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ABREVIATURAS

ABA: Acido abscisico

ANOVA: Andlisis de la varianza

CH: Contenido hidrico

CHR: Contenido hidrico relativo

DAA: dias después de la antesis (days after anthesis)

DEEMM: Dietil etoximetilén malonato

DI: Riego deficitario (deficit irrigation)

ED: Riego deficitario pre-envero (early deficit)

E-L: Escala de estados fenoldgicos en vid de Eichhorn y Lorenz

GPC: Cromatografia de permeacion en gel (Gel Permeation Chromatography)
HPLC: Cromatografia liquida de alta eficacia (High-Performance Liquid Chromatography)
HPLC-DAD: Cromatografia liquida de alta eficacia con detector de arreglo de diodos (HPLC-
Diode-Array Detection)

HPLC-MS: Cromatografia liquida de alta eficacia acoplada con espectrometria de masas (HPLC-
Mass Spectrometry)

IAA: Acido indol-3-acético

JA: Acido jasménico

LD: Riego deficitario post-envero (/ate deficit)

MelA: Acido metil jasménico

MF: Materia fresca

MS: Materia seca

MT: Materia turgente

OPA: o-ftaldialdehido

¥': Potencial hidrico

W,q: Potencial hidrico al amanecer

PAL: Fenilalanina amonio liasa

PC: Capacidad de la maceta (pot capacity)

PPFD: Radiacién fotosintéticamente activa (photosynthetic photon flux density)
PRD: Desecamiento parcial de las raices (partial root-zone drying)

RDI: Riego deficitario regulado (regulated deficit irrigation)

SA: Acido salicilico

SDI: Déficit hidrico sostenido (sustained deficit irrigation)

SE: Error estandar



STS: Estilbeno sintasa
UV-Vis: Ultravioleta- visible

WUE: Eficiencia en el uso del agua (water use efficiency)
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1. INTRODUCCION GENERAL







Introduccion general

1.1. ELCICLODELAVID

1.1.1. Fenologia

Baggiolini (1952) dividid el ciclo anual de la vid en diez estadios de referencia y Baillod y
Baggiolini lo completaron en 1993 hasta dieciséis fases, desde la yema de invierno hasta la

caida de las hojas (Figura 1.).

- A. Yema de invierno: yema del afio precedente, casi recubierta por las escamas
protectoras.

- B. Yema de algoddn: se separan las escamas de la yema que comienza a hincharse. La
borra queda muy visible.

- C. Punta verde: la yema continda hinchandose y alargdndose, presenta una punta
verde constituida por la extremidad del joven brote.

- D. Salida de hojas: apariciéon de hojas rudimentarias en roseta. Su base esta todavia
protegida por la borra, progresivamente desplazada fuera de las escamas.

- E. Hojas extendidas: primeras hojas totalmente abiertas, presentan los caracteres
varietales. Pequefio pAmpano netamente visible.

- F. Racimos visibles: aparecen inflorescencias rudimentarias en la extremidad del brote,
seguidas de cuatro a seis pequefias hojas.

- G. Racimos separados: los racimos se espacian a lo largo del brote, pero sus drganos
florales continlan aglomerados.

- H. Botones florales separados: los botones florales se presentan netamente aislados.
Es la aparicién de la forma tipica de la inflorescencia.

- L. Plena floracidon: los capuchones de las flores se desprenden por la base y caen,

dejando visibles los estambres y el pistilo.
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Yema de invierno Yema de algodon Punta verde Salida de hojas
o 03 05 06

E F G H
Hojas extendidas Racimos visibles Racimos separados Botones florales
09 12 15 separados
17

I J K L
Plena floracion Cuajado Tamana guisante Racimo cerrado
23 27 31 33

Envero Madurez Agostamiento Calda de hojas
36 38 41 43-47

Figura 1. Estadios fenoldgicos de la vid (Baillod y Baggiolini 1993) (adaptado de Keller 2010).

J. Cuajado: después de la fecundacién el ovario comienza a engrosar. Los estambres

marchitos pueden, a menudo, permanecer durante un cierto tiempo.
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- K. Tamafio guisante: las bayas alcanzan la talla de un guisante. El raquis queda visible.
El racimo coge la forma tipica del cultivar.

- L. Racimo cerrado: las bayas empiezan a tocarse y el racimo tiende a cerrarse
progresivamente. Cierre lento o mas rapido o incluso incompleto para algunos
cultivares.

- M. Envero: las bayas empiezan a cambiar de color segun el cultivar. Primera fase de
maduraciéon. En variedades coloreadas, el final del envero se alcanza cuando todas
las bayas estdn rojizas.

- N. Madurez: las bayas alcanzan su maximo desarrollo. El aumento de los azucares y la
disminucién de la acidez se estabilizan.

- 0. Agostamiento: los sarmientos principales cogen un aspecto lefioso y parduzco (este

fendmeno se inicia en la floracion y se completa después de la cosecha).

