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Effect of Volatile organic compounds (VOCSs), produced by salvia (Salvia officinalis

L.), on vine (Vitis vinifera) cv Trebbiano Romagnolo

Chiara Barchiesi Chavez

Pontificia Universidad Catdlica de Chile

Abstract

Chiara Barchiesi. Effect of volatile organic compounds (VOCs), produced by
salvia (Salvia officinalis L.), on vine (Vitis vinifera) cv Trebbiano Romagnolo.
Tesis, Magister en Fisiologia y Produccién Vegetal, Facultad de Agronomia e
Ingenieria Forestal, Pontificia Universidad Catolica de Chile. Santiago, Chile. 77 pp.
The research is framed in Agroecology, so it seeks to promote the vineyard as a
sustainable agroecosystem. The management used is intercropping, so sage (Salvia
officinalis) interspersed with vines (Vitis vinifera) were planted. Sage, being a
medicinal and aromatic plant (MAPSs), emits VOCs that interact with the vines, being
able to reduce the susceptibility to pathogenic fungi and improve the composition of
the fruit. Productive parameters, chlorophyll content by SPAD index, foliar analysis
with light microscope to observe trichomes and chlorophyll distribution, IR
spectroscopy on the surface of grapes and leaves, damage by pathogenic fungi and
floristic composition of the soil were measured. It was observed that the treatment
with sage increases the SPAD index in vine leaves, thus increasing their chlorophyll
content. It can also modify the composition of grapes and leaves, and reduces the
severity of gray rot in grapes, probably due to the emission of VOCs. Further, can it
affects the spontaneous vegetation of the soil. It is concluded that sage can be
beneficial in the vineyard, so plant-plant relationships should continue to be studied
to take advantage of its natural defenses that allow it to face the damage caused by
pathogenic fungi, to reduce the use of pesticides on the grounds agricultural.

Key words: Agroecology, intercropping, vine (Vitis vinifera), sage (Salvia officinalis),
medicinal and aromatic plants (MAPSs), volatile organic compounds (VOCs) and

Botrytis cinerea.



1. Introduccion

1.1. Agricultura organica

La Federacién Internacional de Movimientos de Agricultura Organica (IFOAM) en
el afo 1979 determiné las bases de la agricultura organica (Martinez et al., 2012).
IFOAM (2002) ha definido la agricultura organica como: “Un enfoque de sistema
completo basado en un conjunto de procesos que dan como resultado un ecosistema
sostenible, alimentos seguros, buena nutricion, bienestar animal y justicia social. Por
lo tanto, la produccion organica es mas que un sistema de produccién que incluye o

excluye ciertos insumos”. Sus cuatro principios son (IFOAM, 2005):

equidad: “basada en relaciones que aseguren equidad con respecto al
ambiente comun y a las oportunidades de vida”;

- precaucién: “gestionada de una manera responsable y con precaucion para
proteger la salud y el bienestar de las generaciones presentes y futuras y el
ambiente”;

- salud: “sostener y promover la salud del suelo, planta, animal, persona y
planeta como una sola e indivisible”;

- ecologia: “basada en sistemas y ciclos ecolédgicos vivos, trabajar con ellos,
emularlos y ayudar a sostenerlos”.

Luego, la comisién del Codex alimentarius en el afio 1999, desarroll6 los aspectos
de produccién, elaboracion, etiquetado y comercializacion de alimentos organicos.
Ademas, determind que la transicién hacia un sistema organico es de al menos tres
afios para cultivos perennes (Martinez et al., 2012).

Los objetivos del disefio de los sistemas de produccién organica son (FAO/WHO
Codex Alimentarius Commission, 2020):

- “mejorar la diversidad biolégica del sistema;

- aumentar la actividad biologica del suelo;

- mantener la fertilidad del suelo a largo plazo;

- reciclar desechos de origen animal o vegetal para devolver los nutrientes al

sistema, minimizando el uso de fuentes no renovables;

- contar con recursos renovables en sistemas agricolas localmente
organizados;

- promover el uso saludable del agua, el suelo y el aire, asi como minimizar

todas las formas de contaminacion que pueden resultar de la produccion

agricola;



- manejar los productos agricolas en su procesamiento con el cuidado de no
perder la integridad organica y las cualidades vitales del producto en el
proceso;

- establecerse en fincas después de un periodo de conversién, cuya duracién
estara determinada por factores especificos de cada sitio, tales como el
historial del terreno y el tipo de cultivos y ganado producidos”.

Segun el Instituto de Agricultura Organica (FiBL) e IFOAM (Willer y Lernoud,
2019), entre los afios 1999 y 2017 la superficie mundial utilizada para la produccién
organica de alimentos aument6 de 11 a 69,8 millones de hectareas. La distribucién
continental de la superficie mundial se observa en el Figura la. El aumento en la
cantidad de productores organicos ha sido mas pronunciado, ya que, en el mismo
tiempo, ha pasado de 200 mil a 2,86 millones de productores. La distribucion
continental de los productores se observa en la Figura 1b.

a Grifico 3. Distribucion de la superficie bajo b Gréfico 4, Distribucidn de los productores
produccién orgénica certificada y en transicién certificadeos 2017
2017 2,85 millones o nivel mundial

69,8 Millones de ha. a nivel mundial

# Oceania (35,59 M) m Asia 1.144.263)

® Europa (14,56 M) = Africa [B15.070)

# ALYC (8 M) ® ALyC [455.749)

® Eurcpa (397.509)
u Asla (6,1 M)
® Oceania [26.750)

® Norteamérica (3,2 M)
B Norteamdrica
[19.017)

» Africa (2M)

Figura 1: Distribucién continental de la superficie mundial de Agricultura organica (a)

y de los productores certificados organicos (b) (CIAO, 2019).

Se pronostica un aumento en la poblacién de 9 a 10 mil millones de personas
para el afio 2050 (Alexandratos y Bruinsma, 2012). Para lo cual, la agricultura
industrial, que nace con la revolucién verde, ha podido responder a una creciente
necesidad alimentaria de la poblacion humana (Badgley et al., 2007). Pero este
desarrollo tecnolégico ha ocasionado también erosion de suelos, contaminacion de
aguas, emision de gases de efecto invernadero, resistencia a plagas y pérdida de
biodiversidad (NRC, 1989), por lo que no es sostenible en el largo plazo.

La agricultura organica se enfoca en regenerar la calidad del suelo, utilizando
procesos naturales de ciclos de nutrientes, es decir, no se aplican productos

sintéticos. Pero la produccion organica no se reduce a una simple sustitucion de
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insumos sintéticos por insumos naturales, sino que busca el equilibrio del sistema
mediante el uso de cultivos de cobertura, aplicaciébn de abonos y compost, rotacion
de cultivos, control biolégico de plagas e intercropping (Badgley et al., 2007; Déring
et al., 2019). La comparacion de las caracteristicas entre los sistemas productivos

convencionales y organicos se pueden observar en la Figura 2.

Comrrentional Organic
fied  Selqualily Wied el aquslily
Mutiboral =" T, B Mutibcnal - ., Minmiz
cuality I ERIEY qualty | 5 ~,  ETRIEY

[ M, uze ., use

Mirimig [

Peliririss _" L1 \
prslizide I.' | By siby prslizide | o '-_ Slcaivarsity
resiclues | b resiclies I. B 1
| |
[ |
| |
Reduze | f Redupe | |
worker 1 I Minirniza worker | | Flinirnize
oz i | waler e e walbar
prlicides Y £ pulbalion pslicicken { o pulhalin
, ) S
Frnpkrmiant ™ ra Ergahmant ™
. = \ b \
vl wawkers . - i A L el wrrkers _,-'/ L= L= iy
Eccsysiem ~ Totleosts Ecosystern ~ Totaleosts
SCriocs SCTWIoCS

Figura 2. Comparacién entre las caracteristicas de los sistemas productivos
convencionales, respecto a la agricultura organica (Reganold y Wachter, 2016).

La agricultura organica ha tenido un crecimiento rapido en la industria alimentaria,
porque a pesar de que presenta menores rendimientos que la agricultura
convencional, es mas rentable, mas respetuosa con el medio ambiente y
nutricionalmente es igual o mejor, especialmente porque contiene menos residuos de
plaguicidas. También ofrecen nuevos servicios ecosistémicos y beneficios sociales
(Reganold y Wachter, 2016). El aumento en la agricultura organica ha sido tan
pronunciado, que en la primera década del siglo XXI se presencié como el sector con
el mayor crecimiento econémico, con unatasa de 20% anual (Willer y Lernoud, 2019).
Las principales criticas que recibe la agricultura organica son sus bajos rendimientos
y la insuficiencia en la cantidad de fertilizantes nitrogenados organicos (Badgley et
al., 2007). Porgque cuenta con rendimientos promedios entre 8 y 25% mas bajos que
la agricultura industrializada (Ponisio et al., 2015), pero la fruticultura presenta una
produccion aun menor, que se encuentra entre 27 y 28% (De Ponti et al., 2012). Es
importante destacar que aquellas mediciones solo consideran el cultivo principal, ya
que la viticultura organica es mas eficiente debido a su mejor rendimiento agricola
gue abarca distintos productos, ademas presenta mejor gestion de insumos y alcanza

mejores precios. Respecto a la fertilizacion nitrogenada, la viticultura orgénica



requiere algunos afios para generar impacto en los niveles de N y en la actividad
microbiana del suelo (Déring et al., 2019).

La agricultura organica responde precisamente a la disminucién de rendimientos
y al aumento de enfermedades de plantas y animales producidos por la agricultura
convencional (Doring et al., 2019). Por lo que hay autores que defienden la eficiencia
de los sistemas organicos, como Lotter (2003), quien sostiene gque la conversion a
gran escala no provocaria escasez alimentaria. Otro ejemplo es Badgley et al. (2007),
quien concluye que la agricultura organica puede contribuir de forma importante a la
alimentacién humana, utilizando las tierras agricolas actuales, debido a su potencial
aumento de rendimientos. Ademas, se ha estudiado que la produccion total por
unidad de area suele ser mayor en policultivos respecto a cultivos individuales (Piper,
1998).

Las certificaciones permiten verificar las formas de produccion, centrandose en
la disminucién de recursos no renovables y la entrada en mercados de alto valor,
aumentando asi los ingresos del predio. Los requisitos varian segun el tipo de
certificacion, pero los principales son: mejorar la calidad del suelo, rotacion de
cultivos, diversidad animal y vegetal, procesos bioldgicos y bienestar animal. A su
vez, las prohibiciones son: irradiacion, fertilizacién con lodo de aguas residuales,
ingenieria genética, uso de profilactico de antibidticos y la gran mayoria de
plaguicidas y fertilizantes sintéticos (Reganold y Wachter, 2016).

Hay empresas y asociaciones de
productores que regulan las certificaciones,
como: OCIA, Naturland, CCOF vy Sall
Association (Soto, 2020). Cada una cuenta
con sellos distintivos que permiten su
identificacion. La Uni6on Europea ha
desarrollado un logotipo para la produccién de Figura 3. Logotipo de la
alimentos que cumplen con su reglamento produccién ecolégica de la Union

(Figura 3). Europea (Union Europea, 2018).

Un factor que ha concentrado la mirada de la industria en la produccién orgéanica
es el aumento de la demanda de alimentos saludables y respetuosos con el medio
ambiente (Doring et al., 2019). La agricultura organica ha potenciado un gran avance
en la produccion sostenible de alimentos, es un input, pero no es suficiente. Por lo

que se ha avanzado hacia el desarrollo de la agroecologia.



1.2. Agroecologia

El aumento de la poblacién humana requiere que la agricultura se base tanto en
la sostenibilidad como en la alta produccién. Por lo cual, la agroecologia es definida
por Gliessman (2002) como: “la aplicacion de conceptos y principios ecoldgicos para
el disefio y manejo de agroecosistemas sostenibles”. Permitiendo asi que el
desarrollo agricola presente: suficiencia productiva, viabilidad econdmica,
adecuacion ecologica y aceptacion sociocultural. La agroecologia busca dar
soluciones innovadoras al relacionar estos cuatro aspectos multidisciplinarios
(Sarandén y Flores, 2014).

El concepto Agroecologia data su comienzo en el siglo XX. Surgi6 con Klages en
el afio 1928, quien relacion6 aspectos fisiolégicos y agronémicos de la distribucion y
adaptacion de especies en el sistema. En el afio 1942 incluyé también aspectos
historicos, tecnolédgicos y socioecondmicos, para determinar las zonas y su cantidad
de produccién para cada cultivo. Ademas, Papadakis en el afio 1938 propuso
centrarse en la importancia del cultivo frente al medio ambiente (Altieri, 1999).
Aunqgue desde el siglo XIX hubo agronomos italianos que impulsaron el posterior
desarrollo de la Agroecologia. Es el caso de Pietro Cuppari y Girolamo Azzi, de las
Universidades de Pisa y Perugia, respectivamente. Pietro Cuppari, en el afio 1862,
comenz6 a considerar un predio como un cuerpo vivo (Caporali, 2015). Girolamo
Azzi, en el afio 1956, impulsé el estudio de la ecologia agricola (Wezel et al., 2009).

La agroecologia en Chile comenz6 entre fines de la década de 1970 y principios
de 1980. Uno de los pioneros fue el Dr. Hernan Contreras, quien comenz6 dando
conferencias desde 1960, inspirando la preocupacion nacional por el medio
ambiente, el bienestar humano y el desarrollo del pais. Otro pionero fue el Dr. Juan
Gast0, quien desarrolld el pensamiento agroecolégico chileno desde la década de
1960. Actualmente, uno de los lideres nacionales sobre agroecologia es el Dr. Miguel
Altieri (Montalba et al., 2017).

La modernizaciébn de los vifiedos permite la mecanizacion, utiliza nuevas
variedades y agroquimicos. Permite aumentar los rendimientos de la vid, pero la
agroecologia es mas eficiente, ya que cuenta con un cultivo principal, pero también
con otros productos del agroecosistema (Altieri and Nicholls, 2002). Por lo tanto, la
agroecologia incluye aspectos socio-productivos que trascienden los limites del
predio agricola. Para lo cual, se debe conocer las interacciones ecoldgicas de un
sistema para poder administrarlo. Abarcando métodos de distintas disciplinas para

solucionar problemas agricolas (Altieri, 1999).



La agroecologia tiene como objetivo disminuir la dependencia a agroquimicos, al
potenciar las interacciones ecoldgicas y la sinergia entre sus individuos. Asi, el mismo
sistema se encarga de la fertilidad del suelo, la productividad y la proteccién de las
plantas. Ya que el uso de estos insumos puede producir toxicidad y residuos en la
produccién de alimentos, dafiando el ambiente y la salud de productores y
consumidores. Algunas estrategias agroecolégicas sobre la restauracion de la
biodiversidad son: rotacion de cultivos, policultivos, sistemas agroforestales, cultivos
de cobertura e integracion animal (Altieri, 2002).

La biodiversidad permite mejorar el funcionamiento del ecosistema, por ejemplo,
para la supresion de plagas. Por lo cual, la ecologia propicia la fauna beneficiosa,
mediante la manipulacién del medio ambiente con el objetivo de potenciar la
presencia de enemigos naturales (Burgio et al., 2015).

