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ENTREGABLE E.3.4 Mapa de la incidencia de Botrytis cinerea en cultivos
de vid de la Comunidad Valenciana.

1. Introduccién.

Durante la campafia de cultivo de vid 2023-2024 se realizd un seguimiento de parcelas de vid en
diferentes zonas productoras de la Comunidad Valenciana y diferentes estados de desarrollo para
la toma de muestras de hojas y racimos con o sin sintomas de B. cinerea. Los objetivos principales
eran:

-Obtener aislados de B. cinerea y otras posibles especies de Botrytis que puedan estar
presentes en vifiedos de la Comunidad Valenciana.

-Determinar la posible distribucion de B. cinerea y otras posibles especies de Botrytis en
la Comunidad Valenciana

-Verificar las metodologias de deteccion por qPCR de B. cinerea en muestras vegetales.
-Localizar y/o disponer de plantas y vifiedos afectados que puedan servir para los
estudios de validacién del sensor de B. cinerea que se esta desarrollando en el marco del
Proyecto (PT4).

2. Establecimiento de un protocolo para el seguimiento y determinacion de la
presencia de B. cinerea

2.1. Toma de muestras y envio al laboratorio

Se recogeran muestras de vid en vifledos de diferentes localizaciones de la Comunidad
Valenciana desde el momento de la brotacién.

En cada vifledo las muestras consistiran en seleccionar 5 plantas al azar, y en cada una de ellas
tomar 5 hojas y 2 racimos con sintomas de Botrytis o no, que se juntardn en una bolsa y
constituirdn una Unica muestra. No importa el estado fenoldgico ni el tamafio de los racimos ni
de las hojas.

De cada muestra se anotaran los siguientes datos:
-Localidad

-Geolocalizacidn (si es posible)

-Variedad de vid

-Edad del vifiedo

-Fecha de la toma de la muestra

Las bolsas con muestras se guardaran en nevera hasta que se puedan llevar al Laboratorio de
Patologia Vegetal de la UPV en mano o por mensajeria.

Josep Armengol /Patologia Vegetal
Edificio 3K, segunda planta, ETSIAMN
Universitat Politecnica de Valéncia

Camino de Vera S/N, 46022-Valencia



2.2. Aislamiento de B. cinerea en hojas y racimos (UPV)

En el laboratorio de Patologia Vegetal de la UPV la muestra se dividird en 2 partes, una para el
aislamiento de Botrytis en la UPV y la otra para VALGENETICS, que se guardara en nevera hasta
el momento del envio a VALGENETICS.

Para el aislamiento de Botrytis de las muestras recibidas, en el caso de que éstas sean
sintomaticas se procedera directamente con un protocolo de aislamiento de hongos en medio
cultivo PDAS con transferencia posterior de las colonias obtenidas a medio de cultivo PDA.

Sin embargo, lo mas frecuente sera recibir muestras asintomaticas en las que pueda haber
infecciones latentes de Botrytis, que es una situacion bastante frecuente en el vifiedo hasta las
fases mas avanzadas del cultivo, cercanas a la recoleccion.

En este caso, submuestras tomadas de hojas y racimos se enjuagaran con agua del grifo durante
3 minutos, se desinfectaran con tres cuartos agua destilada y un cuarto de lejia durante 1,5
minutos para eliminar la microflora epifita y, finalmente, se enjuagaran nuevamente con agua
esterilizada. Las hojas y granos de los racimos se colocaran sobre una red metdlica montada en
una caja de plastico con papel de filtro humedo colocado en el fondo, de modo que no se toquen
entre si ni con el papel de filtro. Las cajas se cerraran con tapa o film plastico para mantener una
atmoésfera saturada y se incubaran a 25 °C con un fotoperiodo de 12 h durante 10 dias. Si se
observa el crecimiento de colonias flngicas, éstas se transferirdan a medio de cultivo PDA para
su crecimiento y observacion.

Todas las colonias obtenidas cuyo aspecto encaje con Botrytis spp. seguirdn un proceso de
obtencién de cultivos monospdricos e identificacion morfoldgica y molecular para determinar la
especie de Botrytis.