P. Caida de hojas: las hojas amarillean, oscurecen y caen progresivamente.

1.1.2. Ciclo vegetativo

En la vid existen cambios morfolégicos que ocurren anualmente en un orden cronolégico
y que permiten dividir el ciclo anual en diferentes fases (Figura 2). Tras el reposo invernal
aparece una exudacion a nivel de las heridas de poda denominada “lloro” que representa el
inicio de la actividad radicular asi como la movilizacidn de las reservas de la planta. La cantidad
de liquido depende de factores tales como el patrén, la edad de la cepa y la velocidad de
recalentamiento, y puede durar de unos dias a unas semanas (Martinez de Toda 1991, Hidalgo

1993, Reynier 2005).



Introduccion general

Las yemas latentes empiezan a desborrar cuando la temperatura se sitla alrededor de
10°C (Reynier 2005, Salazar y Melgarejo 2005). El desborre constituye la primera manifestacion
visible de crecimiento donde comienza el alargamiento de los brotes (pampanos) que da lugar
a la aparicién de las primeras hojas seguido de la aparicidn de los entrenudos, inflorescencias y
yemas. Su formacién y diferenciacién se denomina “organogénesis” y se produce en el
extremo apical del pAmpano. La diferenciacidn de nudos y entrenudos de la base del pampano

tiene lugar en el ciclo anterior, durante la formacién de la yema.

Floracion
Envero
Deshorre | May Jun |
s *JUI\J\
- o
e | cRECDMIENTO | Ag

Movilizacion| ——_
~ | FORMAC. DE RESERVAS |
reservas REPOSO

g Se
Feb ..-‘-.-___ Hh““*—a._ p
Ene w Maduracion

Dic MNov

Caida de la hoja

Figura 2. Ciclo vegetativo y reproductor anual de la vid (adaptado de Salazar y Melgarejo 2005).

Las raices inician su crecimiento anual al comienzo del crecimiento de los brotes, con un
maximo en el momento del cuajado. Una segunda fase de crecimiento radicular ocurre tras la

vendimia.

Al final de la primavera o comienzo del verano, cuando las temperaturas medias superan
los 15 o0 16°C se produce la floracién. La polinizacidn en la vid puede ser llevada a cabo por
insectos, por el viento o bien por autopolinizacion. La fertilidad de las yemas aumenta segun el
vigor de la madera, el tipo de abonado o de portainjerto. La transformacién de la flor en fruto
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se denomina “cuajado” y se calcula como el porcentaje de flores que se transforman en bayas

(Martinez de Toda 1991, Reynier 2005).

El desarrollo de la baya empieza con la polinizacién y continta hasta el final de la

maduracién (Figura 3). Tiene su origen y es consecuencia de la accién y estimulo hormonal
triple de la polinizacién, la fecundacién y la formacién de semillas asi como del aporte de

nutrientes de la planta. Se distinguen tres periodos (Reynier 2005):

- Periodo herbaceo: durante el cual la baya, verde y dura crece y se comporta como un
érgano clorofilico en crecimiento.

- Periodo de maduracion: durante el cual la baya cambia de color, alcanza su maximo
tamafio y se comporta como un sumidero de azlcares.

- Periodo de sobremaduracién: durante el cual la uva se pasifica.

Figura 3. Fases del desarrollo del fruto en Vitis vinifera L. cv. Tempranillo. a) Botones florales separados, b)

Floracién, c) Cuajado, d) Envero, e) Maduracién.

El crecimiento de la baya depende del equilibrio entre el desarrollo de los érganos
vegetativos y el de los racimos (Salazar y Melgarejo 2005). Su crecimiento muestra una curva
de doble sigmoide caracteristica de las bayas (Coombe y McCarthy 2000); en la fase |, se inicia
un crecimiento rapido y se produce inmediatamente después del cuajado. Se debe al aumento

del numero de células y la expansidn de las ya existentes. La division celular en el pericarpio se
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completa entre los 30 y 40 dias tras el cuajado. La fase Ill de crecimiento se da tras una fase de
reposo (fase Il), coincidente con el envero (inicio de la maduracién) (Figura 4). El desarrollo en

esta fase se debe al crecimiento, y no a la multiplicacion de las células del pericarpio.

antesis
envero

Peso de labaya ——m————ou-x—»

Tiempo =
Figura 4. Curva de desarrollo del peso de la baya. I, Il y Il se refiere a las tres fases de crecimiento de la baya
(adaptado de Kennedy y col. 2000).

En las udltimas fases del desarrollo comienza el proceso de “agostamiento” de los
pampanos en el que se producen modificaciones anatdmicas y bioquimicas (acumulacion de
lignina y de sustancias de reserva), que aseguran la supervivencia invernal. El agostamiento
permite la perennidad de la planta y su multiplicacién y concluye con la caida de las hojas y la

entrada de la planta en la fase de reposo.