El cambio climético global que se esta viviendo produce en distintas partes del
mundo inundaciones, sequias y temperaturas extremas, que pueden afectar la
seguridad alimentaria. La agricultura indigena y campesina esta especialmente
expuesta a los perjuicios producidos por el cambio climéatico, ya que suelen
encontrarse en ecosistemas marginales. Pero a su vez, han sabido responder con
innovacion y resiliencia, siendo hoy una respuesta a la agricultura moderna (Altieri y
Nicholls, 2013). Por lo que la agroecologia valoriza el conocimiento empirico de los
agricultores (Gliessman, 2002).

La agricultura familiar campesina ha potenciado estrategias de diversidad
genética, cosecha de agua, conservacion de suelos, entre otros. Creando también
redes socio-ecoldgicas que fortalece las comunidades campesinas. El objetivo es
aumentar la resiliencia y los retornos econémicos del predio. La resiliencia hace
referencia a la capacidad de un agroecosistema de resistir a un evento extremo y
luego poder recuperarse (Figura 4). Para lo cual, la biodiversidad presenta un rol
clave en la funcionalidad de un ecosistema y su prestacion de bienes y servicios.
Entonces, los sistemas agricolas tradicionales en conjunto con estrategias
agroecolbdgicas, presenta una via sélida para aumentar la productividad y
sostenibilidad (Altieri y Nicholls, 2013).
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EVENTO
CLIMATICO
EXTREMO

L 2

RESILIENCIA DEL

AGROECOSISTEMA
Diversidad Complejidad del Manejo de
vegetal paisaje circundante suelo y agua

Diversidad Integracion Materia Cobertura Cosecha
genética animal organica de suelo de agua

Sistermas

Agroforestales

Figura 4. Resiliencia de los agroecosistemas frente a eventos climéaticos extremos
(Altieri y Nicholls, 2013).

La agroecologia tiene una mirada global y compleja de los agroecosistemas. No
busca causas especificas a las limitantes del predio, sino que profundiza en aquellas
limitaciones entendiendo que son expresion de desbalances sistémicos en el

agroecosistema (Altieri, 2002).

2.2.1. Agroecosistemas

El agroecosistema es definido por Altieri (1999) como: “un sistema agricola dentro
de pequefias unidades geograficas”. Se centra en las interacciones de las personas
y los recursos de produccion dentro de un predio agricola. Aunque es dificil delimitar
los limites del agroecosistema, ya que estan abiertos, por lo que reciben insumos
externos.

El agroecosistema consiste en la vision de un predio agricola como ecosistema.
Por lo que Gliessman (2002) lo define como “un sistema funcional de relaciones
complementarias entre los organismos vivos y su ambiente, delimitado por criterios
arbitrarios, los cuales en espacio y tiempo parecen mantener un equilibrio dinamico”.
El ecosistema es el nivel de organizacién mas global, por lo que incluye una compleja

red de interacciones.
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La manipulacion humana en los agroecosistemas, con el objetivo de producir
alimento, genera un distanciamiento de los ecosistemas naturales (Gliessman, 2002).
Porque al estar semi-domesticado presenta diferencias importantes. Las principales
son (Odum, 1984):

requieren fuentes auxiliares de energia;

diversidad reducida;

seleccion artificial de especies dominantes;

controles externos mediante retroalimentacién del subsistema.

Se debe respetar la “capacidad de carga” del agroecosistema, lo que consiste en
admitir los limites biofisicos del sistema, produciendo en concordancia con la
potencialidad del predio (Saranddn y Flores, 2014). Por lo tanto, es necesario evaluar
los componentes biolégicos de los agroecosistemas, cuantificando la repercusion
ambiental de la produccién.

El disefio sostenible busca que el flujo de energia se asemeje a un ecosistema
natural, por lo que se debe disminuir el uso de insumos antropogénicos externos el
sistema como: plaguicidas, fertilizantes inorganicos, maquinaria, entre otros. Se
puede mantener un ciclo de nutrientes casi cerrado, reemplazando de forma
sostenible los nutrientes que abandonan el sistema en la cosecha. Permitiendo el
aumento de habitats dentro del agroecosistema para incrementar la presencia de
enemigos naturales que ejercen el control biol6gico de plagas. Asi, la semejanza con
los sistemas naturales permite generar las condiciones para un equilibrio dinamico
en el tiempo (Gliessman, 2002). Proceso que se ve favorecido por la inclusién de
corredores biol6égicos en los predios, para estimular el movimiento de especies en el
paisaje (Altieri, 1999). El disefio de agroecosistemas debe considerar (Reinjntjes,
1992):

- el reciclaje de biomasa, aumentando la disponibilidad y el flujo de nutrientes;

- el cuidado del suelo mediante el manejo de la materia organica y la actividad

bidtica;

- la minimizacion de las pérdidas de radiacion solar, aire y agua;

- la diversificacion en tiempo y espacio;

- el aumento de las interacciones biolégicas, promoviendo la sinergia dentro

del sistema.

Los vifiedos agroecolégicos corresponden a sistemas agroforestales complejos
gue incluyen cultivos anuales, animales y arboles hospedantes (como roble

portugués (Quercus lusitanica), olmo (Ulmus sp.), alamo (Populus sp.) y cerezo
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silvestre (Prunus sp.)), los que protegen a las vides del viento y heladas (Altieri and
Nicholls, 2002).

Al transformar los sistemas agricolas complejos en monocultivos, pueden
aumentar la presion de plagas, ya que se aumenta el uso de plaguicidas, generando
resistencia. La falta de habitats y recursos para los enemigos naturales produce el
aumento de plagas. Por ejemplo, en Portugal se ha observado mayores densidades
de Lobesia botrana y Empoasca vitis, que son herbivoros de la uva. También el
aumento de hongos patégenos como Botrytis cinerea. En cambio, en los sistemas
complejos se ha encontrado mayor densidad de depredadores y parasitoides.
Especificamente familias depredadoras Coccinellidae y Syrphidae, también especies
como Chrysoperla carnea y algunos del género Orius spp. Parasitoides en general
de la familia Ichneumonidae, pero también Trichogramma spp. que parasita los
huevos de L. botrana (Altieri and Nicholls, 2002).

Un agroecosistema incluye distintas especies que interaccionan entre ellas. Se
ha observado que la plantacion, y posterior incorporacion, de ciertos cultivos en
intercropping con las vides beneficia al sistema. Por ejemplo, el raps (Brassica napus
L.) es alelopatico y factible en el control del nematodo Xiphinema index, en uva de
mesa (Aballay e Insunza, 2002).

Los vifiedos son agroecosistemas perennes ideales para la asociacion con
cultivos de cobertura y practicas de cero labranzas, lo que permite mejorar su
contenido de materia organica en el suelo y la actividad microbiol6gica. Los cultivos
de cobertura en los vifiedos se suelen sembrar en otofio, para aprovechar la época
lluviosa, y se cortan o labran en la primavera, disminuyendo el dafio potencial por
heladas. Por lo que se abarca el periodo inactivo de la vid (Steenwerth y Belina 2008).

La interaccién entre los componentes de los agroecosistemas permite que se
potencien mutuamente. Por ejemplo, dejando el barbecho para el crecimiento de
leguminosas espontaneas, que sirven como camas de ganado, y se vuelven a

incorporar al viniedo como enmienda orgénica (Altieri and Nicholls, 2002).

1.3. Intercropping

El intercropping corresponde al cultivo intercalado de dos o mas especies que
coexisten en el mismo espacio y tiempo. Generalmente se distribuyen en franjas o
en las hileras. El resultado puede ser positivo 0 negativo. Sus ventajas potenciales

son la productividad, estabilidad de los productos, resistencia a estrés y sostenibilidad
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ecoldgica. Su principal desventaja es la competencia por recursos entre los cultivos
(Wezel et al., 2014).

El intercropping ayuda a mejorar la estructura y fertilidad del suelo, disminuyendo
asi la compactacion y erosion (Wezel et al., 2014). Ademas, puede aumentar la
productividad del suelo, y reducir el impacto de plagas y enfermedades (Malézieux et
al., 2009). Sin embargo, no se recomienda el uso de cultivos de cobertura cuando
hay escasez de agua, temporadas cortas o periodos de congelacion (Hallama et al.,
2019).

El intercropping adecuado entre plantas emisoras de compuestos orgénicos
volatiles (VOCSs) con cultivos puede ser muy beneficioso. Las especies emisoras de
VOCS que son sensibles a algun estrés, pueden ser “plantas centinelas” que sefialan
y generan resistencia en los cultivos vecinos. Los cultivos permanecen cebados, es
decir, en estado de alerta semanas o incluso puede ser heredada la resistencia (Crisp
et al., 2016). Las combinaciones o6ptimas de intercropping otorgan beneficios
ecoldgicos y econémicos, como la disminucién, e incluso eliminacion, del uso de
fertilizantes sintéticos, que pueden dafar el medio ambiente y la salud humana
(Cesco y Rombola, 2007; Rombola y Tagliavini, 2006). El intercropping otorga
beneficios adicionales a los cultivos principales. Los cereales y leguminosas son muy
utilizadas debido a su importancia ecolégica y a su uso como forraje. Las
leguminosas interaccionan con otras plantas mediante exudados de las raices y
aumentan la fijacion de N (Hallama et al., 2019). Los exudados de las raices
contribuyen a la sefalizacién quimica de la interaccion entre plantas, y modifican sus
perfiles y concentraciones de compuestos (Contreras et al., 2019). Los cultivos de
cobertura interaccionan con los microorganismos del suelo. Por ejemplo, los hongos
micorricicos extienden las raices, otros microorganismos promueven el crecimiento
de raices y modifican su arquitectura, produciendo ramificaciones o pelos radicales,
mediante moléculas de sefializacion en la rizosfera (Hallama et al., 2019).

El tipo de cultivo de cobertura afecta en la biomasa producida por el cultivo
principal, y en su concentracion de P en los tejidos. Por ejemplo, Fabaceae y
Brassicaceae generan altas concentraciones de P, no asi las Poaceas, pero produce
mayor cantidad de biomasa (Hallama et al., 2019).

Algunos beneficios que otorgan los cultivos de cobertura son la exudacion de
aniones organicos y enzimas. Lo que estimula la interaccion entre los cultivos de
cobertura con la comunidad microbiana del suelo, permitiendo asi potenciar el ciclo

de fésforo (P) en el suelo (Hallama et al., 2019).
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Existen distintas vias para la absorcion del P (Hallama et al., 2019):

- el P no disponible se almacena en la biomasa del cultivo de cobertura
(principalmente Poaceae, Brassicaceae y Fabaceae), luego se mineraliza en
el suelo quedando disponible;

- el cultivo de cobertura (principalmente Poaceae y Fabaceae) mejora la
comunidad microbiana del suelo y la actividad de las enzimas fosfatasas
extracelulares;

- hay cultivos de cobertura como Lupinus sp. que modifican bioquimicamente
la rizésfera, dejando el P disponible.

La préctica de intercropping en los vifiledos otorga beneficios potenciales a las
vides y al medio ambiente, ya que mejora la tasa de infiltracién y disminuye la
escorrentia del suelo (Léonard y Andrieux, 1998), limita el uso de herbicidas ya que
controla las malezas, puede mejorar la utilizacién de los recursos hidricos por las
raices de la vid (Monteiro y Lopes, 2007) y limita los riesgos de enfermedades al
disminuir el vigor de las vides (Valdés Gomez et al., 2008).

Estudios sobre intercropping con vides han observado que: el trébol subterraneo
(Trifolium subterraneum L.) es una leguminosa que libera &cidos organicos,
aminoacidos y flavonoides, por lo que puede aumentar los rendimientos de las vides
(Contreras et al., 2019), que la festuca (Festuca rubra) permite prevenir la clorosis
férrica en vides (Covarrubias et al., 2014), y que la alfalfa de secano (Medicago
polymorpha L.) fija el N atmosférico, dejando disponible hasta 120 kg N/ha/afio para
las vides (Vitis vinifera L.), lo que puede duplicar el requerimiento nutricional en hojas,
ramas y racimos de vid (Sulas et al., 2016).

Se han realizado diversos estudios que observan como el intercropping entre
diversas especies permite que los VOCs de un cultivo mejoren la nutricion y la
tolerancia del cultivo principal frente a plagas de insectos y patdgenos. Algunos
ejemplos son:

- el lupino (Lupinus sp.) moviliza P (Hallama et al., 2019);

- el maiz (Zea mays) mejora la nutricibn de Fe del mani (Arachis hypogaea)

(Hallama et al., 2019);

- algunas plantaciones entre centeno (Hordeum vulgare) y avena (Avena
sativa) permiten resistir mejor al invierno (Hallama et al., 2019);

- los VOCs de cebolla (Allium cepa) aumentan los terpenoides (E)-nerolidol y
TMTT en papa (Solanum tuberosum), disminuyendo la incidencia del pulgon

alado Myzus persicae, respecto al monocultivo de papa (Ninkovic et al., 2013);
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- el intercropping de sésamo (Sesamum indicum) con falso sésamo
(Ceratotheca sesamoides cv Gogoro), disminuye la poblacién de la polilla
Antigastra catalaunalis Endl., respecto al monocultivo de sésamo (Uddin and
Osagie, 2017);

- los VOCs de las plantas aromaticas ledén chino (Leonurus artemisia) y la
leguminosa Cassia tora repelen al saltamonte verde del té (Empoasca onukii
Matsuda), que es una plaga del té (Camellia sinensis L.) (Zhang et al., 2017);

- el trigo (Triticum spp.) asociado con trébol (Trifolium spp.) duplica la cantidad
de lombrices en el suelo (Wezel et al., 2014);

- algunas especies de Brassica cuentan con propiedades biofumigantes
(Hallama et al., 2019);

- el intercropping entre el banano (Musa spp.) con el cebollin chino (Allium
tuberosum Rottler), controla el crecimiento de Fusarium oxysporum f. sp.
cubense race 4, que produce la enfermedad panamerfia del banano;

- Los VOCs producidos por el cebollin chino que controlan el hongo patégeno
son: 2-metil-2-pentenal y los compuestos organosulfurados: dimetil trisulfuro,
dimetil disulfuro, dipropil disulfuro y dipropil trisulfuro (Zhang et al., 2013).

1.4. Plantas medicinales y aroméaticas (MAPs)

Las plantas medicinales y aromaticas (MAPS) presentan -caracteristicas
organolépticas y antioxidantes, por lo que son comunmente utilizadas como
saborizantes alimentarios y otorgan beneficios a la salud de los consumidores.
Especificamente, sus capacidades antioxidantes permiten la prevencién de
enfermedades como el cancer, trastornos inflamatorios, degeneracién neurolégica y
enfermedades coronarias. Algunos ejemplos son el romero (Rosmarinus officinalis),
el orégano (Origanum vulgare) y el tomillo (Thymus vulgaris) (Perestrelo et al., 2017).

La presente tesis se centra en el uso de la salvia (Salvia officinalis), que
corresponde a una MAP. El aceite de salvia contiene cuatro aceites esenciales que
cuentan con un rol principal en el alivio de dolores, corresponden a: acetato de linalilo,
linalool, eucaliptol y B-cariofileno. Por lo cual, la Comisién E, que es una cooperativa
cientifica alemana sobre fitoterapia, ha aprobado el uso medicinal de la salvia por los
beneficios médicos que producen sus VOCs. Especificamente, se permite su uso
para malestar gastrointestinal leve, gingivitis, faringitis e hiperhidrdlisis. Ya que

cuenta con diterpenos que poseen capacidad antiinflamatoria (Devansh, 2012).
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La salvia cuenta con un potencial antidiabético, ya que la tuyona corrige el perfil
lipidico, y tanto el acido oleandlico como el acido a-linolénico, actlan sobre factores
de transcipcion. También se ha estudiado que la salvia cuenta con propiedades
antinociceptiva, anticancerigena y antiangiogénica. Ademas, es eficaz contra el
Alzheimer, la Demencia y la Dermatitis, en parte porque la salvia presenta un
potencial antioxidante, otorgado por el acido rosmarinico (Devansh, 2012).