2.3. Deteccidon molecular de B. cinerea en hojas y racimos (VALGENETICS)

Dado que se trata de una prospeccidn con un alto volumen de material vegetal a muestrear,
mayormente constituido por muestras asintomaticas con baja concentracion de B. cinerea, se
sugiere la aplicacion de la BIO-PCR como metodologia para la deteccion del hongo.

Esta técnica implica la seleccion representativa de material vegetal de la muestra, seguida de
una breve incubacién en un medio de cultivo liquido propicio para el crecimiento fungico.
Posteriormente, se realiza la extraccion de ADN de una alicuota del medio de cultivo, donde se
presume que estara presente el micelio del hongo objetivo en caso de estar presente. El ADN
extraido se utilizard en una PCR a tiempo real. Este enfoque presenta varias ventajas en
comparacion con la extraccion directa de ADN del material vegetal: permite incluir una mayor
cantidad de material vegetal en el andlisis, lo que aumenta la probabilidad de deteccién del
hongo; proporciona un enriquecimiento fungico que también incrementa la probabilidad de
deteccion del hongo; y permite obtener una extraccion de ADN de mayor calidad, ya que las
extracciones directas de ADN a partir de ciertas matrices vegetales como los racimos (que tienen
un alto contenido en azucares, fenoles, etc.), pueden arrastrar una gran cantidad de inhibidores
de PCR que podrian interferir en el diagndstico.

o Seleccién de muestras vegetales asintomaticas de la vifia:

Se seleccionardn 5 plantas de cada vifiedo para el estudio. De cada planta, se tomaran 5 hojas y
2 racimos para el analisis de la presencia de B. cinerea.

o Preparacion de muestras de hojas y racimos:

Para el andlisis de las hojas, se seleccionara un fragmento de aproximadamente 1 cm”2 de cada



una de las 25 hojas. Cada fragmento se colocard en una bolsa de stomacher conteniendo 50-100
ml de medio de cultivo Potato Dextrose Broth (PDB).

En el caso de los racimos, se seleccionaran 5 granos de uva (con raquis) de cada racimo, lo que
totaliza 50 granos de uva por vifiedo. Estos granos se colocardn en una bolsa de stomacher con
50-100 ml de medio de cultivo PDB.

. Incubacién de las muestras:

Las bolsas de stomacher que contienen las muestras se colocaran en una gradilla y se
mantendran en agitacion durante 72 horas.

. Recogida de alicuotas y centrifugacion:

Pasado el periodo de incubacion, se recogera en un tubo eppendorf una alicuota de 1 ml de
medio de cultivo de cada bolsa. Estos tubos se centrifugaran a 6000 rpm durante 5 minutos.

o Extraccion de ADN:

Se eliminara el sobrenadante de los tubos eppendorf, quedando Unicamente el pellet. A partir
de este pellet se realizard una extraccién de ADN.

o Analisis mediante PCR a tiempo real:

El ADN extraido se analizara mediante PCR a tiempo real utilizando una sonda Tagman especifica
para B. cinerea.

3. Prospecciones realizadas y resultados.

Se tomaron muestras en un total de 35 parcelas de cultivo de vid en la Comunidad Valenciana.
En el Anexo se muestran las caracteristicas y localizacién de los vifiedos.

Los resultados en cuando a la deteccidn positiva o negativa de B. cinerea en las muestras
mediante las técnicas cldsicas de aislamiento fungico (UPV) o moleculares (Valegenetics). Se
indican en la Tabla 1.



Deteccidon de Botrytis Deteccion de Botrytis

Muestra N2 UPV Valgenetics Muestra N2 UPV Valgenetics

1 - - 21 + -

2 - - 22 + -

3 - - 23 + -

4 - - 24 - -

5 - - 25 - +(Cq=34.01)

6 - - 26 - +(Cg=29.1)

7 - - 27 - -

8 - - 28 - + (Cq=34.75)

9 + - 29 - -

10 - - 30 - -

11 - - 31 - -

12 - - 32 - +(Cq=22.23)

13 - - 33 - -

14 - - 34 - -

15 + +(Cq=23.09) 35 - -

16 - -

17 - +(Cq=30.79)