1.1.3. Maduracion de la uva

El envero es el inicio de la maduracién de la uva y se inicia tras un periodo de crecimiento
herbaceo en la baya. En el envero se inician los cambios que acabaran con la maduracién,
desaparece la clorofila y la baya se hace mas elastica. Se inicia la sintesis de compuestos

polifendlicos y se produce una desorganizacién de las células de la pulpa por rotura de las
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paredes (completa en variedades de vinificacion y no completa en variedades de mesa) (Figura

5). En el envero se produce una movilizacion general de hidratos de carbono de la planta a la

baya, por lo que, a partir de este momento, los azlcares acumulados en la baya dependerdn

de la fotosintesis realizada por las hojas.

A-Coumarayl-CoA

GST

GET

preveraison

w CHS postveraison
E 1
g Maringenin Chalcone
(=8
o
ﬂ 1
= Fi'H F3'5'H
= E - N = Phi
g lFJH F.'iHl FJHl
FL51 F3'H Fi"%'H FLSI

Flavonols -—— [hg - [¥hk # Dhm —= Flavonols
41'"-11 4 FLS! DFR ‘l‘
LAR LAR
Catechins ——— Leucosyanudin Flavamols Levcodephinidin == Caiechin
LIy LI l
B J,::\ ' A‘.x
H m t
Cyanidin Drelphinidin
. "“ _ omMT .
LIFGT ) ljl'ml —#  Petunidin-Fglucaside
= /&"“
—_—
Cede
Cyanidin-3-glicoside  Peonidin-3-ghicoside Dielphinidin-3-glecoside Mlalvicin-3-glacoside

GST GET GST

Figura 5. Cambios en la sintesis de compuestos fendlicos durante el desarrollo de la baya (tomado de Castellarin y

col. 2007a).

Durante esta fase es tipica una fotosintesis intensa que depende de la superficie foliar

expuesta y de las condiciones ambientales de luz y temperatura. También aparece una

respiracion moderada, menos intensa que en el periodo de crecimiento.
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1.2. COMPOSICION DE LA UVA

La calidad de la vid, como ocurre con la mayoria de las plantas, depende principalmente
de sus metabolitos. EIl metabolismo vegetal se divide en dos tipos: metabolismo primario y
secundario, a partir de los cuales se derivan compuestos con funciones completamente

diferentes dentro de la planta (revisado por Ali y col. 2010).

1.2.1. Metabolitos primarios

El metabolismo primario participa directamente en el crecimiento, desarrollo y
reproduccion de las especies vegetales. Las vias asociadas a este metabolismo dan lugar a los
siguientes compuestos: azlcares, sustancias nitrogenadas (aminas y aminodacidos),

polisacaridos y acidos organicos.

1.2.1.1. Azucares

Durante la maduracion, la concentracion de los azlcares aumenta, mientras que la de los
acidos orgdnicos disminuye a medida que lo hace la acidez y el pH del pericarpio aumenta
(Figura 6). Los azucares de la uva son principalmente, glucosa y fructosa, y puede considerarse
que durante el crecimiento de las bayas predomina la glucosa; en la maduracién las
proporciones de glucosa y fructosa son similares y en uvas sobremaduradas la fructosa es el
principal azucar. La cantidad de azlcares en las bayas puede verse afectada por el tipo de
cultivar, la madurez y la salud de las bayas (Crippen y Morrison 1986), asi como por las
condiciones ambientales durante la maduraciéon (Reynier 2005). Ademads, las altas

concentraciones de azlcares pueden incrementar los compuestos volatiles y aromaticos.

10



Introduccion general

azucares

pH

Evolucion en el tiempo

Figura 6. Evolucion de distintos metabolitos primarios durante la maduracidn de la uva (tomado de Mullins y col.
1992)

1.2.1.2. Acidos orgdnicos

En la uva, la composicidn de acidos organicos es muy importante, ya que influye de forma
notable en las propiedades organolépticas del mosto, en su control microbiolégico y
constituye un parametro critico en la estabilizacién del vino. Los acidos principales de la uva
son: tartdrico, malico, citrico, ascérbico y fosférico, con cantidades minimas de otros. Los
acidos tartdrico y malico constituyen mds del 90% del total, siendo el tartdrico el acido
especifico de la uva. Se sintetiza y acumula en los primeros estadios del fruto y el descenso de
concentracién en la maduracién se explica casi totalmente por el crecimiento del volumen
total de la baya, aumentando la dilucidn. Se diferencia del acido malico en que puede
salificarse facilmente, con potasio o calcio. El acido malico se encuentra libre, casi no salificado
y su concentracion depende de las condiciones de cultivo, aumenta con el vigor de la planta y

disminuye con temperaturas elevadas.
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1.2.1.3. Compuestos nitrogenados

El nitrégeno es el segundo componente mas abundante en el vino tras los azlcares, y
dado su papel como nutriente para las levaduras, el contenido en nitrégeno es el factor
metabdlico mas determinante en la tasa de fermentacion del vino (Treeby y col. 1998, Herbert
y col. 2005). Las sustancias nitrogenadas de la uva estan presentes principalmente en el hollejo
y las pepitas, mientras que la pulpa es relativamente pobre en nitrégeno. El nitrégeno de la
uva se encuentra en forma mineral (nitrdgeno amoniacal) y en diferentes formas organicas,
entre las que destacan aminodacidos, aminas, péptidos y proteinas. El contenido de nitrégeno
total de la baya en la madurez depende de la variedad, del patréon, de las condiciones

ambientales y de cultivo y en particular, de la fertilizacién nitrogenada (Bell y Henschke 2005).