La salvia contiene fenoles con actividad antimicrobiana; se ha observado su
eficacia en Bacillus cereus, Staphylococcus aureus, Salmonella enterica, Salmonella
infantis y Escherichia coli. Y actividad antifungica sobre Candida albicans, Aspergillus
niger y Penicillin spp (Devansh, 2012).

1.4.1. Salvia

El género Salvia (Lamiaceae)
incluye casi 1000 especies diversas
(Walker and Sytsma, 2007). La Salvia
officinalis Linn es un arbusto perenne
gue alcanza una altura de 60 cm.
Presenta tallos lefiosos, hojas grisaceas

y flores de color azul — parpura, que se

agrupan en inflorescencias que
corresponden aracimos de 10-30cmde Figura 5. Salvia officinalis Linn en

largo (Figura 5) (Devansh, 2012). floracion.

La salvia es una planta nativa del sur de Europa; de la zona mediterranea (Craft
et al., 2017), por lo que no sobrevive a heladas extremas (Devansh, 2012).

Los aceites esenciales de salvia varian en su composicién quimica durante el dia,
por lo que también cambian sus potenciales antioxidantes, insecticidas y
antifiingicos. Se ha observado que a las 7 am presenta una alta actividad antirradical
y controla de mejor manera la Spodoptera littoralis, entre las 12 y 5 pm es mas
eficiente en el control de Botrytis cinerea, y a las 5 pm ocurre el mejor control de

Fusarium sambucinum (Rguez et al., 2019).

1.4.2. Compuestos organicos volatiles (VOCs)
Los VOCs son metabolitos secundarios de las plantas, constituyen
aproximadamente el 1% de aquellos metabolitos. En general corresponden a

moléculas lipofilicas, que se pueden difundir en el medio ambiente y atravesar
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membranas biolégicas debido a su bajo peso molecular y alta presién de vapor
(Lazazzara et al., 2018). Son compuestos importantes de las plantas porque estan
implicados en diversas funciones como la resistencia y defensa de las plantas frente
a estrés, apagan las especies reactivas de oxigeno (ROS), presentan efectos
antimicrobianos y alelopéticos, y regulan el crecimiento, desarrollo y senescencia de
las plantas, ya que interaccionan con distintas fitohormonas. Los VOCs pueden
emitirse por las hojas de las plantas en cualquier momento, producto de un estrés
bidtico o abidtico (Brilli et al., 2019).

Los VOCs median la comunicacién entre las plantas, tanto aérea como
subterrdneamente. Asi también, las interacciones de las plantas con
microorganismos, polinizadores, dispersores de semillas, herbivoros y sus enemigos
naturales. Estimulan mecanismos de alerta y competencia entre las plantas como: la
identificacion y el estado de una planta vecina, el camuflaje quimico adquirido
ambientalmente y la alelopatia que afecta la germinacion o el crecimiento de semillas.
Afectan directamente en la salud, crecimiento y reproduccién de las plantas, e
indirectamente en el comportamiento de animales y microorganismos que
interaccionan con las plantas (Effah etal., 2019).

Las plantas que emiten VOCs tienen la capacidad de atraer insectos
beneficiosos, como enemigos naturales. Las plantas receptoras pueden responder
pasiva o activamente a los VOCs ex6genos; pasivamente al adsorber y liberar los
VOCs a las plantas vecinas, y activamente al cambiar su expresion genética (Effah
etal.,, 2019). Los VOCs emitidos por dafios de herbivoros ayudan a que los
depredadores y parasitoides puedan localizar a dichos herbivoros. La exposicion a
los VOCs, de las plantas sin ataque previo de una plaga, aumenta su producciéon de
defensas. Especificamente, aumentan la produccibn de VOCs y acumulan
jasmonatos (Baldwin et al., 2006).

Algunos ejemplos que se han estudiado sobre las funciones que producen los
VOCs en las plantas son (Brilli et al., 2019):

repelen a los herbivoros y atraen a sus parasitoides;

- el hexenal y algunos isoprenoides producen efectos alelopaticos, ya que
inhiben la germinacion de semillas y el crecimiento de raices;

- los isoprenoides otorgan proteccion frente a los estreses abidticos, ya que
apagan los ROS y fortalecen las membranas celulares;

- inducen la sintesis de proteinas y metabolitos de defensa, como fitoalexinas,

para combatir la colonizacion de microrganismos;
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- inducen cambios epigenéticos y acumulan factores de transcripcion, por lo

que aceleran la defensa de las plantas;

- el salicilato de metilo (MeSA) y los monoterpenos canfeno y pineno participan

activamente en la resistencia sistémica adquirida (SAR) (Dempsey y Klessig,

2012).

Los VOCs, dado su naturaleza, son volatiles, por lo que se ven influenciados

fuertemente por los factores meteorolégicos, especialmente a la velocidad y direccién

del viento, la humedad y precipitaciones, y la temperatura del aire (Brilli et al., 2019).

Otros estimuladores son: la salud de la planta, su ecosistema, la época del afio y la

duracion del dia (Krstic et al., 2015). La composicion de los VOCs producidos por la

salvia varia segun el érgano analizado. Es por esto que se muestran los porcentajes

de concentracién de los principales VOCs presentes en las flores, hojas y tallos de la

salvia (Velickovi¢ et al., 2003) (Tabla 1).

Tabla 1

Porcentaje de los principales VOCs presentes en la flor, hoja y tallo de salvia.
Constituyentes Kl Rlexp Flor Hoja Tallo
a-Pineno™ 939 938 2,1 1,6 0,2
B-Pineno™ 979 976 1,8 0,9 0,8
p-Cimeno ™ 1025 1029 tr. tr. tr.
Limoneno ™ 1029 1033 tr. 0,1 tr.
1,8-Cineol ™ 1031 1036 7.3 3,1 1,7
y-Terpineno ™ 1060 1060 0,1 0,1 tr.
cis-Tuyona™ 1102 1105 0,6 4.5 2,1
Alcanfor ™ 1146 1141 0,5 1,3 0,6
Isobornil acetato ™ 1286 1280 0,1 0,1 15
Carvacrol™ 1299 1303 tr. tr. 0,3
n-Tridecano 1300 1304 tr. 1,1
Eugenol ™ 1359 1356 tr. 0,2
(E)-Cariofileno s 1419 1414 4,7 5,3 19
a-Humuleno S 1455 1449 4,0 5,6 1,9
0-Cadineno S 1523 1519 0,2 1,3 0,3
Viridiflorol S 1593 1591 3,6 3,7 2,7
Manool $ 2057 2050 11,1 9,0 9,9
Metil octadecanoato 2125 2154 2,8 0,6
trans-Totarol 4 2314 2299 0,6 0,4 4,0
trans-Ferruginol 4 2332 2317 4.8 0,1 1,1
cis-Ferruginol 4 2371 2340 4.4
n-Pentacosano 2500 2477 0,1 tr. 8,3

Nota. Elaboracién propia basada en Velic¢kovi¢ et al., 2003. Donde Kl corresponde al

indice de retencion de Kovats y RI al indice de retencion experimental determinado.

tr = trazas, m = monoterpenos, s = sesquiterpenos y d = diterpenos.
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La actividad antimicrobiana de los VOCs es un gran potencial para la
agroecologia, ya que permite disminuir el uso de plaguicidas sintéticos. Pero se debe
tener cuidado con posibles efectos secundarios, ya que, por ejemplo, el exceso de a-
tuyona puede provocar neurotoxicidad y carcinogenicidad en personas que se

expongan crénicamente (Craft et al., 2017).

15 Vid

La viticultura organica corresponde al 4,5% de la superficie mundial de viticultura,
est& concentrada principalmente en Espafia, Italia y Francia (Doring et al., 2019). En
Italia la produccion organica de vid ha aumentado, entre 2010 y 2018, de 52.273 a
106.447 ha (SINAB, 2019).

La viticultura organica aumenta la actividad biol6gica del suelo, respecto a la
produccion convencional. Ademas, presenta mayor biomasa microbiana, lo que
puede causar el aumento de Ky P en el suelo. Aumenta la materia organica del suelo,
incrementando asi la eficiencia metabdlica microbiana, ya que presenta bajos valores
de qCO2. También incrementa el N mineralizado en la capa superficial del suelo,
gracias al compost y cultivos de leguminosas. Pero es importante sefialar que se
requiere algunos afios de estabilizacién del sistema organico para presentar estos
resultados.

La viticultura organica aumenta la biodiversidad en la mayoria de los niveles
tréficos del sistema. Ademas, al ser un cultivo perenne y por sus caracteristicas
climaticas, permite las condiciones para ser habitat de especies raras y en peligro de
extincion.

Los recursos floristicos de los vifiedos organicos permiten una mayor riqueza de
plantas y una mayor biodiversidad de depredadores de artropodos, especialmente
cardbidos y arafias. Lo que se debe a que en la produccion convencional hay
lixiviacion de productos quimicos y fertilizantes. La diversidad del paisaje, como la
cercania a zonas de conservacion, es un factor importante en la diversidad de arafias
en los vifiedos. Ademas, en Italia se ha observado una mayor biodiversidad de acaros
depredadores (Phytoseiidae y Tydeidae) (Doring et al., 2019).

La viticultura organica aumenta la biodiversidad bacteriana y fungica, la
abundancia de hongos micorrizos y la colonizacion por hongos endoéfitos en las raices
de las vides y malezas. También mejora la diversidad microbiana en las uvas y vides,
incluso es comun la presencia de Aureobasidium pullulans, hongo que tiene la

capacidad de metabolizar S inorganico y absorber Cu (Déring et al., 2019). Se ha
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observado que algunas cepas de A. pullulans mejoran la composicion del lefio en
manzano, al aumentar la celulosa y hemicelulosa (Rusin et al., 2019) y producen
VOCs que controlan el crecimiento de hongos patégenos como Monilia spp. y mejora
la composicion de frutos de carozo, ya que complejiza sus ceras (Di Francesco et al.,
2020).

1.5.1. Compuestos aromaticos de la uva

Los compuestos arométicos son metabolitos secundarios que se pueden
biosintetizar en las bayas o durante la vinificacion y el envejecimiento del vino,
concluyendo en la produccién de vinos que pueden presentar mas de mil compuestos
volatiles diferentes. Los VOCs varian segun el cultivar de vid (Alem et al., 2019); los
distintos cultivares se pueden agrupar segun las concentraciones de compuestos
aromaticos que presentan. Las clasificaciones son (Mateo et al., 2000):

- moscatel de sabor intenso;

- no moscatel pero aromatica;

- neutral.

Los precursores de aromas especificos de la uva son inodoros, ya que son
moléculas no volatiles. Pero, mediante la hidrélisis de un enlace o el reordenamiento
quimico espontaneo, puede producir moléculas odoriferas especificas (Ferreira y
Lopez, 2019).

Los principales compuestos aromaticos que se encuentran presente en la uva
son (Tabla 2): terpenos o isoprenoides, C;3-norisoprenoides, fenoles y alcoholes no
terpénicos, pueden estan como volatiles libres o moléculas glicoconjugadas (Alem et
al., 2019).

Tabla 2

Principales compuestos aromaticos de la vid (Vitis vinifera).

Table 1. Aroma compounds concentrations

Miodetule group Compound Typical cong Yariety Reference
MNarisdprencids B-damaicendns 10ipgL=") Riesling Kwasniewiki e ald
TDOH gl Rigsling Kwasniewski ef al’
- RO 17 (pgl Cabermet Saunvignon gindon et al’
Chcompounds Total ghyccsylated 577 g kg ") Mot Song of al*
Héxanol W57 (pgkg™) Meriot Songeral *
Thiols 5] IMHC ys 5=-Q(pgl-! Riesling Rodand ér al®
(R} IMHCys 4-Blpgl-"} Riesling Roland er al*
(5] IMEGIu ar=-119uglL-" Risling Roland et al*
(Rp 3MHGIu AB-Bpgl-") Hiesling Aoland et al.*
Terpendés Total ghyccdylated 1699 gL’ Rieling Friechel et al ®
Lirsalood 862 (pg L-1) Riesling Friedel ot il ®
Geeraniol 127 (g L") Rigsling Friedel &t al®
Nota. Recuperado de Alem et al. (2019).
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El aroma de las uvas incluye tres categorias de compuestos (Ferreira y Lopez,
2019):

- aromallibre, que corresponde a moléculas que se ubican en la pelicula y pulpa

de las bayas;

- moléculas formadas por procesos enzimaticos/cataliticos;

- moléculas formadas en la cavidad bucal, producidas por la interaccion con

enzimas salivales y bacterianas.

Las moléculas formadas por procesos enzimaticos/cataliticos incluyen aldehidos,
cetonas y alcoholes formados por peroxidacion de acidos grasos. Los aldehidos son
los compuestos mas potentes en aromas, pero presentan umbrales de olor de cientos
de veces mas pequefios que los alcoholes correspondientes. La mayoria son
compuesto de seis atomos de carbono (Cg), pero también se presenta un grupo de
compuestos aromaticos potentes que contienen nueve atomos de carbono (Cy), como
E-2-nonenal y (E,Z2)-2,6-nonadienal. Derivan de la oxidacion enzimética de &cidos
grasos en el procesamiento del mosto, y se caracterizan por presentar olor a hojas
verdes (Ferreira y Lopez, 2019). Los compuestos glicosilados presentan poco o
ningun olor, pero al hidrolizarse los glucésidos, los compuestos pueden volatilizarse,
produciendo olores activos. Las moléculas de aroma en uvas son:. terpenos,
norisoprenoides, metoxipirazinas, compuestos Cg Y tioles (Alem et al., 2019).

Los terpenos conforman uno de los grupos de metabolitos secundarios mas
grande en las plantas. Se encuentran en forma libre o glicosilada, en el dltimo caso,
se suelen conjugar con glucosa, arabinosa, ramnosa o0 apiosa. Cuentan con un rol
clave en la resistencia de las plantas frente a hongos y bacterias. Se presentan
principalmente en la pelicula de las bayas. Los terpenos glicosilados son moléculas
no volatiles e inodoras. En cambio, cuando se presentan libres son muy volatiles y
olorosos, presentandose generalmente como monoterpenos (C;,) 0 sesquiterpenos
(Cy5) (Alem et al., 2019). Los monoterpenos y sesquiterpenos estan involucrados en
las interacciones planta-planta, planta-insecto y planta-patégeno (Carlomagno et al.,
2012).