18 - +(Cq=32.89)

19 - -

20 + -

+ = Muestra positiva / - = Muestra negativa

Los resultados obtenidos muestran que la deteccidon de B. cinerea variaba seglin el método
utilizado. La deteccién por la metodologia cldsica de aislamiento (UPV) permitié detectar seis
muestras positivas, mientras que la deteccion molecular (Valgenetics) permitié la deteccién de
B. cinerea en siete de las muestras estudiadas. La Muestra 15 fue la Gnica muestra en la que se
obtuvo una coincidencia entre los dos métodos de muestreo.). Todas las colonias flngicas
obtenidas por la metodlogia de aislamiento de la UPV se identificaron como pertenecientes a la
especie B. cinerea, no detectandose otras especies de Botrytis.

El vinedo de la muestra 15 se selecciond para la tarea de “Determinacion de tejidos y periodo
de muestreo optimo de material vegetal en campo” (PT4.1). en ella se realizd6 un muestreo



adicional en el mes de julio de 2024 en el que se seleccionaron hojas y racimos de 10 plantas
escogidas al azar. Estas muestras se analizaron nuevamente en la UPV y en Valgenetics con las
metodologias mencionadas anteriormente. Pero, en este muestreo no se consiguid detectar B.
cinerea en ninguna de las muestras analizadas y con ninguna de las dos metodologias utilizadas.

La deteccidon de B. cinerea en las muestras estudiadas ha sido muy escasa, en correspondencia
con las desfavorables condiciones climaticas para la enfermedad de la campanfa de cultivo 2023-
24, en la que las condiciones de sequia prolongada por falta de lluvias determinaron que todas
las muestras analizadas fueran asintomdticas. Esto ha hecho que sea muy dificil encontrar
vifiedos en los que sea posible detectar el hongo dificultando muchas de las tareas previstas en
el Proyecto. Igualmente, los bajos niveles de infeccién observados han contribuido a que los
resultados obtenidos con las dos metodologias no siempre coincidan. Por un lado, un nivel bajo
de infeccion implica una distribucidn irregular del hongo en el material vegetal que comprende
la muestra, por lo que podria ser que al subdividirse la muestra para analizarla por las dos
metodologias no fueran las dos partes iguales en cuanto a carga fungica. Por otra parte, cinco
de las siete muestras positivas detectadas por técnicas moleculares han presentado niveles de
infeccion muy bajos (Cq cercanos a 30 a superiores). Teniendo en cuenta que las técnicas de
biologia molecular suelen tener una sensibilidad muy alta, podria ser que en esas muestras la
carga fungica de B. cinerea fuera tan baja que no se haya podido aislar por la metodologia clasica.



RECOGIDA DE
MUESTRAS

MUESTREO DE VID
Clasificaciony localizacion de las 35
muestras de vid recogidas durante los
muestreos de mayo y junio para el
proyecto BotVid

Fechas de muestreo: Mayo - Junio
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BOTVID-SENSOR LaUNIO

STOPBOTRYTIS
— Uouradoro i Ramadera

Recogida de muestras Valencia (13/05/2024)

Muestra 1
Provincia Municipio Poligono Parcela Tipo de uva
46 - Valencia 138 - Godelleta. Pantano seco Moscatel

Referencia Catastral 46138A006001700000AY

Coordenadas

Muestra 2

Provincia Municipio Poligono  Parcela Tipo de uva

46 - Valencia 113 - Chiva. Miralcampo Macabeo

Referencia Catastral 46113A026002860000RG

Coordenadas 39°27'41.8"N 0°36'01.9"W



https://maps.app.goo.gl/qLD9PWd2PuGxtzg49
https://maps.app.goo.gl/jZCVgQA5oUfEHYmA6
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BOTYID-SENSOR LaUNIO