En la madurez de la uva, la pulpa contiene el doble de sustancias nitrogenadas que en el
envero. A partir de esta etapa, la concentracién de amonio decrece ligeramente, mientras que
la fraccion de nitrégeno organico aumenta. Entre el envero y la vendimia, el amonio se
transforma en aminodcidos que, a su vez, forman oligopéptidos y proteinas. Al final, la pulpa y
por lo tanto el mosto, contiene el 20-30% del nitrégeno total de la baya, repartiéndose el resto
entre las pepitas y el hollejo. Las pepitas maduran fisiolégicamente antes que el fruto, al cual le

ceden el 15-20% del nitrégeno.

Aminas

Las aminas son bases nitrogenadas de bajo peso molecular que se forman durante los
diversos procesos metabdlicos en todos los organismos vivos, procedentes de la
descarboxilacién de los aminoacidos (Figura 7) (Brink y col. 1990). El estudio de las aminas es
relevante porque abundan en alimentos derivados de procesos fermentativos, como es el caso

del vino. En este contexto, las aminas se forman durante la fermentacién maloldactica, aunque
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también las levaduras pueden sintetizar aminas durante la fermentacion alcohdlica (Herbert y
col. 2005). Por lo tanto, una elevada concentracidn de aminas como histamina, tiramina y
feniletilamina en el vino puede ocasionar alteraciones en la salud humana (Ancin-Azpilicueta y

col. 2008).

Aminodcidos

Los aminodcidos presentes en la uva constituyen una importante fuente de nitrégeno
asimilable para las levaduras que los utilizan como fuente de nitrégeno durante la
fermentacién alcohdlica. Los aminoacidos forman parte de enzimas y proteinas, pero también
pueden ser metabolizados a lactonas, alcoholes superiores, aldehidos, fenoles y &cidos
organicos. Los aminodacidos suponen el 30-40% del nitrégeno total del vino y contribuyen en
gran medida al aroma, sabor y apariencia del mismo (Hernandez-Orte y col. 2003). Los
aminoacidos mds abundantes en la uva son la arginina y la prolina incrementandose su
contenido de 2 a 6 veces durante la maduracién (Stines y col. 2000). La acumulacién de

aminodcidos tiene lugar en el pericarpio y en las semillas.

13



Introduccion general
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Figura 7. Biosintesis de aminas (tomado de Ancin-Azpilicueta y col. 2008).

La glutamina representa casi el 50 % de la totalidad de aminoacidos, seguido de la
arginina (6-44%), y de otros aminodcidos como alanina, acido glutamico, a-aminobutirico,
prolina, serina o treonina. La glutamina es la forma mayoritaria en que se transporta el
nitrégeno por el floema hacia la baya. Una vez alli, la glutamina puede actuar como precursor
para la biosintesis de otros aminoacidos como la arginina y la prolina, via glutamato (Figura 8).
La arginina, a su vez, es precursora de otros aminodcidos como la ornitina, 4dcido aspartico y
acido glutamico. El acido aspartico constituye una forma de reserva de acido oxalacético, el
cual segun las necesidades puede ser transformado en azlcares o en acido malico a lo largo de
la maduracion. El contenido de aminoacidos libres aumenta cuando se aproxima el momento
de la maduracién debido al descenso de la sintesis de proteinas; ademas se observa una
acentuada subida de la concentracién de prolina una o dos semanas antes de la vendimia. No

obstante, la concentracion de prolina fluctia mucho de un afio a otro en funcidn de las
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condiciones del cultivo, mientras que la de arginina permanece mas estable (Bell y Henschke

2005).

Tryptophan Phenylalanine

Figura 8. Biosintesis de aminoacidos (tomado de Buchanan y col. 2000)

La concentracion de aminodcidos de la uva depende de numerosos factores como son la
fertilizacidn, las condiciones climaticas y la duracién de la maceracion del hollejo en el mosto

(Etiévant y col. 1988, Bell y Henschke 2005).
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1.2.1.4. Polisacdridos

Los polisacdridos son biomoléculas formadas por la unién de una gran cantidad de
monosacaridos. Se encuadran entre los glucidos, y cumplen funciones diversas, sobre todo de
reservas energéticas y estructurales. Los polisacdridos del vino se originan en las paredes
celulares primarias de las bayas y de los microorganismos que actuan durante la vinificacion.
Los principales polisacaridos procedentes de las bayas son complejos proteina-arabinano y
proteina-arabinogalactano, homogalaturanos ramnogalacturonanos; por otra parte, los
polisacaridos que proceden de las levaduras son mananos y manano-proteinas. Los
polisacaridos de la uva juegan un papel muy importante en las propiedades tecnolégicas y de
calidad del vino. Se consideran como coloides protectores que pueden modificar algunos
procesos durante la vinificacion como son la cristalizacidén de tartrato (Gerbaud y col. 1997), la
retencién de compuestos aromaticos (Chalier y col. 2005), la estabilizacién del color (Escot y

col. 2001) o la agregacién y precipitacion de taninos (Guadalupe y col. 2007).

