatments were rated slightly worse than
those from tillage, which was the preferred wine of the panel tasters in a greater

number of occasions.
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FINAL CONCLUSION

Vineyard soil management using cover crops can be employed as an alternative tool
to traditional tillage, under certain conditions, in order to regulate the vegetative growth
as well as the vineyard yield and to improve grape and wine quality. Cover crops also
help to promote the vineyard “ecosystem” sustainability in terms of soil quality, erosion

reduction or even improve the landscape.
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ANEXO I. CLIMA

Anexo |, Tabla 1. Zonas de aridez definidas por el indice de Lang (Py), Lang (1915).

20-40

Desiertos Arida

40-60

Hlmedas de
estepa y
sabana

60-100 100-160

PerhGimedas con
prados y
tundras

Hlmedas de
grandes
bosques

Hlmedas de
bosques
claros

Anexo |, Tabla 2. Zonas de aridez definidas por el indice de Martonne (la), Martonne (1926).

Semidesierto
(érido)

Desiertos
(hiperéarido)

Semiarida de tipo

20-30

30-60

L Subhimeda Hlumeda Perhimedas
Mediterraneo

Anexo I, Tabla 3. Regiones viticolas establecidas segun el indice de Winkler y Amerie (I+), Winkler et

al. (1984).

Valor

<1.371,8

de ITe
I- Mejor
desarrollo de
B las variedades
IO para vino seco

I1- En los valles
se produciran
vinos buenos

comunes. Vinos

de P:;S:r:e finos muy
‘;a“ o equilibrados

1.371,8-1.649,6

1.649,6-1.926,8 1.926,8-2.204,0 > 2.204,0

V-Vinos de
mesa blancos y
tintos comunes
con variedades
de acidez alta.

Vinos para

postre. Riego

I11- Uva de alto
contenido en
azUcar, con poco
acido. No vinos
secos de calidad,

si dulces

IV-Vinos

naturales dulces,
excepto afios

calidos. Blancos

con acidez alta.
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ANEXOS

Anexo |, Figura 1. Mapa mundial de la clasificacion climatica de Képpen para el periodo 1951-2000. Fuente:
Kottek et al. (2006).
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ANEXO II. SUELO

Anexo Il, Tabla 1. Referencia de diagnéstico de la materia organica en funcién del grupo textural
(Yanez, 1989).

TIPO DE SUELO
Arenoso Medio

Arenoso
Diagndstico (<10 % arcilla) (10-30 % arcilla) (> 30% arcilla)

(% Materia organica)

Muy pobre <125 <1 <150
Pobre 1,25-2,00 1,00-1,75 1-50-2,50
Normal 2-3 1,75-2,50 2,50-3,50
Alto 3-4 2,50-3,50 3,50-4,50

Excesivo >4 > 3,50 > 4,50

Anexo Il, Tabla 2. Referencia de diagnéstico de la capacidad de intercambio cationico (C.I.C.),
(Gagnard et al., 1988).

C.I1.C.
(cmol () kg™)

Diagndstico

Muy débil
Débil
Media o normal
Elevada

Muy elevada

Anexo 11, Tabla 3. Norma de diagnostico de carbonatos y de caliza activa (Yafiez, 1989).

Carbonatos Caliza activa
(%0)

Diagndstico

Muy bajo
Bajo
Normal
Alto

Muy alto
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ANEXOS

Anexo 11, Figura 1. Hoja de la tabla Munsell correspondiente al matiz
5YR (“Yellow-Red”), tonalidad 5, utilizada para la evaluacion del color
del suelo mediante los parametros claridad, brillo o value y pureza o
chroma. Fuente: Munsell Soil Color Charts (1998).
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Anexo 11, Figura 2. Hoja de la tabla Munsell correspondiente al matiz
10YR (“Yellow-Red”), tonalidad 10, utilizada para la evaluacion del color
del suelo mediante los parametros claridad, brillo o value y pureza o
chroma. Fuente: Munsell Soil Color Charts (1998).
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Anexo Il, Tabla 4. Rangos de diagndstico

del contenido en el suelo de Ca®*, Mg*, Na* y K*
intercambiables (Fuentes Yagtie, 1999).

S Mg® K*
Diagnostico

(cmol. kg™ suelo)
Muy bajo

<0,2
Bajo 3,5-10 0,6-1,5 0,2-0,3 <2
Normal 10-14 1,5-2,5 0,3-0,6 2
Alto 14-20 2,5-4 >0,6 >2

Muy alto > 20 >4

Anexo 11, Tabla 5. Escalas de diagnéstico de K*, Mg®*y Ca®* en funcién de la capacidad de intercambio
cationico (C.I.C.) (Gagnard et al., 1988).