Uouradoro i Ramadera

Muestra 3

Provincia Municipio Poligono Parcela Tipo de uva

46 - Valencia 111 - Cheste. Torreta Monastrell

Referencia Catastral 46111A031015020000LT

Coordenadas 39°29'09.3"N 0°40'07.1"W

Muestra 4

Provincia Municipio Poligono Parcela Tipo de uva

46 - Valencia 111 -Cheste. Garrama

Referencia Catastral 46111A031011680000LU

Coordenadas 39°29'09.5"N 0°39'45.5"W



https://maps.app.goo.gl/A6VjmFW6R8tBNhmF9
https://maps.app.goo.gl/XB81xo1iQzmXhXQP8
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BOTYID-SENSOR LaUNIO

Uouradora i Remadera

Muestra 5

Provincia Municipio Poligono | Parcela Tipo de uva

46 - Valencia 113 - Chiva. Cafiada Vergara Moscatel

Referencia Catastral 46113A013006680000RE
Coordenadas 39°28'40.2"N 0°41'27.7"W

Muestra 6

Provincia Municipio Poligono | Parcela Tipo de uva

46 - Valencia 113 - Chiva. Alto Mancero Macabeo

Referencia Catastral 46113A015000690000RK
Coordenadas 39°27'41.4"N 0°41'38.5"W



https://maps.app.goo.gl/WYnnXK5dwzM19Con6
https://maps.app.goo.gl/BYo4NR1jrYKekJYA9
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BOTYID-SENSOR

STOPBOTRYTIS

Muestra 7

Provincia Municipio Poligono Parcela

46 - Valencia 113 - Chiva. Pellicera 405

LaUNIO

Uouradoro i Ramadera

Tipo de uva

Moscatel

Referencia Catastral 46113A036004050000RY

Coordenadas 39°25'44.9"N 0°43'53.9"W

Muestra 8

Provincia Municipio Poligono Parcela

46 - Valencia 250 - Turis. Vinamalata

Tipo de uva
Merseguera

Referencia Catastral 46250A002002270000QB

Coordenadas 39°24'06.2"N Q°43‘11.0"W



https://maps.app.goo.gl/exmhyP6YPuDKvGKR9
https://maps.app.goo.gl/7hh1MRzLK9kcFG6c7
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BOTYID-SENSOR LaUNIO

Uouradoro i Ramadera

Muestra 9

Provincia Municipio Poligono Parcela Tipo de uva

46 - Valencia 250 - Turis. Vinamalata Merseguera

Referencia Catastral 46250A004001640000QK

Coordenadas 39°24'10.5"N 0°43'10.2"W

Muestra 10

Provincia Municipio Poligono Parcela Tipo de uva

46 - Valencia 215-Requena. Gavilanes Tempranillo

Referencia Catastral 46215A033000990000QL

Coordenadas 39°28'48.6"N 1°00'54.8"W



https://maps.app.goo.gl/qQyUaCweRodJU5fZA
https://maps.app.goo.gl/77jGUzbcy1yRrSK57
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BOTYID-SENSOR LaUNIO

Uouradora i Ramadera

Muestra 11

Provincia Municipio Poligono Parcela Tipo de uva

46 - Valencia 215-Requena. Estacién Tempranillo

Referencia Catastral 46215A033001090000Q!

Coordenadas 39°28'32.6"N 1°00'43.5"W

Muestra 12

Provincia Municipio Poligono Parcela \ Tipo de uva

46 - Valencia 215-Requena. Quebradas

Referencia Catastral 46215A049000290000QE

Coordenadas 39°28'562.8"N 1°08'56.6"W



https://maps.app.goo.gl/JJdEAWoqw6tt8FUH8
https://maps.app.goo.gl/AnGwj6nz9aFAZtfB8
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BOTYID-SENSOR LaUNIO

Uouradora i Ramadera

Muestra 13

Provincia Municipio Poligono Parcela Tipo de uva

256 - Venta del moro.
46 - Valencia Carrascalejo Garnacha

Referencia Catastral 46256A023000960000WW

Coordenadas 39°28'58.4"N 1°17'59.0"W



https://maps.app.goo.gl/bm4QougwqWoi18959
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BOTYID-SENSOR LaUNIO

Uouradora i Ramadera

Recogida de muestras Valencia (14/05/2024)

Muestra 14
Provincia Municipio Poligono Parcela Tipo de uva
46 - Valencia 256 - Venta del moro. El Olivar Garnacha
Referencia Catastral 46256A023000020000WB