Los sesquiterpenos se ubican en la cera epicuticular de las bayas. Los
monoterpenos consisten en hidrocarburos, aldehidos y alcoholes. Los alcoholes con
mayor impacto olfativo, pero bajo umbral de percepcion son: linalool, terpenol, nerol,
a-terpineol, geraniol y citronelol (Alem et al., 2019). Pueden acumularse en la baya
en niveles perceptibles sensorialmente. El 1,8-cineol es un terpineol (monoterpeno)
que otorga notas verdes y mentoladas en el vino, con olor a eucalipto. Generalmente

es un VOCs exdgeno, que viene de arboles de eucalipto (Eucalyptus spp.) (Ferreira
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y Lopez, 2019), o plantas invasoras como Artemisia verlotiorum (Poitou et al., 2017).
Esta directamente relacionado con la proximidad de los eucaliptos respecto al vifiedo.
Es importante sefialar que las mayores concentraciones del 1,8-cineol (eucaliptol) en
la vid se hallaron en las hojas, luego en los tallos y finalmente en la pelicula de las
bayas. Pero existe variabilidad dentro del vifiedo, lo que se puede deber al vigor, al
tamafio de las copas y a la sanidad de las vides (Capone et al., 2012). Los
norisoprenoides son compuestos aromaticos que presentan estructuras ciclicas, y se
encuentran generalmente en la pelicula de las bayas. Los C;3-norisoprenoides son
los mas abundantes en las uvas, y posteriormente los mas importantes en los aromas
de los vinos tintos y blancos. Algunos de los norisoprenoides mas importantes son:
TCH (2,2,6-trimetilciclohexanona), B-damascenona, 3-ionona, vitispirano, actinidiol y
TDN (1,1,6-trimetil-1,2-dihidronaftaleno). Los norisoprenoides derivan de la
biodegradacién de los carotenoides, puede ser de caracter quimica, fotoguimico u
oxidativa. Otorgan aromas florales y frutales en el vino. Presentan un umbral de
deteccidn muy bajo. Los norisoprenoides presentes en el jugo de las uvas se
encuentra principalmente derivados de sus precursores glicosilados (Alem et al.,
2019).

Las metoxipirazinas son VOCs libres que producen aromas a pimiento y
esparragos en el vino, por lo que son indeseables en altas concentraciones. Derivan
del metabolismo de los aminoéacidos, por lo que presentan nitrdgeno en su estructura.
Los méas importantes son: IBMP (3-isobutil-2-metoxipirazina), IPMP (3-isopropil-2-
metoxipirazina) y SBMP (3-sec-butil-2-metoxipirazina) (Alem et al., 2019).

Los compuestos Cg corresponden principalmente a alcoholes y aldehidos, pero
también a cetonas, A&cidos, ésteres y lactonas. Derivan de 4&cidos grasos,
produciéndose mediante la via de la oxidacion de la lipoxigenasa. Otorgan aromas
verdes en las uvas y el vino (Alem et al., 2019). Los productos de la lipoxigenasa en
las plantas se relacionan con el grado de madurez de las uvas (Gémez et al., 1995).

La enzima lipoxigenasa actla sobre algunos acidos grasos poliinsaturados como
el acido linoleico y a-linoleico (Lin et al., 2019). El hexanol es el principal alcohol Cg,
cuando interactia con sulfuro de dimetilo y metanetiol, podria producir notas
herbaceas en el vino, al contrario de lo que ocurre con acetaldehidos y acidos grasos
lineales (Ferreira y Lopez, 2019). Otros compuestos formados por las lipoxigenasas
son: Z-3-hexenal, E-2-hexenal, hexanal, E, Z-2,6-nonadienal, Z y E-3-hexenol, E-2-
hexenol, que presentan actividad en la defensa de las plantas contra patégenos
(Carlomagno et al., 2012). Los tioles son VOCs de azufre, que se encuentran de

forma unida en las uvas, generalmente ligados a cisteina o glutation, derivan de
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acidos grasos y son inodoros hasta su liberacion enziméatica. En bajas
concentraciones otorga aromas de grosella negra, citricos y maracuya en los vinos,
pero en altas concentraciones produce caracteristicas indeseables (Alem et al.,
2019).

La caracterizacion de los compuestos volatiles permite estudiar la influencia del
ambiente en las vides, el estado hidrico de las plantas, y la gestion del dosel y del
suelo (Carlomagno et al., 2012).

Los é&rboles frutales pueden absorber compuestos volatiles presentes en la
atmoésfera. Se ha observado en vid que, al absorber humo de incendios forestales,
se contaminan las bayas, y posteriormente el vino, debido a la formacién de fenoles
volétiles organolépticos, producidos por oxidacion durante la combustion de biomasa
lignocelul6sica, alterando el metabolismo enddgeno de la sintesis de fenoles
volétiles, mediante la via del &cido shikimico/fenilpropanoide (Noestheden et al.,
2018b). Se almacenan libremente o como conjugados labiles (Noestheden et al.,
2018a), formando glicoconjugados de fenol volatiles, como pentosa-glucosidos de
guaiacol, cresoles y fenoles, y gentiobidsidos de guaiacol y siringol (Munguia et al.,
2019).

El ingreso de fenoles volatiles a la vid se logra mediante tres vias (Krstic et al.,
2015):

- difusion pasiva directa a través de la cuticula y epidermis de la baya;

- entrada por los estomas de las hojas, para luego ser traslocados mediante el

sistema vascular a los frutos;

- absorcién radical, seguido de la traslocacion a las uvas.

Los incendios forestales y la quema controlada de pastizales producen sabores
indeseados en el vino, como: ahumado, quemado, medicinal, ceniciento y
excesivamente seco en el paladar. Los incendios producen VOCs, ademas de la
combustién y pirdlisis de lignina, hemicelulosa y celulosa (Krstic et al., 2015).

El vino con humo presenta una concentracién significativa de guaiacol, 4-
metilguaiacol, 4-etilguaiacol, 4-etilfenol, eugenol y furfural. Se analiz6 mediante GC-
MS (Gas chromatography—mass spectrometry), comparando con compuestos
ausentes en el vino sin humo. Ademas, se observé que la remocién de la cuticula
cerosa de las bayas aumenta la absorcién de guaiacol en la pelicula, frente a la

exposicion al humo (Krstic et al., 2015).
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1.5.2. Uvas neutras

La mayoria de los cultivares de vid presentan una pequefia fraccion de aromas
libres, por lo que cuentan con olores y sabores débiles. Se debe considerar que las
uvas son frutas ricas en agua, por lo que los compuestos aromaticos, que suelen ser
hidréfobos, forman enlaces covalentes con moléculas polares de la pulpa y pelicula
del fruto, correspondientes a azUcares y aminoacidos (Ferreira y Lopez, 2019).

En las variedades no aromaticas, como Trebbiano Romagnolo, los monoterpenos
se presentan en bajas concentraciones, por lo que no se perciben olfativamente
(Alem et al.,, 2019). Las variedades neutras requieren catalisis acida de los
precursores de moléculas de aroma, como los norisoprenoides, para producir olor.
En consecuencia, se degradaran las moléculas de aroma labiles, como linalool y
geraniol (Ferreira y Lopez, 2019).

En cv Nebbiolo, que también es neutro, en uvas blancas, se identificaron cinco
moléculas “prefermentativas”, que corresponden a: benzenoides, terpenoides, C;3-
norisoprenoides, aldehidos y alcoholes (los dos ultimos derivan de lipidos Cg). Se
distinguen de las moléculas “constituyentes” de la baya (libres y glicosiladas), porque
al romper la baya, ésta entra en contacto con enzimas y sustratos, transformando los
precursores inodoros (Carlomagno et al., 2012). Las uvas neutras presentan sabores
sutiles, a pesar de que contienen una gran cantidad de compuestos aromaticos, pero
se encuentran en concentraciones inodoras (Ferreira y Lopez, 2019).

Los aromas de las uvas neutras se pueden clasificar en siete series aromaticas
(Ferreira 'y Lopez, 2019):

- frutal: isobutirato de etilo, butirato de etilo, 3-metilbutirato de etilo, hexanoato

de etilo, octaonato de etilo, entre otros;

- fruta muy dulce: furaneol, homofuraneol, 3-damascenona, y-nonalactona y

massoia lactona;

- floral-dulce: vainilla etil vanillato, p-ionona, B-feniletilo de acetato y

fenilacetaldehido;

- floral-citrico: linalool, geraniol, limonene, nonanal, entre otros;

- herbaceo: hexanal, (2)-3-hexenal, (E)-2-hexenal, (Z)-3-hexenol, (E)-2-

nonenal y (E,Z)-2,6-nonadienal;

- pimienta: rotundona;

inespecifico: 3-metilbutanal, acetato de etilo y diacetilo.
Generalmente las uvas neutrales contienen bajas cantidades de terpenos, como
furaneol libre, limoneno, linalool y geraniol, de norisoprenoides, como (-

damascenonay B-ionona, ésteres de etilo, como butirato de etilo y hexanoato de etilo,
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de fenoles volatiles y vainillina. Los compuestos recién mencionados, en conjunto
con los derivados de la oxidacion de acidos grasos, otorgan el sabor sutil de las uvas
neutras (Ferreira 'y Lopez, 2019).

Los cv neutros presentan bajos umbrales de percepcion. En consecuencia, los
C;3-norisoprenoides, que derivan de carotenoides, modifican su estructura quimica
durante la vinificacion, tomando formas activas sensorialmente (Carlomagno et al.,
2012).

Las vides blancas no presentan una correspondencia entre el maximo de
azUcares con la mayor acumulacion de compuestos volatiles, durante la maduracion.
Ya que la acumulacion de los compuestos volatiles depende del genotipo y del
ambiente del vifiedo. La mayor produccion de compuestos volatiles en cv Nebbiolo
ocurre 20 dias después del envero. Luego se estabiliza en 2700 pyg/kg de compuestos
volatiles por kg de fruto, desde 35 dias después del envero hasta la cosecha
(Carlomagno et al., 2012).

Para producir vinos con poco alcohol, se puede aprovechar de aumentar el
potencial aromatico al cosechar anticipadamente o utilizando antitranspirantes que

reducen la fotosintesis (Carlomagno et al., 2012).

1.5.3. Trebbiano Romagnolo

El cv Trebbiano Romagnolo, uva
blanca (Figura 6), y se utiliza tanto en
uva de mesa como para la elaboracion
de vinos con denominacion, dentro de la
region Emilia-Romafia (Baldi et al.,
2017). Presenta brotacion, floracion y
envero medio, y una maduracion de la
uva en la IV época (previo a octubre).
Ademas, un vigor notable y produccion
abundante y constante. El cultivar suele
tolerar al mildia de la vid, un poco menos

al oidio y presenta cierta tolerancia a la

pudricion gris (Pecile et al., 1970).

Romagnolo (Cosmo y Polsinelli, 1965).

Actualmente se cultiva en las regiones italianas de Lombardia, Emilia-Romagna,
Molise y Sardegna. En el afio 1970 contaba con 22.316 hectareas de superficie, las
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que han disminuido a 15.893 hectareas en el afio 2010 (Pecile et al., 1970). La
principal regién de produccion es Emilia-Romagna, donde el 28% de la superficie de
vid corresponde al cv Trebbiano Romagnolo, valor equivalente a 15.500 ha en 2018.
Es importante sefialar que este nimero ha disminuido, ya que en el afio 2000 habian
20.000 ha del cv Trebianno Romagnolo en la region (Consorzio Vini di Romagna,
2018).

El cv Trebbiano Romagnolo se caracteriza por presentar brotes de 10 a 20 cm de
largo, con hojas apicales de color verde con reflejos dorados intensos, y hojas
basales de color verde que toman reflejos dorados desde la floracion (Figura 7). Las
ramas herbaceas son verdes con una tonalidad rojiza. Presenta 1 a 2 inflorescencias
por brote, las cuales son elongadas, piramidales y compactas, con flores
hermafroditas regulares. El racimo presenta un tamafo medio, correspondiente a 20
cm al momento de la madurez. Se caracteriza por tener forma cilindrica-piramidal,
ser un poco compacto, pedicelo delgado, cortos y de color verde claro. La baya es
de tamafio medio, la pelicula es de color &mbar que puede tornar a rojiza, un poco
astringente, la pulpa es jugosa, con un sabor simple y dulce. Las semillas son
pequefias y suelen encontrarse dos semillas por baya. En la maduracién adquieren
un color amarillo-dorado caracteristico. Los sarmientos lefiosos presentan longitud y
robustez media, entrenudos cortos y yemas medias. El tronco es robusto (Pecile et
al., 1970).

Figura 7. Hojas de vid cv Trebbiano Romagnolo (Cosmo y Polsinelli, 1965).
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1.5.4. Manejos agronémicos

Los manejos agricolas pueden afectar, tanto directa como indirectamente, en el
contenido de metabolitos secundarios. Se ha observado, en compuestos fendlicos,
que se afectan directamente al provocar cambios en la biosintesis de la molécula, e
indirectamente al cambiar el volumen y peso del fruto.

Las préacticas agrondmicas que pueden afectar el perfil aromatico de las bayas
son: el raleo de hojas, el sistema de conduccion, la fertilizacion foliar, el riego, la
pulverizacibn de compuestos exdgenos y el adelgazamiento de racimos, ya que
pueden impactar en el metabolismo primario y secundario de la vid. Es importante
considerar que la biosintesis de VOCs se ve afectada en plantas estresadas, por lo
gue disminuye la calidad de la uva.

El raleo de hojas produce cambios en el microclima de las plantas, afectando la
composicion final del fruto. Lo que ocurre en general con todos los manejos que
controlen el vigor de las vides, para determinar la sombra que reciben los racimos.
Tanto la luz como la temperatura producen efectos en la concentracién de
flavonoides de las bayas. La remocion de hojas es una practica muy efectiva para
mejorar los aromas y evitar pudriciones de las bayas.

La exposicion al sol de los racimos produce un aumento en los Ci3-
norisoprenoides en bayas y vino de cv Riesling y Chenin. También se ha observado
aumento en los monoterpenos glicoconjugados, carotenoides y terpenol en las bayas
de cv Sauvignon y en los fenoles glicoconjugados en bayas de moscatel. El efecto
varia entre diversos norisoprenoides. Por ejemplo, la exposicion al sol produce un
aumento de TDN vy vitispirano, se debe considerar que la sobreexposicion al sol
produce un gran aumento de TDN que es indeseable, ya que otorga aromas a
gueroseno.

Los sistemas de conduccién de la vid, los métodos de poda y la orientacién de
las hileras influencian la recepcion de luz solar de los racimos. Estudios que han
comparado distintos sistemas de conduccién, han concluido que la Daoble cruceta
alternativa (ADC), Smart-Dyson hacia arriba y Doble cortina Ginebra presentan altos
niveles de terpenos libres y glicoconjugados en bayas de cv Riesling y Viognier. Se
ha observado que la practica de poda minima produce una mayor concentracion de
VOCs que el posicionamiento vertical de brotes en cv Viognier, especificamente
compuestos C4, alcoholes aromaticos y C,;-norisoprenoides. Pero es importante
sefialar que la poda minima disminuy6 el peso y volumen de las bayas, por lo que

aumenta la concentracion de precursores de aromas.
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La fertilizacion foliar afecta el perfil aromatico de los vinos, especialmente de los
vinos blancos. Se ha estudiado que el nitrégeno y azufre pueden aumentar la
concentracion de tioles en las bayas. También se ha observado que la aplicacion
foliar de prolina, fenilalanina o fertilizantes nitrogenados produce una disminucién de
terpenos en la baya y no presentan efecto sobre los norisoprenoides. La fenilalanina
produce efectos en el aumento de 2-feniletanol y 2-feniletanal, y en la disminucién de
compuestos.

El cobre se suele utilizar en vifiedos organicos por su efecto anticriptogamico. Se
ha estudiado que produce disminucion en la concentracion de tioles, especificamente
de 3-mercaptohexanol en cv Sauvignon, Cabernet Sauvignon y Merlot, y de 4AMMP
(4-mercapto-4-metilpentan-2-ona) en cv Sauvignon.