1.2.2. Metabolitos secundarios

El metabolismo secundario sintetiza una gran variedad de compuestos que participan en
importantes funciones ecoldgicas en las plantas como son la respuesta contra depredadores,
pardsitos y enfermedades, las reacciones de competencia entre especies, y forman también

componentes que facilitan los procesos de reproduccion (pigmentos, aromas, etc.).

En la vid, los compuestos fendlicos (genéricamente llamados polifenoles) constituyen un
grupo grande y complejo de metabolitos que determinan en gran medida ciertas
caracteristicas de la uva y del vino, como son la apariencia, el sabor, la astringencia y el aroma

(Adams 2006). Ademas contribuyen a la pigmentacién de diferentes 6rganos y juegan un papel
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relevante contra diferentes tipos de factor de estrés bidtico y abidtico. Los compuestos
fendlicos se encuentran en el fruto (hollejo y semillas) y en el tallo, y en el vino, aparecen
también como productos del metabolismo de las levaduras. Los tres grupos principales de
compuestos fendlicos presentes en la uva son los fenoles simples, los flavonoides y los

estilbenos (Figura 9).

Phenylalanine Tyrosine

l l General
phenyipropanoid

Hydroxycinnamic acids pathway

(coumaric,...)

Acetyl CoA Lignans

i A
Acetate \ Monolignols 8
pathway | \jaionyl Coa + p-coumaroyl CoA Lignins

d

Stilbenes
4 %
ringA heterocycle C
__wAurones
Flavonoids |:----» isoflavonoids
s “._ *Flavones
Flavanols “Phlobaphenes
4
COndensed tannins Flavonols
v
| Anthocyanins
Young berries Mature LAt
(green stage) Maturg red
berries

Figura 9. Ruta general de la biosintesis de compuestos fendlicos en plantas (tomado de Hichriy col. 2011).
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1.2.2.1. Fenoles simples

Los fenoles simples se sintetizan a partir de la fenilalanina y son derivados de los acidos
hidroxinamicos e hidroxibenzoicos (Figura 10). Los acidos hidroxicindmicos constituyen, por su
abundancia, el tercer tipo de compuestos fendlicos en la uva, donde suelen aparecer en forma
de ésteres (hidroxicinamatos). Estan presentes en las vacuolas de las células del hollejo junto
con taninos y antocianinas y de la pulpa. Los acidos hidroxicinamicos mds abundantes son el
acido cafeico, dcido p-cumadrico, acido ferulico, acido sinapinico, acidos cis y trans-caftarico y

acido cutdrico, siendo los acidos cis y trans-caftarico los que predominan en bayas maduras.

Q Sustituyentes
Acido cinamico
OH C3 C4 C5
H OH H p-cumarico
OH OH H cafeico
3 OCH3  OH H ferdlico

OCHs3 OH OCH3  sinapinico

Figura 10. Estructura quimica de algunos 4cidos hidroxicindmicos presentes en la uva.

1.2.2.2. Flavonoides

Los flavonoides son un grupo de compuestos responsables en gran manera de la calidad
de la uva y el vino. El color, aroma y sabor del vino tinto estan estrechamente relacionados con

el contenido en antocianinas, flavonoles y proantocianidinas (o taninos condensados) de la uva
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(Kennedy y col. 2001, Downey y col. 2006). Ademas, estos ultimos afios, los flavonoides han
concentrado gran atencion debido a sus potenciales efectos saludables (Aron y Kennedy 2008).
Los flavonoides se encuentran principalmente en el hollejo y las semillas. Se dividen en
diferentes familias o subgrupos como son: flavonas, flavonoles, dihidroflavanoles, flavanoles
(flavan-3-oles), antocianidinas y proantocianidinas. Todos estos compuestos presentan
estructuras similares con el mismo esqueleto basico pero con diferentes estados de oxidacion

del anillo de pirano central y se sintetizan a partir de la via de los fenilpropanoides (Vogt 2010)

(Figura 11).
Chalcone synthase
OH
HO OH
HO.
OH O
Chalcones
l OH O
HO, o Flavones
‘ \ HE
OH O ‘
Flavanones OH O O -
OH
Isoflavones
HO. OH
HO ‘
oh o \ ‘
Dihydroflavonols
i OH O
Anthocyanins, Condensed tannins Flavonols
Figura 11. Estructura quimica general de los flavonoides.
Antocianinas

Las antocianinas son los pigmentos responsables del color rojo-rosado de la uva y se
localizan en el hollejo, en las tres o cuatro primeras capas de células a partir del envero. Son

derivados glicosidados y sus correspondientes agliconas se denominan “antocianidinas”
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(Andersen 2008). En Vitis vinifera las principales antocianinas son 3-O-monoglucésidos, en los
que la glucosa puede estar unida al acido acético (antocianinas acetiladas), o al acido p-
cumarico (antocianinas cumariladas). Las antocianinas mas comunes son 3-O-monoglucésidos

de delfinidina, petunidina, peonidina, cianidina y malvidina (Figura 12).