Coordenadas 39°29'15.3"N 1°19'20.0"W

Muestra 15

Provincia Municipio Poligono Parcela | Superficie (ha) ‘

46 - Valencia 256 - Venta del moro. Sevilluela Tempranillo

Referencia Catastral 46256A015000870000WA
Coordenadas 39°30'01.3"N 1°23'58.7"W



https://maps.app.goo.gl/u8fjFkw6nH4KC8ag7
https://maps.app.goo.gl/MKB1RF5Ki244mmyt7
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BOTVID-SENSOR

Muestra 16

Provincia Municipio Poligono Parcela

261 - Villargordo del Cabriel.
46 - Valencia Camino laVenta

LaUNIO

Uouradora i Ramadera

Tipo de uva

Referencia Catastral 46261A009000110000PM

Coordenadas 7 39°32'00.6"N 1°25'59.2"W

Muestra 17

Provincia Municipio Poligono Parcela

46 - Valencia 131 - Fuenterrobles. La Pedriza

Tipo de uva
Tempranillo

Referencia Catastral 46131A009002080000YI

Coordenadas 39°34'55.9"N 1°22'16.0"W



https://maps.app.goo.gl/aFFXgsTJuXVEU7h8A
https://maps.app.goo.gl/2ymoyhve2n1DQrkb8
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BOTYID-SENSOR LaUNIO

Uouradora i Ramadera

Muestra 18

Provincia Municipio Poligono Parcela Tipo de uva

46 - Valencia 251 - Utiel. ELl Ardal

Referencia Catastral 46251A020006960000TR

Coordenadas 39°33'58.3"N 1°16'38.3"W

Muestra 19

Provincia Municipio Poligono Parcela Tipo de uva

46 - Valencia 251 - Utiel. Carasoles

Referencia Catastral 46251A022003300000TR

Coordenadas 39°35'27.8"N 1°16'26.2"W

\"



https://maps.app.goo.gl/VWGjGtfUbB7AkRfd7
https://maps.app.goo.gl/v2Lg1CtBgFeaRDrU6
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BOTYID-SENSOR LaUNIO

Uouradora i Ramadera

Muestra 20

Provincia Municipio Poligono Parcela Tipo de uva

215-Requena. Corral de
46 - Valencia Navarro

Referencia Catastral 46215A142001640000P)

Coordenadas 39°31'55.9"N 1°13'18.3"W



https://maps.app.goo.gl/8JcpttrCMCrBCMKv7
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BOTVID-SENSOR

Recogida de muestras Valencia (14/06/2024)

LaUNIO

Uouradora i Ramadera

Muestra 21
Provincia Municipio Poligono Parcela Tipo de uva
46 - Valencia 256 -Venta del Moro Garnacha

Referencia Catastral 46256A004003040000WH

Coordenadas 39°31'36.1"N 1°21'55.1"W

Muestra 22

Provincia Municipio Poligono Parcela

46 - Valencia 256 - Venta del Moro

Tipo de uva

Referencia Catastral 46256A016002050000WK

Coordenadas



https://www.google.com/maps/place/39%C2%B031'36.1%22N+1%C2%B021'55.1%22W/@39.5266857,-1.3678683,17z/data=!3m1!4b1!4m4!3m3!8m2!3d39.5266857!4d-1.3652934?hl=es&entry=ttu
https://maps.app.goo.gl/Hrrh9Swj28c8bL2S6

5

BOTYID-SENSOR LaUNIO

Uouradora i Ramadera

Muestra 23

Provincia Municipio Poligono Parcela Tipo de uva

46 - Valencia 256 - Venta del Moro Tempranillo

Referencia Catastral 46256A016001070000W0O

Coordenadas 39°29'21.2"N 1°22'31.4"W



https://maps.app.goo.gl/Hnkmsa5Y7ppVymAE6

A
Nl ”
BOTVID-SENSOR LaUNIO

STOPBOTRYTIS
Uauradora i Ramadera

Recogida de muestras Alicante (13/06/2024)