El riego influencia las concentraciones de los compuestos arométicos en las
plantas, ya que el agua afecta su metabolismo primario y secundario. Es importante
considerar que en la produccion vitivinicola es comun la practica de estrés hidrico
controlado, ya que mejora la calidad de las uvas y permite ahorrar agua. Pero el
estrés severo afecta negativamente el potencial de aroma. Se ha estudiado el
aumento de la 3-hidroxi-B-damascenona unida, que es precursor de la [-
damascenona. También se ha observado disminucién de linalool libre en plantas sin
riego. Se ha observado también que el secado parcial de raices produce un aumento
de en C;3-norisoprenoides, pero debido a la disminucién en el peso y volumen de las
bayas, ya que no hay variacion en los precursores en cv Cabernet Sauvignon.

El déficit de agua aumenta la cantidad de enzimas que producen precursores de
aroma, por ejemplo, se mejora la abundancia de transcripcion de terpenoide sintetasa
durante la madurez en cv Chardonnay. Se ha observado que el riego deficitario ha
provocado la disminucién de compuestos C4, que son indeseables en el vino, y
aumento de la concentracion de algunos terpenoles unidos como nerol y geraniol en
cv Merlot. Se ha presentado aumento de metoxipirazinas debido a estrés hidrico en
cv Carménére, lo que es indeseable porque otorga sabores herbaceos indeseables
al vino. En vino se ha observado que el estrés hidrico produce aumento en la
concentracion de monoterpenos (hotrienol, linalool, nerol y a-terpineol).

La aplicacion de productos exdégenos también afecta el perfil aromatico de las
bayas, ya que las hojas pueden absorben las moléculas volatiles de la atmosfera y
trasladarlas a las bayas.

Se ha observado también que la aplicacion de reguladores de crecimiento como
acido abscisico (ABA) y metil jasmonatos (MeJA) provocan un aumento en la

concentracion de compuestos Cg en cv Cabernet Sauvignon. También la aplicacion
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de ABA y acido giberélico en cv Malbec ha aumentado los monoterpenos y
sesquiterpenos en las bayas.

La correccion de la relacion fuente/sumidero en las plantas permite regular la
acumulacién de metabolitos secundarios en los frutos. El adelgazamiento temprano
de los racimos permite mejorar los aromas y sabores de cv Cabernet Sauvignon.
También se ha observado aumento de los terpenos volatiles libres y glicocojugados
en cv Sauvignon (Alem et al., 2019).

La gestion del suelo de los vifiedos genera implicancias importantes en la
produccion de vides. Se ha estudiado que el uso de herbicidas, que presentan
ingredientes activos: flazasulfuron, glufosinato o glifosato, disminuyen Ila
micorrizacion de la raiz de la vid, en comparacion con el desmalezado mecanico. Y
los microorganismos del suelo se ven especialmente afectados bajo el uso de
glifosato (Zaller et al., 2018).

La descomposicion de ballica (Lolium perenne) y trébol blanco (Trifolium repens)
entrega nutrientes a las vides, ya que presentan rapida descomposicion de K, N, Ca,
P, Mg y S. Aunque las vides absorbieron bajas cantidades de N, debido a la alta
movilidad del nutriente en el suelo, ya que en ocho semanas se puede perder el 70%
del N inicial (Brunetto et al., 2011).

Los cultivos de cobertura producen VOCs que se transmiten a las vides por el
suelo o la atmdsfera. La sefal requiere de cuatro pasos: su liberacion por la planta
emisora, el transporte, y la absorcion y percepcion por la planta receptora. Hay
propiedades fisicoquimicas que afectan el proceso, por ejemplo, la volatilidad, el
tamafio de la molécula y la apertura de los estomas. El transporte depende de la
temperatura y transporte convectivo, ademas del viento para el transporte aéreo, 0
del agua para el transporte subterrdneo. Los compuestos mas pesados, que
presentan menos volatilidad, sirven para transporte de sefiales en distancias mas
largas, ya que son mas lentos (Baldwin et al., 2006).

La Salvia leucophylla produce monoterpenoides volatiles como alcanfor, 1,8-
cineol, B-pineno, a-pineno y canfeno, que son aleloquimicos potenciales. Se ha
observado que alcanfor, 1,8-cineol, B-pineno inhiben la germinacion de las semillas
de Brassica campestris. Ademas, los cinco monoterpenos inhiben el crecimiento de
la raiz, pero no afectan el tamafio de las células de la raiz. Disminuyeron el indice
mitético del 4pice de la raiz, pero no de los brotes. También inhiben la sintesis de
ADN de las células del meristema apical de la raiz. Por lo que tiene el potencial de

modificar la composicion floristica cercana (Nishida et al., 2005).
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Los cultivos de cobertura pueden reducir la acidez titulable, aumentar los sélidos

solubles, el pH, el extracto seco y los fenoles de la piel de las bayas, y mejorar las

propiedades sensoriales (Xi et al., 2011).

Xi et al. (2011) analizé el uso de trébol blanco (Trifolium repens L.), alfalfa

(Medicago sativa) y festuca (Festuca arundinacea Schreb.) como cultivos de

cobertura. El andlisis sensorial concluyé que los cultivos de cobertura mejoran las

caracteristicas visuales, aromaticas, de sabor y armonia del vino. La mayor cantidad

de VOCs se encontraron en el vino producido en intercropping con alfalfa, pero varia

segun la especie. Especificamente los compuestos encontrados son:

ésteres de acetato: la alfalfa aumenta el acetato de etilo (afrutado y dulce) y
la festuca aumenta el acetato de isoamilo (fresco y platano);

ésteres etilicos: la festuca aumenta el octanoato de etilo (dulce, afrutado y
anis), decanoato de etilo (afrutado, graso y vinagre agradable), hexanoato de
etilo (manzana verde, frutilla y anis) y acetato de feniletilo (agradable y floral).
La alfalfa también aumentd las concentraciones de decanoato de etilo y
acetato de feniletilo;

alcoholes superiores: la alfalfa y la festuca aumentan el alcohol isoamilico
(fuerte y amargo), alcohol isobutilico (alcohol de fusel) y feniletanol (rosa,
polen y florido). Ademas, la alfalfa aumenta el 1-hexanol (verde e hierba);
terpenos y norisoprenoides: la alfalfa aumenta el citronelol (clavo y anis) y el
trans-Nerolidol;

acidos grasos: la festuca disminuye el &cido decanoico y el acido hexanoico.
La alfalfay el trébol blanco también disminuyen las concentraciones de acido
hexanoico en el vino. Es importante sefialar que los acidos grasos se
presentaron en concentraciones menores al umbral de olor, pero son

necesarios en la obtencién de ésteres aromaticos con cultivos de cobertura.

1.5.5. Principales hongos patégenos que afectan ala vid

Pudricién gris o botritis

La pudricion gris es causada por el hongo Botrytis cinerea. Sus sintomas pueden

aparecer durante la primavera en yemas y brotes, produciendo lesiones café-rojizas

en los bordes de las hojas.
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Los periodos criticos son la floracion, y
entre envero y cosecha, ya que dafa las
inflorescencias y racimos. La inoculacion
puede producirse por el viento o desde
restos florales que quedan como tejidos
saprofiticos en medio del racimo. En
primera instancia las bayas se vuelven
oscuras, en segunda instancia, aparece

una masa gris aterciopelada (Figura 8), que

le da el nombre a la enfermedad, y en

tercera instancia las bayas se secan y Figura 8. Sintomatologia de la

arrugan (Cruz, 2004). pudricion gris (Botrytis cinerea) en un
racimo de vid (Ellis, 2008).

La germinacion de las conidias puede ocurrir entre 1y 30 °C, pero su 6ptimo se
encuentra a 18 °C. Requiere ademas una humedad relativa de 90%, y presencia de
agua libre (Cruz, 2004).

La presencia de hongos y otros factores exdgenos puede afectar fuertemente el
aroma de las uvas y del mosto. La pudricion gris, causada por la Botrytis cinerea,
produce 1l-octen-3-ol, y aumenta la concentracion de 3MH, furaneol, sotolon,
metional y fenilacetaldehido. Ademas, produce cambios en algunas enzimas, como
esterasa y B-glucosidasa, que afectan el aroma. Los malos olores producidos por la
podredumbre son causados por 3-octanona, 1-octen-3-ona, (E) -2-octenol, 1-octen-
3-ol, 2-metil isoborneol, TCA, geosmina, TBA y pentacloroanisol (Ferreira y Lopez,
2019).

Se ha estudiado la sensibilidad de la Botrytis cinerea a monoterpenos como
limoneno. El problema en este caso es que el limoneno ademas estimula el
crecimiento de Penicillium digitatum, pero este hongo es inhibido por el citral (Simas
et al., 2017).

Mildid

El mildiu polvoriento de la vid, causado por el oomicete Plasmopara viticola, dafia

los tejidos verdes de las plantas (Figura 9). Ademas, puede afectar las inflorescencias
y racimos, por lo que afecta los rendimientos, y produce una defoliacion temprana de

las vides, que dafa la calidad del vino. El hongo produce cambios en la composicion
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gquimica de las bayas; por ejemplo, se ha observado aumento en los niveles de IBMP
(Pons et al., 2018).

Figura 9. Sintomatologia foliar del mildit polvoriento de la vid (Plasmopara viticola)
(Ash, 2017).

Las condiciones Optimas para el desarrollo de la enfermedad son: en primer lugar,
la alta humedad ambiental, y en segundo lugar la temperatura, que es éptima a 25
°C, pero su rango ocurre entre 10 y 30 °C. Es importante sefialar que se requiere de
agua libre para germinar (Cruz, 2004).

Se han encontrado VOCs que participan en los mecanismos de defensa de las
plantas. Los principales VOCs que presentan actividad inhibitoria frente al mildit son:
2-etilfurano, 2-feniletanol, B-ciclocitral y trans-2-pentenal. Son producidos por
portainjertos resistentes como: BC4, Kober 5BB, SO4 y Solaris, no asi en el cv Pinot
noir que es suceptible (Lazazzara et al., 2018).

El azufre controla adecuadamente al mildit, pero debe ser suficiente y oportuno
(Altieri and Nicholls, 2002). Otra opcion en la agricultura organica es la aplicacion de
cobre, que es una estrategia de proteccion contra el mildiu, pero hay que considerar
gue el cobre se acumula en el suelo (Doring et al., 2019). El extracto de salvia controla
el mildia de la vid de forma mas eficaz que el cobre. Pero presenta menor resistencia

al lavado por precipitaciones (Dagostin et al., s.f.).

Oidio
El oidio de la vid, causado por el hongo Erysiphe necator, infecta los tejidos

verdes, comunmente las colonias se encuentran en la cara abaxial de las hojas mas

cercanas a la corteza.

33



La sintomatologia consta
de Se producen manchas
cloréticas en las hojas. Las
inflorescencias 'y  bayas
jévenes son mas sensibles, y
se cubren de moho
blanquecino  (Figura 10)
(Gadoury et al., 2012). Las
bayas se pueden agrietar y

secar, por lo que muchas -

caen, pero otras quedan en Figura 10. Sintomatologia del oidio de la vid

el racimo (Cruz, 2004). (Erysiphe necator) en un racimo de vid (Garrison,
2020).

Las colonias crecen y esporulan 6ptimamente con temperaturas entre 23 'y 30°C
(Gadoury et al., 2012), y con humedad relativa mayor a 40%, aunque al ser un hongo
xerofitico, puede germinar incluso con 20% de humedad relativa. Es importante
sefalar que no requiere de agua libre para germinar (Cruz, 2004).

Se disemina mediante el viento. Cuando el hongo se ubica sobre las flores, puede
afectar el tamafio y contenido de azlcares de las bayas. Se deben eliminar los
sarmientos infectados, y mantener las vides aireadas e iluminadas. El uso de azufre
es preventivo, para controlar los micelios latentes. Se utiliza desde brotacion, pero no

durante la floracion, porque afectaria la cuaja (INIA, 2016).

1.6. Hipodtesis y objetivos

La salvia (Salvia officinalis L.), que es una planta oficinal (MAPS), produce
compuestos organicos volatiles (VOCs), que pueden mejorar la composicion del fruto
y la susceptibilidad a patdgenos, en vides. Los objetivos de la investigacion son:

disminuir el uso de plaguicidas, y mejorar la composicion del fruto.
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2. Materiales y métodos

2.1. Material vegetal y campo experimental

La prueba experimental se realizdé en un vifiedo que presenta una extension de
1,2 ha, ubicado en la hacienda Agricola Organica “Podere Casetta” (Sant’Agata sul
Santerno, RA, Italia), que se encuentra en la llanura y a una distancia de 50 m del rio

Santerno (Figura 11).

Podere Casetta

Figura 11. Imagen satelital del area geogréfica de Podere Casetta (Sant’Agata sul
Santerno, RA, ltalia), para el aflo 2020. Correspondiente a latitud 44°26'11”N y
longitud 11°52’04”E. El rectangulo rojo indica la localizacion del vifiedo experimental
(www.earth.google.it).

El vifiedo presenta orientacion
suroeste/noreste, estd constituido por
plantas de la cv Trebbiano Romagnolo,
sobre portainjerto Kober 5BB y conducida
en sistema “Doppio Capovolto” (Figura

12). El vifiedo fue plantado en el afio

2005, con un marco de plantacion de 3,5

x 1,5 m (1900 pl/ha). Presenta un suelo Figura 12. Sistema de conduccion
de textura franco limosa, con pH cercano “Doppio Capovolto”.
a 8. Corresponde a agricultura de secano.

Las vides presentan un tronco vertical de 1,2 m, con 4 sarmientos bilaterales, que

se disponen curvamente, al amarrarse a los alambres de abajo. El sistema de
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conduccion “Doppio Capovolto” se caracteriza por presentar sarmientos largos; de 6
a 12 nudos. La densidad foliar es relativamente baja, por lo que es Util en vifiedos
con baja fertiidad de yemas basales y entrenudos largos. La brotacion es
desuniforme, ya que produce exceso de vigor en los extremos del sarmiento, y el
peso del racimo en el centro es menor. Lo anterior se puede mejorar con sarmientos
mas cortos 0 menor curvatura. Es importante sefialar que es mecanizable la

vendimia, pero no la poda (Palliotti et al., 2018).

2.2. Condiciones meteoroldgicas

La informacién sobre las condiciones meteorolégicas se ha obtenido mediante
una estacién meteoroldgica ubicada en Sant’Agata sul Santerno, correspondiente a
latitud 44°26'54"N y longitud 11°52'00"E (Arpae-SIMC, Emilia-Romagna), ubicada a
11 msnm. La estacion meteoroldgica se encuentra a una distancia de 1250 m del
vifiedo.

Se considerd los datos desde que se plantaron las salvias en julio de 2019, hasta
que se termind la investigacion en agosto de 2020. Los datos recopilados
corresponden a temperatura minima, media y maxima, y humedad relativa media del

aire (Figura 13), ademas de las precipitaciones diarias (Figura 14).

Temperaturas y Humedad relativa 2019-2020
= Tmad(*C) == Tmin(*C) Tmax(*C) == HR mead (%)
125

100

o iy W\WW

julic 1 octubre 1 enero 1 abril 1 julio 1

Figura 13. Datos meteorologicos, correspondientes a temperatura minima, media y
maxima, y humedad relativa, registrados en la estacion meteoroldgica de Sant’/Agata
sul Santerno (Latitud 44°26'54"N; Longitud 11°52'00"E — Arpae-SIMC, Emilia-

Romagna, 11 msnm).
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Una semana luego de la brotacion se presenciaron las primeras heladas de la
temporada, las que alcanzaron -2,8 °C. Ocurrieron durante tres dias consecutivos,
por lo que produjeron la muerte de brotes. Es importante afiadir que la temperatura
sefalada de la helada se registré en la estacion meteoroldgica cercana, pero en el
vifiedo registraron -5 °C el dia 2 de abril de 2020.