R3
OH
R3 RS
HO o
o “x"’# n OH H cianidina
| 5 QCH3 H peonidina
e i OH OH delfinidina
HO OH OCHz  petunidina
HO OCHz= OCH3 malvidina

Figura 12. Estructura quimica de las antocianinas.

El contenido y la composicidn de antocianinas de la uva determinan en gran medida la
calidad del vino porque cada uno de los componentes individuales aporta diferentes
caracteristicas a la estabilizacidn del color. Esta composicion depende de diversos factores
ambientales como son el nivel de nitrégeno (Hilbert y col. 2003) y de otros nutrientes
(Yokotsuka y col. 1999), el aclareo de racimos (Guidoni y col. 2002) o el estado hidrico de la

cepa (Estebany col. 2001).

Flavonoles

Los flavonoles se localizan en el hollejo de uvas tintas y blancas y actian como
protectores contra la radiacion ultravioleta porque son capaces de eliminar los radicales libres
(Downey y col. 2003b). Aunque no tienen color, los flavonoles contribuyen al color del vino
porque actian como copigmentos junto con las antocianinas (Boulton 2001). Su estructura

quimica general se ilustra en la figura 13. En la uva, los flavonoles se encuentran en forma de
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3-0O-glucésidos de quercetina, miricetina, kaempferol, isohamnetina, laricitrina y siringetina

(Mattivi y col. 2006, Talcott y Lee 2002).

R1
OH
OH
R | | " -
I \ R1 Rz
| | OH
0OH H H kemferol

O OH H guercetina
OH OH  miriceting
OCH3 H isgramnetina

Figura 13. Estructura quimica de los flavonoles.
Flavanoles

Los flavanoles (flavan-3-oles) conforman la clase mds abundante de flavonoides de la uva
e incluyen mondmeros, oligdmeros y polimeros (también denominados proantocianidinas o
taninos condensados). Se encuentran en los tres compartimientos de la baya, es decir, en el
hollejo, la pulpa y las semillas (Kennedy y col. 2001, Aron y Kennedy 2008). Las unidades de
flavan-3-oles estdan formadas por catequina, epicatequina, epicatequina-3-O-galato vy
epigalocatequina (Figura 14). Estos compuestos se acumulan en las etapas tempranas del
desarrollo de la uva y durante la maduracion su concentracion en el hollejo va descendiendo
(Downey y col. 2003a). Los taninos presentes en la uva juegan un papel esencial en la calidad y
conservacién de los vinos, al conferirles propiedades de astringencia, color y estructura

(Waterhouse 2002).

Las proantocianidinas (o taninos condensados) se sintetizan en la antesis (Bogs y col.
2005) pero su acumulacidn y organizacion se modifica durante el proceso de maduracion tanto

en las semillas (Kennedy y col. 2000) como en el hollejo (Gagné y col. 2006). La sintesis de
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proantocianidinas tiene lugar en el citoplasma y después se acumulan en la vacuola.
Posteriormente, la polimerizacion ocurre en las paredes celulares, lo cual mantiene la
integridad y estructura del hollejo (Huang y col. 2005). Las proantocianidinas del hollejo
ejercen bastante influencia durante el proceso de vinificacién porque son los compuestos que

primero se liberan al mosto (Adams 2006).

OH
HO O W
: OH
OH
OH OH
(+)-catequina (2R,3S) (-)-catequina (2S,3R)
OH OH
HO @]
HO O R\
OH OH
-"//OH OH
OH
OH
(-)-Epicatequina (2R,3R) (+)-Epicatequina (2S,3S)

Figura 14. Estructura quimica de los principales flavanoles.

1.2.2.3. Estilbenos

Los estilbenos constituyen un grupo de sustancias no flavonoides que se sintetizan de

forma natural en muchas especies vegetales, incluida Vitis vinifera L. a través de la ruta de los

fenilpropanoides y de la via acetato-malonato (Gatto y col. 2008). Entre los estilbenos, el

resveratrol (3,5,4’-trihidroxiestilbeno, Figura 15) ha sido identificado como el compuesto mas
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activo de este grupo (Bavaresco y col. 2008) al que, ademas, se le han atribuidos diversos
beneficios para la salud humana (revisado en Pervaiz 2003 y Das y col. 2010). El resveratrol se
localiza en el hollejo y las semillas, y se extrae fundamentalmente durante la fermentacion de

vinos tintos, aunque también se encuentra, en niveles mas bajos, en vinos blancos.

OH

HO N

OH

Figura 15. Estructura quimica del resveratrol.

La sintesis de estilbenos puede ser constitutiva o inducida por factores bidticos y
abidticos, pero la vid acumula concentraciones crecientes de estilbenos en ausencia de

cualquiera de estos estimulos durante la maduracion (Gatto y col. 2008).