Muestra 24

Provincia Municipio Poligono Parcela Tipo de uva

Moscatel
3 - Alicante 89 - Monovar/Monover Alejandria

Referencia Catastral 03089A035000990000ME

Coordenadas

Muestra 25

Tipo de uva
Carifera

Parcela

Provincia Municipio Poligono

3 - Alicante 89 - Monovar/Monover

Referencia Catastral 03089A035000850000ML

FL f

Coordenadas 38°23'46.4"N 0°54'44.8"W



https://maps.app.goo.gl/E8XdTCmtzaQg7YNX7
https://maps.app.goo.gl/56QGMbTe9Y4bY4FJ7
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BOTVID-SENSOR LaUNIO
Muestra 26

Provincia Municipio Poligono Parcela Tipo de uva
3 - Alicante 89 - Monovar/Monover 35 101 Garnacha

Referencia Catastral 03089A035001010000MS
Coordenadas 38°23'46.2"N 0°54'48.7"W

Muestra 27

Provincia Municipio Poligono Parcela Tipo de uva

3 -Alicante 89 - Monovar/Monover Monastrell

Referencia Catastral 03089A035000430000MW

Coordenadas 38°24'02.9"N 0°54'52.4"W
BT R\ - - o o



https://maps.app.goo.gl/y5nNhY3DUeFDa2y19
https://maps.app.goo.gl/o87k8Kfzew8nq23C6
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BOTYID-SENSOR LaUNIO

Uouradoro i Ramadera

Muestra 28

Provincia Municipio Poligono Parcela ‘ Tipo de uva
3 - Alicante 89 - Monovar/Monover Cabernet

Referencia Catastral 03089A037001510000MS
38°24'56.8"N 0°55'50.4"W

Muestra 29

Provincia Municipio Poligono Parcela Tipo de uva

93- Novelda Monastrell

Referencia Catastral 03093A029000890000RP
Coordenadas

Q



https://maps.app.goo.gl/6uwXAP4VdFvfQ45QA
https://maps.app.goo.gl/RpkJu77cVqW35B9c8
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BOTYID-SENSOR LaUNIO

Uouradoro i Ramadera

Muestra 30

Provincia Municipio Poligono Parcela ‘ Tipo de uva
93 -Novelda Tempranillo

Referencia Catastral 03093A038000290000RZ

Coordenadas

Muestra 31

Provincia Municipio Poligono Parcela Tipo de uva

Moscatel
3-Alicante 88 — Monforte del Cid Alejandria

Referencia Catastral 03088A006001930000LZ

Coordenadas 38°23'51.2"N 0°44'03.2"W
( £ P - 7 s } 4'}



https://maps.app.goo.gl/Ckqbf3f5xVL4GBy5A
https://maps.app.goo.gl/rrtGGHU1HHvS5yNUA

5

BOTYID-SENSOR LaUNIO
Muestra 32

Provincia Municipio Poligono Parcela Tipo de uva
34 26 Garnacha

Referencia Catastral 03019A034000260000AE
Coordenadas 38°20'36.0"N 0°50'07.7"W

Muestra 33

Tipo de uva
Bobal

Parcela

Provincia Municipio Poligono

19~ Fondo de les Neus

Referencia Catastral 03077A004000580000PP

Coordenadas 3



https://maps.app.goo.gl/wyAeQ1PpZ5TCPiwM7
https://maps.app.goo.gl/QpPcor63pr7AFt1B8
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BOTVID-SENSOR LaUNIO

Recogida de muestras Valencia (02/07/2024)

Muestra 34

Municipio Poligono Parcela Tipo de uva
Bobal

Provincia

46 - Valencia

Referencia Catastral
Coordenadas

251 - Utiel. Loma Alta
46251A001004220000TF

39°40'45.1"N 1°15'17.5"W

Muestra 35

Provincia Municipio Poligono Parcela Tipo de uva

46 - Valencia 251 - Utiel. Cafa Latorre Tempranillo

Referencia Catastral 46251A007002030000TW
Coordenadas 39°38'19.4"N 1°16'14.7"W



https://maps.app.goo.gl/3ZkvXjpQ1HHWHQPQ6
https://maps.app.goo.gl/PWGG4ZpZnA49R74h9
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