No hubo heladas posteriores, por lo que la época de floracion no presento
heladas, pero si precipitaciones. Las temperaturas durante los dias de floracion y
cuaja variaron entre 8 °C y 30 °C aproximadamente. Durante el envero aumentaron
a rangos entre 15 °Cy 37 °C.

La mayor temperatura se registré el dia 31 de julio, correspondiente a 37,4 °C.
Durante los meses de verano, las temperaturas maximas suelen superar los 30 °C,
a excepcion de los dias lluviosos, en que la temperatura méaxima diaria rodea los 25
°C.

La humedad relativa media diaria del aire durante la floracion vari6é entre 48% y
86%, con valores sobre 70% durante los dias lluviosos. Durante la época posterior al
envero, cuando las bayas son mas susceptibles al dafio por hongos patégenos como

botritis (B. cinerea), la humedad relativa media del aire vario entre 58% y 88%.

Precipitaciones 2019-2020
50

40
30

20

L |hhumjul |

julio 1 octubre 1 enero 1 abril 1 Julic 1

Frecipitacicnas (mm)

Figura 14. Datos meteorolégicos, correspondientes a las precipitaciones diarias,
registrados en la estacion meteoroldgica de Sant'‘Agata sul Santerno (Latitud
44°26'54"N; Longitud 11°52'00"E — Arpae-SIMC, Emilia-Romagna, 11 msnm).

Hubo lluvias débiles en las fechas de brotacion y floracién. Durante los 10 dias

posteriores a la cuaja, se registraron 60 mm de precipitaciones. La zona en que se
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ubica el vifiedo presenta lluvias estivas, por lo gue hubo lluvias ocasionales luego del
envero. La lluvia mas fuerte ocurrida en post envero alcanzé 16 mm diario.

Las condiciones de temperatura y agua libre favorecen el desarrollo de hongos
patégenas, por lo que se hicieron aplicaciones preventivas de cobre y azufre antes

de las lluvias, en 10 ocasiones entre abril y julio de 2020.

2.3. Tratamientos experimentales

La disposicion del disefio experimental en el vifledo (Figura 15) y su
esquematizacion (Figura 16), presentan la disposicion de las hileras en direccion
suroeste/noreste, con tres bloques cruzados en direccidbn noroeste/sudeste. Los
blogques presentan caracteristicas fisicoquimicas de suelo similares y se distribuyeron
aleatoriamente. En cada uno se presentan los dos tratamientos:

- Control, que corresponde a vegetacion espontanea.

- Salvia, que corresponde a un intercropping con S. officinalis.

Bloque

[Chioave 23]

Bloque

Figura 15. Disposicion del disefio experimental en el vifiedo. El cuadro rojo delimita
el vifiedo objeto de la prueba experimental. Los cuadros celestes sefialan la ubicacion
de los tres bloques. Los cuadros verdes indican la posicién de los tratamientos:
Control (C) y Salvia (S).
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Figura 16. Disefio experimental esquematizado del vifiedo.
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Cada parcela de tratamiento consiste en un rectangulo de tres hileras, con seis
plantas de vid por hilera, presentando asi 18 vides por parcela y un total de 108
plantas de vid en el ensayo. Las muestras se toman en las cuatro plantas centrales
de cada parcela, debido a su mayor exposicién al tratamiento (Figura 17a). Para el
caso de las parcelas con salvia, se plantaron 10 plantas de salvia en la sobre hilera,
entre las seis vides, por lo que se presentan dos salvias entre dos vides, con una
distancia de 0,5 m (Figura 17b). La plantacién de salvias se realizé en julio de 2019,
y se sustituyeron un total de 18 plantas muertas el dia 2 de marzo de 2020 (Figura
17c). Cabe sefialar que la floracién de las salvias comenzo a finales de mayo de
2020, pero solo se presentd en las salvias que fueron plantadas en el afio 2019, ya
que las plantas sustituidas en el afio 2020 permanecieron en estado vegetativo. Por
lo tanto, las muestras del tratamiento con salvia se tomaron siempre en las vides

cercanas a salvias floreadas (Figura 17d), para homogenizar los andlisis.

L, | - N, ; "

Figura 17. Caracteristicas de los tratamientos experimentales: distribucion dentro de
cada parcela (a), plantacion de salvias en intercropping con las vides (b), sustitucion
de salvias muertas (c) y uso de salvias en floraciébn para la homogenizacion de

muestras (d).

La variedad de S. officinalis plantada es
Salvia sel. “Giardino delle Erbe di Casola
Valsenio”. Se caracteriza por ser un arbusto
perenne, ramificada con hojas oblongas-
ovaladas, de color verde grisaceo y recubiertas
con una ligera vellosidad (Figura 18). Ademas,
es alta en contenido de aceites esenciales, por ®S «
lo que se utiliza en cocina, perfumeria, licoreria Figura 18. Variedad de Salvia
y herboristeria (SAIS, 2020). sel. “Giardino delle Erbe di

Casola Valsenio” (SAIS, 2020).
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2.4. Intervenciones culturales

Las principales operaciones culturales realizadas en el vifiedo (Tabla 3), respecto
al manejo de la canopia, corresponden a: poda invernal, remocion manual de sierpes,
deschuponado y siega. No se realizé posicionamiento de brotes, remocién de hojas

y feminelas ni chapoda y despunte.

Tabla 3
Esquema resumido de las principales intervenciones culturales realizadas en las

vides cv Trebbiano Romagnolo, utilizadas en la prueba experimental.

Poda invernal Enero
Remocién manual de sierpes Mayo
Deschuponado Mayo

Siega Junio y agosto

Las intervenciones culturales respecto a la defensa de la planta corresponden al
control de plagas con los tratamientos especificados en la Tabla 4. Las principales
plagas que afectan al vifiedo son: los hongos que producen botritis o pudricién gris,

mildia y oidio, algunos &caros y polillas, y la flavescencia dorada.

Tabla 4

Informacion de las aplicaciones para el control de plagas.

Vernoil (aceite parafinico) +  Acaros y 3 lt/ha + Foliar 09 de
Microthiol (azufre) oidio 2 kg/ha abril
Bordoflow (cobre) + Mildia y 3 It/ha + Foliar 27 de
Microthiol (azufre) oidio 2 kg/ha abril
Zeolita Cubana (minerales) Botritis, 3,6 kg/ha + Foliar 24 de
+ Bordoflow (cobre) + mildia y 3,5 It’/ha + mayo
Thiopron (azufre) + oidio 3,3 It/ha +
Algas (bioestimulante) 0,25 kg/ha
Bordoflow (cobre) + Mildia y 3,5 It/ha + Foliar 29 de
Thiopron (azufre) oidio 3,3 It’/ha mayo
Bordoflow (cobre) + Mildia y 3,5 It/ha + Foliar 11 de
Thiopron (azufre) oidio 3,3 It’/ha junio
Zeolita Cubana (minerales) Botritis, 3,6 kg/ha + Foliar 19 de
+ Bordoflow (cobre) + mildia y 3,5 It/ha + junio
Thiopron (azufre) + oidio 3,3 It/ha +
Romeo (Saccharomyces 0,25 kg/ha
cerevisiae)
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Lasser (spinosad) + Polilasy 0,12 kg/ha + Foliar 22 de

Asset (piretro) flavescen- 1 It/ha junio
cia dorada
Zeolita Cubana (minerales) Botritis, 4 kg/ha + Foliar 02 de
+ Bordoflow (cobre) + mildia y 4 It/ha + julio
Thiopron (azufre) oidio 2 It/ha
Zeolita Cubana (minerales) Botritis, 4 kg/ha + Foliar 10 de
+ Bordoflow (cobre) + mildia y 4 It/ha + julio
Thiopron (azufre) oidio 2 It/ha
Bordoflow (cobre) + Mildia y 4 It/ha + Foliar 15 de
Thiopron (azufre) oidio 2 It/ha julio
Poltiglia disperss (cobre) + Mildia y 3 kg/ha + Foliar 23 de
Microthiol (azufre) oidio 1 kg/ha julio

2.5. Analisis

2.5.1. Andlisis visual con microscopio

El analisis visual se centra en
la observaciéon de los tricomas y
distribucion de la clorofila en la
lamina foliar. Se muestrearon tres
hojas por tratamiento, ubicadas
opuestas al racimo del brote, con
exposicion este, de similar
longitud y nimero de hojas. Las

hojas no presentaron sintomas

de enfermedades ni dafio fisico. L1R
Es importante especificar que se LA
analizaron dos puntos de cara

abaxial y dos puntos de la cara

L

adaxial de cada hoja (Figura 19).
Las hojas se recopilaron y Figura 19. Se sefalan las dos zonas foliares
analizaron en dos momentos: 30 analizadas con microscopio éptico (Gago et al.,
ddpfy 60 ddpf. 2019).

Se utilizd un microscopio éptico Nikon eclipse 50i (Figura 20a), para realizar el
andlisis visual con una expansion de 4X para la distribucién de la clorofila (Figura

20b) y de 10X para observar los tricomas (Figura 20c). Los tricomas se analizaron
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frontal y transversalmente. Es importante sefialar que los tricomas se observaron

directamente, es decir, sin el vidrio.

Figura 20. Analisis visual con microscopio: microscopio 6ptico Nikon eclipse 50i (a),
distribucion de la clorofila en la lamina foliar (b) y tricomas de la cara abaxial en corte

transversal (c).

2.5.2. Espectroscopia

La elaboracién de la espectroscopia de la pelicula de las bayas y de hojas se
realizé6 tomando muestras de 20 bayas y una hoja por parcela experimental,
obteniendo 120 bayas y 6 hojas en total. Es importante especificar que se analizaron
dos puntos de cara abaxial y dos puntos de la cara adaxial de cada hoja, que
corresponden a los puntos observados con el microscopio. Los datos se recopilaron
y analizaron en tres momentos: 15 ddpf, 30 ddpf y 60 ddpf. Se muestrearon bayas
sin sintomas de enfermedades, sin heridas visibles y de tamafio similar. La toma de
muestras se realizo siempre en la cara este de la pared productiva.

Los espectros ATR se
registraron con un
espectrofotbmetro Bruker ALPHA
serie  FT-IR (Buker, Ettlinger,
Alemania), equipada con un cristal
diamante para la reflectancia total

atenuada (Figura 21). Se midieron

los espectros entre 4000 a 400
cm~! y se midieron dos espectros Figura 21. Espectrofotémetro Buker ALPHA
para cada muestra. serie FT-IR, para la espectroscopia de la

pelicula de las bayas y las laminas foliares.

Los compuestos analizados en las bayas y hojas de vid cv Trebbiano Romagnolo

se detallan en la Tabla 5, donde se especifican las bandas IR (cm™!) observadas.
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Los célculos se realizaron relacionando la absorbancia de cada compuesto con la

absorbancia de la cera de la banda 1460, porque se mantiene estable entre los

trata

mientos.

Tabla 5

Compuestos analizados en las bayas y hojas de vid cv Trebbiano Romagnolo.

Banda IR Atribucion Organo
(cm™)
3400 Agua Baya y hoja Dubis et al., 1999.
2917 Cera (vibraciones de Baya y hoja Dubis et al., 1999.
estiramiento asimétricas de
metileno)
2849 Cera (vibraciones de Baya y hoja Dubis et al., 1999.
estiramiento simétricas de
metileno)
1733 Esteres de cera Baya y hoja Dubis et al., 1999.
1680 Acidos Baya Ribeiro da Luz, 2006.
1630 Compuestos aromaticos Hoja Largo-Gosens et al.,
(anillos fendlicos) 2014.
1460 Cera (vibraciones de Baya y hoja Dubis et al., 1999.
plegamiento de metileno)
1165 Cera (vibraciones de Bayay hoja Ribeiro da Luz, 2006.
estiramiento asimétricas de
carboxilo)
1032 Celulosa Bayay hoja Ribeiro da Luz, 2006.
990 Almidoén Baya y hoja Fasoli et al., 2016.
719 Cera (vibraciones de Baya y hoja Dubis et al., 2001.
plegamiento simétricas de
metileno)
650 Compuestos aromaticos Baya y hoja Dubis et al., 2001.

Nota. Elaboracién propia basada en la bibliografia citada en la tabla.

2.5.3. Parametros vegetativos

2.5.3.1. Estados fenolégicos

Se determinaron los estados fenoldgicos de las plantas en prueba (Tabla 6),

durante el afio 2020. Especificamente se observo la época de:

la brotacion, que se basa en la apertura del 50% de las yemas;

el inicio de la floraciéon y la plena floracion, la segunda corresponde a la
apertura del 50% de los botones florales;

la cuaja, que se refiere a la fecundacion del 50% de las flores;

el inicio y fin del envero que se basa en el cambio de color de las bayas.
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Tabla 6
Epoca de los estados fenoldgicos de las vides cv Trebbiano Romagnolo, utilizadas

en la prueba experimental.

Estado fenologico Fecha

Brotacion 25 de marzo
Inicio de la floracion 18 de mayo
Plena floracion 25 de mayo
Cuaja 01 de junio
Inicio del envero 25 de julio
Fin del envero 02 de agosto

2.5.3.2. Contenido de clorofila

El contenido relativo de clorofila se midi6 en laboratorio en treinta hojas por
tratamiento. Se seleccionaron hojas totalmente expandidas, ubicadas en brotes con
exposicion este, de similar longitud y nimero de hojas. Las hojas no presentaron
sintomas de enfermedades ni dafo fisico. Las hojas se recopilaron y analizaron 60
ddpf.

El instrumento utilizado es un SPAD
Minolta 502 (Minolta, Osaka, Japon) (Figura
22). El SPAD usa la diferencia en la densidad
Optica medida y promediada sobre los 5
I6bulos de la hoja en dos longitudes de onda
caracteristicas: 650 nm (corresponde al
maximo absorbimiento de la clorofila a+b) y

950 nm. ElI parametro medido es la

transmitancia espectral de la hoja, que es
directamente proporcional al contenido foliar Figura 22. Instrumento portatil
de clorofila. SPAD Minolta 502.

2.5.4. Pardmetros productivos
2.5.4.1. Pardmetros generales
La determinacion de los principales parametros productivos del vifiedo consiste
en la cuantificacion de:
- los nudos, brotes e inflorescencias por planta, llevado a cabo en el mes de
mayo, al dia siguiente de la plena floracion;
- la fertilidad de los brotes que corresponde al nUmero de inflorescencias por

brote.
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2.5.4.2. Crecimiento de la bayay el racimo

La elaboracion de la curva de crecimiento maduracion se realiz6 tomando
muestras de tres racimos por tratamiento, ubicados en brotes de similar longitud y
namero de hojas. Los datos se recopilaron 15 ddpf, 30 ddpf y 60 ddpf. La toma de
muestras se realizd en la cara este de la pared productiva. Las mediciones
efectuadas a las bayas corresponden a:

- peso fresco de los racimos y bayas totales por racimo, mediante una balanza

analitica (Kern KB, Figura 23);
- el conteo del numero de bayas por racimo;
- célculo del peso promedio individual de las bayas.

Figura 23. Determinacion del peso fresco de las bayas de un racimo con una pesa

analitica Kern KB.