Clase de

Mg*/CIC ca**/CIC
fertilidad

Muy bajo

Bajo
Correcto
Alto

Excesivo

Anexo 11, Tabla 6. Niveles de P Olsen y de K Mehlich-11l en el suelo recomendados para cultivos
herbaceos (Sawyer et al., 2003).

P Olsen

R Horizonte Horizonte K Mehlich
Diagnostico

superficial ~ subsuperficial

(mg kg™) (cmol (4 kg™)
0,23-0,33

Bajo

Optimo 11-14 8-11

0,34-0,43
Alto 15-20 12-15 0,44-0,51
Muy alto >21 > 16 > 0,52
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ANEXO IIl. MATERIAL FOLIAR

Anexo 111, Tabla 1. Niveles de referencia para diagnosis nutricional de macronutrientes (peso seco, g 100 g ™*) en limbo y peciolo medidos en floracion y en envero para cv.

Tempranillo en la D.O.Ca. Rioja (Garcia-Escudero et al., 2013).

NIVELES NUTRICIONALES DE REFERENCIA
(Peso seco, g 100 g™)

FLORACION ENVERO
Nutrientes  paJo OETA[]“SO OPTIMO OEI'T'\SO ALTO BAJO OETA[]“SO OPTIMO OEI'T'\SO ALTO
LIMBOS LIMBOS
< 2,96 2,96-3,13  3,13-328 3,28-346 >3,46 <2,08 2,08-219  2,19-229 229-242  >242
P <0243  0,24-027 027-031 0,31-036 >0,36 <0,13 0,13-0,15 0,15-0,16 0,16-0,18  >0,18
K <0,78 0,78-0,89  0,89-1,00 1,00-1,15 >1,15 <0,63 0,63-0,77 0,77-091 091-1,13 >113
Mg <0,28 0,28-0,32 0,32-0,36 0,36-041 >041 <0,31 0,31-0,38  0,38-045 045056 >0,56
Ca <1,90 1,90-2,10  2,10-2,29 2,29-253 >253 <2,82 2,82-310  3,10-334 3,34-362  >3,62
PECIOLOS PECIOLOS
<0,76 0,76-094  0,94-1,10 1,10-127 >1,27 <0,43 0,43-0,47  0,47-051 0,51-056  >0,56
P <024 0724030 0,30-034 0,34-039 >0,39 < 0,07 0,07-0,09  0,09-013 0,13-0,18 >0,18
K <0,97 0,97-1,3 1,3-1,75 175236 >2,36 <0,71 0,71-1,14  1,14-1,68 1,68-2,36  >2,36
Mg < 0,47 0,47-056  0,56-0,66 0,66-0,78 >0,78 <0,61 0,61-0,78  0,78-095 0,95-1,21  >1,21
Ca <1,28 1,28-1,42  1,42-155 1,55-1,72 >1,72 <1,66 1,66-1,86  1,86-2,09 2,09-236  >2,36
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Anexo 111, Tabla 2. Niveles de referencia para diagnosis nutricional de micronutrientes (peso seco, mg kg ™) en limbo y peciolo medidos en floracion y en envero para cv.
Tempranillo en la D.O.Ca. Rioja (Garcia-Escudero et al., 2013).

NIVELES NUTRICIONALES DE REFERENCIA
(Peso seco, mg kg ™)

FLORACION ENVERO
Nutrientes  BAJO OETA%O OPTIMO OEI'T'\SO ALTO BAJO OEZS“SO OPTIMO OEI'T'\SO ALTO
LIMBOS LIMBOS
Fe <87 87-105 105-131  131-180  >180 <99 99-134 134-164  164-205 > 205
Mn <54 54-68 68-87 87-111  >111 <77 77-99 99-124  124-156 > 156
Zn <15 15-18 18-20 20-25 > 25 <14 14-16 16-19 19-23 >23
Cu <90 9,0-12 12-17 17-82 > 82 <59 59-117 117-221  221-350 > 350
B <48 48-58 58-67 67-80 > 80 <30 30-34 34-40 40-48 > 48
PECIOLOS PECIOLOS
<18 18-22 22-25 25-31 >31 <19 19-23 23-27 27-33 >33
<17 17-23 23-29 29-38 > 38 <24 24-44 44-74 74-140 > 140
K <10 10-14 14-17 17-23 > 23 <15 15-19 19-24 24-30 > 30
Mg <67 6,7-8,3 8,3-10 10-15 > 15 <89 8,9-16 16-26 26-46 > 46
Ca <36 36-40 40-42 42-46 > 46 <32 32-35 35-38 38-44 > 44
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