Para finalizar este apartado y a modo de recopilacion, en la figura 16 se ha representado

la estructura de la baya con la localizacidn de los compuestos descritos.
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Figura 16. Estructura y localizacion de los principales componentes de la baya (adaptada a partir de una imagen
creada por Philip Greenspun illustration Project).

1.3. ELRIEGOENLAVID

Actualmente, la mayoria de las regiones de produccién vitivinicola del planeta
experimentan algun grado de sequia estacional. Los modelos climaticos globales actuales
predicen un incremento de la aridez en un futuro préximo, por lo que el déficit de agua puede
convertirse en el factor mas limitante para la produccién y la calidad de la uva, y en
consecuencia, del vino (IPCC 2007). Ademas, se prevé que la frecuencia de fendmenos
extremos como olas de calor o lluvias torrenciales aumente, lo que puede conducir a un
desprendimiento masivo de hojas, lo que a su vez provocaria un desequilibrio fuente/
sumidero en la planta y finalmente, una maduracién incompleta de la baya debido a la falta de

hidratos de carbono disponibles. Sin embargo, estos efectos, probablemente, no se
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presentaran con la misma intensidad en todas las variedades de vid (Jones y col. 2005, Schultz

2007).

Por otro lado, la FAO presiona para que se reduzca el consumo de agua en los cultivos de

regadio (www.fao.org/nr/water/aquastat/data/query/index.html, Cominelli y col. 2009), por lo

que este nuevo escenario requiere un manejo del vinedo que se adapte a la situacion, en
especial, en lo relativo al riego, de manera que se pueda obtener una produccion estable,
manteniendo o incluso mejorando la calidad de la uva (Dry y Loveys 1998, Medrano y col.
2003, Chaves y col. 2007). La busqueda de variedades adaptadas a la estacién de crecimiento y
gue muestren mayor resistencia al estrés ambiental puede ser otro aspecto critico para

optimizar la maduracién de la uva.

1.3.1. Concepto de riego deficitario

El riego deficitario (deficit irrigation, DI) es una estrategia de riego propuesta hace afios
para mejorar el aprovechamiento del agua y reducir su consumo (Williams y Matthews 1990).
Este sistema es una prdactica comun en varias areas del mundo, especialmente en las regiones
secas, donde se busca maximizar la eficiencia en el uso del agua (WUE, definida por Geerts y
Raes -2009- como el cociente entre la masa de producto de mercado y el volumen de agua
consumida en su cultivo). Es posible aplicar diferentes estrategias de DI como son las

siguientes (revisado en Ruiz-Sanchez y col. 2010):

- Riego deficitario regulado (regulated deficit irrigation, RDI)

- Déficit hidrico sostenido (sustained deficit irrigation, SDI).

- Desecamiento parcial de las raices (partial root-zone drying, PRD)
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1.3.1.1. Riego deficitario requlado y Déficit hidrico sostenido

En sentido amplio, tal y como establecen English y Raja (1996), el riego deficitario
regulado (regulated deficit irrigation, RDI) consiste en una sub-irrigacion deliberada y
sistemadtica del cultivo. Asi, la cantidad de agua aplicada es inferior a la necesaria para
satisfacer las exigencias de las plantas durante ciertos periodos del ciclo vital, cuando la
produccién y la calidad de la cosecha apenas resultan afectadas, mientras que se utiliza el
riego completo durante el resto del ciclo, cuando la producciéon y calidad son mas sensibles a

su carencia.

Por otra parte, el déficit hidrico sostenido (sustained deficit irrigation, SDI) se basa en el
mantenimiento de un cierto nivel de déficit hidrico uniformemente a lo largo de todo el ciclo
vital para evitar que se produzcan periodos de sequia severa en algin momento critico del
desarrollo, lo que podria tener efectos negativos irreversibles sobre la produccion (Goldhamer

y col. 2006).

1.3.1.2. Desecamiento parcial de las raices

La posibilidad de controlar el vigor de la cepa mediante el sistema de desecamiento
parcial de las raices (partial rootzone drying, PRD), fue propuesta, en primer lugar, por el grupo
de Loveys en Australia (revisado por Loveys y col. 2000). Posteriormente, el PRD se introdujo
en Estados Unidos, Argentina, China, Chipre, Francia, Espaifia y Reino Unido y se ha aplicado
con éxito no sélo a la vid sino a una alta variedad de cultivos (Dry y col. 2001). En este sistema
se divide el sistema radical en dos zonas, una de las cuales se riega normalmente mientras que
la otra permanece seca. Ademas, cada cierto tiempo se alternan el lado himedo y el seco para

evitar la muerte de las raices del lado seco (revisado por Kang y Zhang 2004 y por Bravdo
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2005). Asi, se utiliza la mitad de agua en el riego de las cepas, con lo que se obtiene una
mejoria en la WUE sin una reduccion significativa en la produccién ni en la calidad de la uva

(Loveys y col. 2004).