2.5.5. Incidenciay severidad de hongos patégenos

Las observaciones de la incidencia y severidad de hongos patdgenos que afectan
el vifledo se realizaron 30 dias después del envero. Se seleccionaron tres racimos
por planta, en las cuatro vides centrales de cada parcela. En cada uno se conté la
cantidad de racimos y hojas enfermas y el total, para calcular la incidencia de
sintomatologia, y se utilizaron escalas de severidad. Se utilizaron dos métodos de
andlisis visual:

- los racimos se observaron segun el método de Hill et al. (2010), que se centra

en la sintomatologia producida por la botritis (Figura 24a);
- las hojas se analizaron segun el método de Buffara et al. (2014), que se basa

en la sintomatologia producida por el mildit (Figura 24b).
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Figura 24. Presencia de sintomatologia producida por hongos patégenos: en los

racimos mediante el método de Hill et al., 2010 (a) y las hojas mediante el método de

Buffara et al., 2014 (b).

2.5.6. Composicién floristica

Se analiz6 la composicion de
malezas presentes en el suelo de
la sobre hilera y entre hilera de las
parcelas  experimentales. La
delimitacion de la zona
muestreada se efectud
respectivamente con un marco de
0,4x04my1lx1m (Figura 25).
Se utilizé el método fitosocioldgico
(Braun-Blanquet, 1964), para
determinar: porcentaje de
cobertura total y clasificacion de
hierbas. El procedimiento se
desempefié en una repeticion por
parcela, para cada zona, y se
realizé el dia 15 de julio de 2020.

2.6. Elaboracion estadistica

Leyenda:

.

C) () |:| Zona analizada
Q I Q ®!
C. @) O
O O O
gy T

Figura 25. Esquema sobre el andlisis de la
composicion floristica de la cobertura vegetal.

El andlisis estadistico de los datos recopilados en la prueba experimental

consistio en calcular el analisis de varianza (ANOVA), en el software Microsolft Excel

365 ProPlus.
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3. Resultados

Analisis visual con microscopio

El andlisis realizado 30 ddpf y 60 ddpf no presenté diferencias visuales en los
tricomas de las caras adaxial ni abaxial de las hojas. Se observan imagenes
seleccionadas de los tricomas de caras abaxiales y cortes transversales en la Figura
26.

Figura 26. Las imagenes de la izquierda corresponden al control y las de la derecha
al tratamiento con salvia. (a) y (b) corresponden al plano frontal de la nervatura
abaxial, (c) y (d) al plano transversal de la lamina, y (e) y (f) al plano transversal de la

nervatura abaxial.
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El analisis visual de la distribucién de la clorifila en la lamina foliar de la vid
tampoco presentd diferencias. La Figura 27 presenta imagenes ejemplificadoras,

observadas con microscopio Optico en la cara abaxial de las hojas.

2
-

Figura 27. Imagenes de la distribucién de la clorofila en la lamina foliar de un control

(a) y de un tratamiento con salvia (b).

Espectroscopia

El andlisis de espectroscopia IR realizado 15 ddpf, no presenté diferencia en las
bayas (Tabla 7a) ni en la cara adaxial (Tabla 7b). Solamente se observa que la salvia
produce menor cantidad de ésteres de cera en la cara abaxial (Tabla 7c).

El analisis realizado 30 ddpf mostro diferencias significativas en la baya, cara
adaxial y cara abaxial, no asi en la nervatura de la hoja (Tabla 7d). Especificamente,
en la baya se encontr6 una menor cantidad de ésteres de cera y acidez en el
tratamiento con la salvia (Tabla 7a). En la hoja se observé que, tanto la cara adaxial
como abaxial presentan menor cantidad de ceras de estiramiento de metileno y
mayor cantidad de ceras de estiramiento de carboxilo en la salvia (Tablas 7b y 7c).
En la cara abaxial, ademas, se observd mayor cantidad de agua, compuestos
aromaticos, celulosa, almidén y ceras de plegamiento de metileno, y menor cantidad
de ceras de estiramiento de metileno en el tratamiento con la salvia (Tabla 7c).

El andlisis realizado 60 ddpf no mostré diferencia entre los tratamientos (Tablas
7), en ningan grupo de intensidad IR. Solamente se observoé diferencia entre las caras

adaxial y abaxial (Figura 28).
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Tabla 7a

Diagndstico de las relaciones de intensidad IR en las bayas.

Fecha Tratamiento  I3400/l1a60  12917/11a60  T2gao/Tiaso  T1733/Thae0  Tieso/T1aso  li16s/T1a60  l1032/11a60  1990/l1460 1719/ 11460 Leso/lia60
15 ddpf Control 406+187ns 0,77+0,22ns 049+02lns 067+007ns 230+08lns 1,10+0,16ns 1,37+0,28ns 1,23+0,16ns 4,37+0,84ns 536+1,12ns
Salvia 1,70£1,84ns 067+0,04ns 041+004ns 068+009ns 144+068ns 129+0,14ns 168+025ns 141+0,14ns 3,72x054ns 4,54 +0,59ns
30 ddpf Control 1,06+042ns 2,10+0,16ns 162+0,12ns 095+0,06a 1,16+0,08a 1,23+0,05ns 1,10+0,06ns 0,99+0,01ns 160+0,20ns 1,73+0,24ns
Salvia 1,14+0,35ns 196+0,15ns 153+0,11ns 0,85+0,08b 1,09+0,05b 1,20+0,20ns 1,16 +0,23ns 1,01+0,09ns 160+0,24ns 1,73+0,21ns
60 ddpf Control 041+011ns 233+0,20ns 184+0,16ns 068+008ns 086+0,11ns 108+0,11ns 1,03+0,06ns 0,89+0,10ns 146+0,15ns 1,43+0,13ns
Salvia 051+0,14ns 222+024ns 1,78+0,17ns 0,62+0,10ns 083+0,12ns 108+0,10ns 1,10+0,19ns 0,91+0,10ns 154+0,12ns 1,49+0,13 ns
Nota. ns = no hay diferencia significativa (p<0,05).
Tabla 7b
Diagnéstico de las relaciones de intensidad IR en la cara adaxial.
Fecha Tratamiento  I3400/l1a60  12017/11a60  T2gao/laso  T1733/Thae0  Tie30/T1as0  li165/T1a60  l1032/l1a60  1990/11460 1719/11460 leso/lia60
15 ddpf Control 1,82+1,16ns 242+057ns 190+0,39ns 0,88+0,03ns 1,18+043ns 1,10+0,08ns 1,80+0,33ns 1,33+0,15ns 2,99+0,40ns 3,44+0,52ns
Salvia 0,92+097ns 2,22+030ns 181+023ns 097+001ns 091+033ns 1,28+0,21ns 225+060ns 158+0,33ns 3,13+0,33ns 3,70+0,51ns
30 ddpf Control 0,94+029ns 256+0,15ns 2,10+x0,09a 092+0,06ns 089+0,06ns 1,10+0,04b 1,79+0,20ns 0,08+0,01ns 2,08+0,15ns 2,34+0,16ns
Salvia 1,43+044ns 2,07+0,16ns 169+0,08b 0,94+0,10ns 1,13+0,14ns 1,22+0,06a 1,98+0,17ns 149+0,08ns 249+0,15ns 2,84+0,19ns
60 ddpf Control 0,94+0,23ns 2,75+054ns 2,18+031ns 089+008ns 095+008ns 1,20+0,12ns 2,07+0,37ns 142+0,19ns 2,51+0,23ns 2,89 +0,30ns
Salvia 0,77+008ns 242+034ns 202+026ns 082+004ns 088+008ns 127+0,18ns 236+049ns 162+023ns 235+006ns 265+0,18ns

Nota. ns = no hay diferencia significativa (p<0,05).
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Tabla 7c

Diagndstico de las relaciones de intensidad IR en la cara abaxial.

Fecha Tratamiento  Izs00/l1460  T2917/l1460  Izga9/liaco  11733/lia60  Lie30/liaco  T1165/l1a60  T1032/T1a60  Tooo/l1460 I739/11 460 Loso/lha60
15 ddpf Control 3,79+0,44ns 160+053ns 1,13+0,39ns 086+000a 213+024ns 143+£0,01ns 248+0,16ns 184+0,07ns 411+£0,24ns 5,13%£0,32ns
Salvia 486+0,39ns 1,05+0,14ns 0,70+0,12ns 0,76+0,03b 256+0,15ns 1,32+0,06 ns 2,19+0,26ns 1,71+0,18ns 4,70+0,32ns 5,89+ 0,46 ns
30 ddpf Control 1,79+0,33b 2,15+0,10 a 1,78+0,12a 0,77+0,04ns 1,26+0,14b 1,05+0,05b 1,63+0,08b 0,08+0,01a 2,48+0,13b 290+0,16 b
Salvia 3,17+031a 136+0,13b 1,02+0,09b 0,85+0,02ns 193+0,10a 1,39+x0,04a 2,34+0,15a 0,07x001b 340+0,24a 4,22+0,37a
60 ddpf Control 325+0,22ns 162+0,14ns 1,18+0,12ns 0,85+0,08ns 198+0,11ns 1,43+x0,09ns 247x+0,16ns 191+0,15ns 3,60+0,20ns 4,45+0,24ns
Salvia 3,60+0,73ns 148+0,46ns 107+035ns 0,89+0,18ns 2,12+030ns 148+0,06ns 248+0,19ns 196+0,10ns 3,91+0,46ns 4,85%0,62ns
Nota. ns = no hay diferencia significativa (p<0,05).
Tabla 7d
Diagndstico de las relaciones de intensidad IR en la nervatura abaxial.
Fecha Tratamiento  Izs00/l1460  I2917/l1a60  Izga0/liaco  11733/l1a60  Lie30/liaco  T1165/laso  T1032/T1a60  Iooo/l1460 I739/11 460 Loso/la60
30 ddpf Control 2,33+0,35ns 1,37+0,30ns 1,07+0,17ns 090+0,16ns 161+0,19ns 133+£0,04ns 212+0,13ns 2,67+£045ns 3,15+057ns 3,77+1,11ns
Salvia 225+053ns 153+0,21ns 1,20+£0,12ns 092+0,11ns 156+0,21ns 135+0,07ns 2,11+026ns 261+049ns 3,08+060ns 4,33+0,19ns
60 ddpf Control 262+114ns 167+028ns 128+0,30ns 0866+005ns 1,74+048ns 130+£0,08ns 196+0,32ns 158+0,19ns 3,15+0,84ns 3,77+1,11ns
Salvia 348+020ns 134+0,15ns 101+011ns 0,79+0,13ns 2,10+008ns 142+0,13ns 237+£0,34ns 191+£0,19ns 3,61+0,12ns 4,33+£0,19ns

Nota. ns = no hay diferencia significativa (p<0,05).
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Se compard la cara abaxial y adaxial de las hojas de vides tratadas con salvia
(Figura 28). Durante las tres mediciones se mantuvo que la cara abaxial contiene
mayor cantidad de agua, compuestos aromaticos y ceras de plegamiento de
metileno. En cambio, la cara adaxial presenté mayor cantidad de ceras de
estiramiento de metileno.

La medicién realizada 15 ddpf presenta mayor contenido de ésteres de cera en
la cara adaxial (Figura 28a). Se observa que 30 ddpf hay mas ceras de estiramiento
de carboxilo, celulosa y almidén en la cara abaxial (Figura 28b). Las diferencias
recién mencionadas no se observan para 60 ddpf (Figura 28c).
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Figura 28. Comparaciéon de las relaciones de intensidad IR entre la cara adaxial y
abaxial de las hojas de vides tratadas con salvia. Medidas 15 ddpf (a), 30 ddpf (b) y
60 ddpf (c). ns = no hay diferencia significativa (p<0,05).

Parametros vegetativos

Contenido de clorofila
El analisis realizado presenté mayor contenido de clorofila en las hojas tratadas

con salvia. La diferencia fue de aproximadamente 2 puntos en el indice SPAD (Figura
29).
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Figura 29. Contenido de clorofila en las hojas. Diferencia significativa (p<0,05).
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Parametros productivos

Parametros generales

El andlisis realizado luego de la plena floracién, respecto al nimero de nudos,
brotes, inflorescencias y el indice de fertilidad promedio por planta, no mostro
diferencia entre los tratamientos (Figura 30).
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Figura 30. Parametros productivos generales de la vid. ns = no hay diferencia
significativa (p<0,05).

Crecimiento de la bayay el racimo
Los andlisis realizados 15 ddpf, 30 ddpf y 60 ddpf no presentaron diferencia
significativa entre los tratamientos. Especificamente, en el peso de racimo, peso total

de bayas por racimo, peso promedio individual de baya, ni en la cantidad de bayas
por racimo (Figura 31).

54



250

200

[y
L
=

Peso (g)

Peso del racimo Bayas por racimo

250
200
-y
< 150
=}
[
=
E 100
]
J
50
ns ns o ng ns ns
15 ddpf 30 ddpf 60ddpf 15 ddpf 30 ddpf B0ddpf
s COTTEIO] s S VR GO0 m— Salvia
Bayas totales Baya
1,2
1
0,8
&
o 0,6
0
o
0.4
0,2
ns ns 0 ns ns
15 ddpf 30 ddpf 60ddpf 15 ddpf 30 ddpf BOddpf

. COMEMO] e S Vi s OO e SV

Figura 31. Curva de crecimiento productiva. ns = no hay diferencia significativa (p<0,05).
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Incidencia y severidad de hongos patégenos

El analisis sobre hongos patégenos que dafian las vides no observé incidencia
de la sintomatologia de mildit ni oidio, pero si de pudricion gris. No hubo diferencia
significativa en la incidencia de pudricién gris en las bayas, ya que el control y la
salvia presentan 60% y 56% de incidencia respectivamente. Si hubo diferencia
significativa en la severidad de pudricion gris, donde la salvia es menor con 4%, en

cambio el control presentd 11% de severidad en las bayas (Figura 32).
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Figura 32. Incidencia y severidad de la sintomatologia de la pudricién gris en bayas
(p<0,05).
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Composicion floristica

El analisis de composicion floristica (Tabla 8) determind que en ambos
tratamientos se observa: avenilla (Avena fatua), correhuela (Convolvulus arvensis),
menta (Mentha spp.), chépica enana (Cynodon dactylon) y achicoria (Cichorium
intybus), la zona con salvias no present6 zanahoria silvestre (Daucus carota), pero si

potentilla (Potentilla recta) y siete venas (Plantago lanceolata).

Tabla 8
Clasificacion de malezas correspondientes a la vegetacion espontanea.

Avenilla (Avena fatua) Avenilla (Avena fatua)
Correhuela (Convolvulus arvensis) Correhuela (Convolvulus arvensis)
Menta (Mentha spp.) Menta (Mentha spp.)
Chépica enana (Cynodon dactylon) Chépica enana (Cynodon dactylon)
Achicoria (Cichorium intybus) Achicoria (Cichorium intybus)

Zanahoria silvestre (Daucus carota) -
- Potentilla (Potentilla recta)
- Siete venas (Plantago lanceolata)

Los porcentajes de cobertura de suelo para la sobrehilera corresponden a 85%
para el control y 60% para la salvia. En la entrehilera ambos tratamientos presentaron
90% de cobertura.

En la zona noroeste del predio, que corresponde al area cercana al rio, se
observa abundante cantidad de menta. Especificamente, se encuentra en una

parcela de salvia y dos de control.
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4. Discusion

Tricomas

El andlisis visual muestra que los tricomas de la cara abaxial son mas densos y
grandes en comparacién con la cara adaxial. Lo que influye en la composicion de las
ceras, como se observé en los resultados (Figura 28). Por ejemplo, la composicion
de las ceras de las caras abaxial y adaxial de las moreras (Morus spp.), son
diferentes. Las ceras de la cara adaxial presentan alta cantidad de alcoholes
primarios, y la cara abaxial de alquenos (Chattopadhyay, 2011).

No se observé presencia sintomatologica de mildia, ni diferencia en las
caracteristicas de los tricomas de la vid. Pero en morera (Morus spp.), se ha
analizado que la densidad y morfologia de los tricomas provoca mayor resistencia
frente al mildid, ya que actian como barrera fisica para hongos biotroficos
(Chattopadhyay, 2011). Pero otros estudios han concluido que para hongos como B.
cinerea, las hojas con tricomas son mas susceptibles a la infeccion que hojas glabras,
porque atrapan las esporas del hongo presentes en el aire (Lake and Wade, 2009).

Espectroscopia

El analisis de espectrocopia realizado 30 ddpf presenta mas diferencias entre los
grupos de intensidad IR, respecto a 15 ddpf y 60 ddpf (Tablas 7). Considerando que
el predio se ubica en el costado de una autopista. Se podria deber a que los VOCs
desaparecen mas rapidamente en ambientes contaminados, ya que reaccionan con
los radicales NOx, OH- y ozono (Brilli et al., 2019).

La muestra analizada 60 ddpf no presentd diferencias significativas, lo que se
podria deber al contenido de agua en las bayas, o a la llovizna presente en el
momento de la toma de muestras, que pudo dejar agua adherida a las bayas y hojas
luego del secado superficial. Ya que la humedad en la muestra provoca una fuerte
absorcion en la region infrarroja, ocultando posibles bandas en la zona en torno a
3500 y 1400 cm™?! (Serrano, 2009). Por lo que la medicién espectrofotrométrica es
imprecisa.

La fase de floracion de la salvia finalizé entre las mediciones de 15 ddpfy 30 ddpf
de la vid, que corresponde a mediados de junio. En esta época solamente se observé
una disminucioén en la cantidad de ésteres de cera en la cara abaxial del tratamiento
con salvia (Tabla 7c). Pero se esperaba un aumento en los compuestos aroméaticos,
ya que la floracion de la salvia es la época de mejor actividad antioxidante, con el

mayor contenido de fenoles y diterpenos fendlicos (Farhat et al., 2014). Por ejemplo,
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el 1,8-cineolo es mas abundante en mayo y junio, que en julio (hemisferio norte). De
hecho, la época con menor registro de aceites esenciales ocurre en el periodo
vegetativo de la salvia (Bhat et al., 2016).

El control biol6gico del tratamiento con salvia sobre B. cinerea (Figura 32) no se
reflejé en la medicidn espectrofotométrica de 60 ddpf, ya que no hubo diferencias
significativas en los compuestos aromaticos. Se esperaba lo contrario, ya que durante
julio se presenta una alta actividad antioxidante de las salvias debido a la presencia
de monoterpenos como a-tuyona, B-tuyona y alcanfor, que eliminan radicales (Bhat
et al., 2016).

Se observé una disminucion en los acidos presentes en las bayas para el
tratamiento con salvia en la medicion de 30 ddpf (Tabla 7a). Un resultado similar a lo
observado por Belal et al. (2017) en vid de mesa tratado con fenogreco (Trigonella
foenum-graecum L.) en intercropping.

En el presente estudio se observa que el contenido de ceras en la superficie foliar
varia segun el tipo de cera. Pero principalmente se encuentra una mayor cantidad de
ceras de estiramiento de metileno y ésteres de cera en la cara adaxial, respecto a la
cara abaxial del tratamiento con salvia (Figura 28). Resultados similares a los
obtenidos por Baker and Hunt (1981), quienes observaron gque son mas abundantes
las ceras epicuticulares y los ésteres de cera en la cara adaxial de las hojas. Ademas,
se debe considerar que las vides mantienen altas tasas de produccién de ceras en
las hojas durante su expansién. El tratamiento con salvia disminuyé la cantidad de
estos tipos de ceras. Pero no hubo sintomatologia de mildit, para poder relacionar
las ceras con el establecimiento de colonias del pseudohongo en la cara abaxial de
las hojas.

La cantidad de ésteres de cera en las bayas disminuyd en el tratamiento con
salvia, pero no hubo diferencia significativa para los otros grupos de ceras (Tabla 7a).
Se esperaba mayor cantidad de ceras en las bayas tratadas con salvia, ya que la vid
es menos susceptible a la pudriciéon gris cuando las bayas cuentan con las ceras
presentes (Marois et al.,, 1986; Sharma et al., 2018). Pero igualmente la salvia
provocé menor sintomatologia de pudricion gris en los racimos de vid (Figura 32).

Las vides presentan por lo menos 183 compuestos fendlicos, que se encuentran
principalmente en sus hojas y brotes, pero también en las raices, madera, sarmientos
y zarcillos (Goufo et al., 2020). Se observa que la salvia produjo un aumento en los
compuestos fendlicos de la cara abaxial para 30 ddpf. Los cultivos de cobertura
pueden aumentar los fenoles de la piel de las bayas (Xi et al., 2011). Pero en este

caso no hubo diferencia entre los tratamientos para las bayas, sino solo en las hojas.
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La salvia disminuyo la severidad de la sintomatologia de pudricién gris, por lo que
se esperaba un aumento de compuestos aromaticos en las bayas, ya que los
terpenos actlan en la interaccién planta-planta y planta-patégeno (Carlomagno et al.,
2012), y los compuestos fendlicos generan resistencia en algunos cultivares de vid
frente a hongos, debido principalmente a sus propiedades antioxidantes, por lo que
eliminan los radicales libres y mejoran la salud de los consumidores (Goufo et al.,
2020). Los polifenoles presentes en la planta, previamente a una infeccidn, son
compuestos preformados producidos por un mecanismo de resistencia pasiva (Goufo
et al., 2020). Goetz et al., (1999) sugieren que algunos compuestos fendlicos de la
uva inhiben la actividad enzimatica de la estilbeno oxidasa, producida por B. cinerea.
Ademas, los compuestos fendlicos ayudan a la proteccién frente a los rayos UV
(Sharma et al., 2018). Pero no se observé un aumento en los grupos de compuestos
aromaticos de las bayas debido al intercropping. Podria haber un efecto de los VOCs
producidos por la salvia sobre las esporas de B. cinerea, pero sin cambiar
directamente la composicion de las bayas de vid.

Contenido de clorofila

El tratamiento con salvia aumenta el indice SPAD de las vides. Resultados
similares a los obtenidos por Vafadar-Yengeje et al. (2019) y Xiong et al. (2013). Los
primeros observaron el aumento del indice SPAD en habas (Vicia faba L.), en algunas
combinaciones de intercropping con moldavica (Dracocephalum moldavica L.) que
también pertenece a la familia de las Lamiaceas y cuenta con actividad antioxidante
y antimicrobiana. Los segundos observaron el aumento del indice SPAD en mani
(Arachis hypogaea L.) en intercropping con maiz (Zea mays L.), ademas de una
mayor concentracion de Fe, por lo que sugieren un aumento en la eficiencia
fotosintética de las hojas de mani.

El aumento en el indice SPAD sugiere una mayor concentracion de clorofila foliar
en la vid. Como lo concluyeron Covarrubias y Rombola (2013) y Belal et al. (2017).
Los primeros realizaron un estudio de intercropping con festuca (Festuca rubra), que
produce una mayor concentracion de clorofila foliar en vid cv Cabernet Sauvignon.
Los segundos lo observaron en intercropping de vid de mesa con fenogreco
(Trigonella foenum-graecum L.).

Considerando la competencia hidrica que ejercen los cultivos en intercropping
(Mercenaro et al., 2014). La salvia pudo haber aumentado la concentracién de
clorofila foliar en las vides. Porque ciertas condiciones de déficit hidrico pueden

producir un aumento en el indice SPAD (Caser et al., 2012).
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Parametros productivos

El tratamiento con salvia no afecto6 el rendimiento de las vides. Especificamente,
no influy6 el peso de las bayas, racimos y nimero de racimos y brotes por vid.
Igualmente a lo observado por Mercenaro et al. (2014), quienes estudiaron el
intercropping de vid con pasto ovillo (Dactylis glomerata). Distinto a lo observado por
Belal et al. (2017), quienes observaron un aumento en el peso de racimo y bayas en
vifiedos plantados en intercropping con fenogreco (Trigonella foenum-graecum L.) y
anis (Pimpinella anisum). La causa puede ser que los residuos organicos de estas
plantas aumentan la actividad microbiana del suelo, como las enzimas
deshidrogenasas y fosfatasas, mejorando asi el crecimiento de las raices de la vid y

su estado nutricional.

Hongos patégenos

El tratamiento con salvia presentdé menor severidad en la sintomatologia de la
pudricion gris en los racimos de vid (Figura 32). Para lo cual, se debe considerar que
los terpenos timol, geraniol y eugenol, cuentan con accion fungicida, por lo cual se
utilizan exégenamente, por ejemplo, la suspension de capsulas 3Logy (Querzola et
al., 2016) y Araw (Ruiz Garcia et al., 2015). En este caso, los terpenos son efectivos
en el control de la pudricién gris de la vid (Botrytis cinerea), oidio de la vid (Erysiphe
necator) y mildid polvoriento de la vid (Plasmopara viticola) (Querzola et al., 2016).
Estos terpenos impiden la germinaciébn de esporas, penetracion de hifas y
crecimiento de micelios e hifas (Ruiz Garcia et al.,, 2015). Con respecto a los
resultados obtenidos, la produccion de eugenol de la salvia pudo inhibir la
germinacion de esporas de B. cinerea.

El romero (Rosmarinus officinalis) y timo (Thymus vulgaris) presentan actividad
antifingica contra Botrytis cinerea. La salvia también podria presentarla, ya que es
una fuente de aceites esenciales con propiedades antifingicas. Particularmente, se
ha observado que contiene carvacrol, eugenol, 1,8-cineol, y-terpineno y p-cimeno,
gue son monoterpenos con potencial antifingico contra Botrytis cinerea (Santra and
Banerjee, 2020). Lo que podria explicar la menor severidad de pudricion gris en el
tratamiento con salvia. De hecho, se ha observado que la salvia disminuye el
crecimiento miceliar de otros hongos patégenos como Alternaria solani (Yanar et al.,
2011).

No se observé sintomatologia de mildiu ni oidio, lo que se puede deber a que el
portainjerto Kober 5BB presenta resistencia al mildiu (Lazazzara et al., 2018), y a las

aplicaciones realizadas en el vifiedo.
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Composicion floristica

Las malezas presentes que tienen mayor impacto potencial en los vifiedos son:
avenilla, correhuela y chépica enana (Kramm, 2017). Las tres malezas se encuentran
en ambos tratamientos, por lo que la salvia no las controla.

Los tratamientos con salvia no presentaron zanahoria silvestre (Daucus carota),
lo que pudo ser provocado directamente por la salvia. No se encuentra bibliografia al
respecto, pero la salvia compite con las malezas por espacio y luz (Karl et al., 2016),
y también presenta efecto alelopético (Javaid and Shoaib, 2013). Por ejemplo,
Nishida et al., 2005, han observado que la Salvia leucophylla produce compuestos
inhibidores de la germinacion de Brassica campestris. Dichos compuestos
corresponden a alcanfor, 1,8-cineol, B-pineno, que también estan presentes en S.
officinalis (Veli¢kovi¢ et al., 2003).

Se observé que la mitad del predio presenta menta (Mentha spp.) como parte de
la vegetacion espontanea; especificamente se encuentra presente en dos parcelas
de control y una de salvia. Aunque la menta pertenece a la familia Lamiaceae como
la salvia, probablemente no afectaria en el control de la pudricién gris en las vides,
ya que se ha estudiado que los aceites escenciales de Mentha piperita no tienen

efecto contra la B. cinerea (Raveau et al., 2020).
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5. Conclusiones

Los resultados sugieren que el manejo de intercropping entre vid y MAPs puede
ser prometedor para el desarrollo de agroecosistemas. Ya que su uso de suelo y
emision de VOCs pueden aumentar la sostenibilidad del vifiedo.

Se observa que la salvia disminuye la susceptibilidad de la vid a la pudricion gris
causada por B. cinerea, por lo que este manejo permitiria disminuir el uso de
plaguicidas. La salvia produce terpenos que pueden inhibir la germinacién de esporas
de B. cinerea. También afecta la composicion de la uva en ciertas condiciones.
Especificamente, se observa que puede disminuir los acidos de la baya y aumentar
los compuestos arométicos en la cara abaxial de las hojas, lo que podria mitigar el
ataque de hongos patégenos.

La salvia afecta la vegetacion espontanea, pudiendo ayudar en el control de
ciertas malezas. Ademas, no se observé un efecto en los parametros de rendimiento,
por lo que la competencia no seria primordial. Pero se debe analizar constantemente,
ya que hubo un aumento en el indice SPAD del tratamiento con salvia, lo que podria
deberse a un déficit hidrico de las vides.

Es importante seguir estudiando los beneficios que ofrecen las MAPS,
especialmente la salvia, para aprovechar las defensas naturales de las plantas.
Conocer las interacciones planta-planta puede potenciar la respuesta de los cultivos
frente a estrés bibtico y abidtico, tal como los cultivos silvestres prosperan en
condiciones no agricolas. También conocer sus propiedades aleloguimicas y

micotéxicas para estimular el control natural de plagas.
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Resumen

Chiara Barchiesi. Efecto de los compuestos orgénicos voléatiles (VOCs),
producidos por salvia (Salvia officinalis L.), en vid (Vitis vinifera) cv Trebbiano
Romagnolo. Tesis, Magister en Fisiologia y Produccion Vegetal, Facultad de
Agronomia e Ingenieria Forestal, Pontificia Universidad Catdlica de Chile. Santiago,
Chile. 77 pp.

La investigacion se enmarca en la Agroecologia, por lo que se busca potenciar el
vifiedo como un agroecosistema sostenible. El manejo utilizado es el intercropping,
por lo que se plantaron salvias (Salvia officinalis) intercaladas con vides (Vitis
vinifera). La salvia, al ser una planta medicinal y aromatica (MAPs), emite VOCs que
interaccionan con las vides, pudiendo disminuir la susceptibilidad a hongos
patdégenos y mejorar la composicion del fruto. Se midieron parametros productivos,
contenido de clorofila mediante el indice SPAD, analisis foliar con microscopio 6ptico
para observar tricomas y la distribucion de la clorofila, espectroscopia IR en la
superficie de las bayas y hojas, dafio por hongos patégenos y composicion floristica
del suelo. Se observé que el tratamiento con salvia aumenta el indice SPAD en las
hojas de vid, por lo que aumenta su contenido de clorofila. También puede modificar
la composicion de las bayas y hojas, y disminuye la severidad de la pudricién gris en
las bayas, lo que se debe probablemente a la emisién de VOCs. Ademas, puede
afectar la vegetacion espontanea del suelo. Se concluye que la salvia puede ser
beneficiosa en el vifiedo, por lo que se debe seguir estudiando las relaciones planta-
planta para aprovechar sus defensas naturales que permiten hacer frente al dafio
que causan los hongos patégenos, para disminuir el uso de plaguicidas en los predios

agricolas.
Palabras clave: Agroecologia, intercropping, vid (Vitis vinifera), salvia (Salvia

officinalis), plantas medicinales y aromaticas (MAPS), compuestos organicos volatiles

(VOCs) y Botrytis cinerea.
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