1.3.2. Respuestas fisioldgicas y agrondmicas al riego deficitario

La vid es un cultivo bien adaptado a las condiciones de clima semiarido de la Cuenca
Mediterranea debido a que posee un profundo sistema radical y a que desarrolla una
estrategia fisioldgica de evitacion de la sequia que consiste en obtener un eficiente control
estomatico de la transpiracién y del embolismo en el xilema (Lovisolo y col. 2002), que ademas

es capaz de ajustar osméticamente (Patakas y col. 2008).

Una de las primeras respuestas de la vid al déficit hidrico moderado es el cierre
estomatico, el cual restringe la pérdida de agua y la tasa fotosintética (Chaves y col. 2003). En
los primeros estadios del estrés, se observan también efectos sobre el metabolismo
fotosintético (Lawlor y Tezara 2009) y en la expresion de una gran cantidad de genes (Chaves y
col. 2009). Cuando el déficit hidrico se prolonga en el tiempo, las plantas exhiben mecanismos
de aclimatacién que incluyen la inhibicién del crecimiento y la osmorregulacién; éstos son
elementos clave para el mantenimiento del estado hidrico de la planta y de la capacidad de

asimilacion de carbono durante la escasez de agua (revisado por Chaves y col. 2010).

Diversos experimentos realizados en ambientes diferentes (invernadero y campo) han
mostrado que la fotosintesis de la vid es bastante resistente al déficit hidrico (Flexas y col.
2002, Souza y col. 2003, 2005a, Chaves y col. 2007) ya que comienza a descender a potenciales

hidricos mas negativos que la conductancia estomdtica. Por ello, la WUE generalmente
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aumenta en las plantas que crecen bajo estrés hidrico (Loveys y col. 2004, Souza y col. 2005b,

Marsal y col. 2008).

1.3.3. Respuestas de los diferentes genotipos

Vitis vinifera L. se caracteriza por tener una gran variabilidad genética con cientos de
variedades cultivadas por todo el mundo (Galet 2000, Shultz 2003). En los paises de Europa,
como Francia, Espafia o Portugal se cultiva un gran niumero de variedades nativas de Vitis
vinifera, cuyas respuestas fisioldgicas se han ido conociendo estos ultimos afios para poder

mejorar sus caracteristicas de calidad de la uva.

En base al comportamiento del potencial hidrico foliar () en condiciones de déficit
hidrico, los cultivares de vid se han clasificado como isohidricos o anisohidricos (Schultz 2003,
Vanderleur y col. 2009). Los cultivares isohidricos pueden mantener practicamente constante
el ¥ en un amplio rango de humedad atmosférica o edéfica. Estos cultivares muestran una
estrecha co-regulacion de la conductancia foliar y la conductividad hidraulica que les permite
evitar la cavitacién (Lovisolo y col. 2010). Entre las variedades que muestran este
comportamiento se encuentran Garnacha, Tricadeira, Preta y Tempranillo. Por otra parte, en
los cultivares anisohidricos el ¥ desciende acusadamente conforme lo hace la disponibilidad
hidrica del suelo o aumenta la demanda de humedad atmosférica. El descenso en el ¥ se
consigue mediante ajuste osmadtico o con cambios en la elasticidad de la pared (Patakas y col.
2008). Este comportamiento se ha observado en cultivares como Chardonnay, Carbernet
Franc, Cabernet Sauvignon, Syrah, Riesling, Carinena, Muscat o Thompson seedless.
Finalmente, algunos cultivares se han revelado como isohidricos o anisohidricos dependiendo

de las condiciones ambientales (revisado por Lovisolo y col. 2010).
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Aungue como se ha indicado anteriormente, la vid es relativamente tolerante a la sequia,
existe una cierta variabilidad genética dentro de la especie (Gaudillere y col. 2002). Asi, se ha
observado un amplio rango en la WUE entre los diferentes cultivares (Bota y col. 2001), cuyas
diferencias se han atribuido a variaciones en la conductancia estomatica (Schultz 2003, Soar y
col. 2006), en la conductancia hidraulica de la raiz y en la expresién de acuaporinas (canales de
agua) en respuesta al déficit hidrico (Vandeleur y col. 2009). Estas variaciones pueden tener
profundas implicaciones en el manejo del riego de los cultivares, en particular en lo relativo al
momento y cantidad de agua aplicada, para optimizar la relaciéon fuente-sumidero, con el
objetivo de conseguir incrementar la calidad del fruto en cada una de las variedades (Medrano

y col. 2003).

Otros aspectos importantes en la respuesta de las diferentes variedades de vid al déficit
hidrico estan relacionados con la morfologia, anatomia y bioquimica foliar. Asi, variaciones en
la composicidon de ceras epicuticulares, la composicion lipidica o el grosor del meséfilo son
factores relevantes en la respuesta adaptativa a la carencia de agua de las plantas en general
(Syvertsen y col. 1995, Boyer y col. 1997, Cameron y col. 2006), y de la vid en particular

(Schultz 1996, Moutinho-Pereira y col. 2007).

1.3.4. Efectos del déficit hidrico sobre la baya

El déficit hidrico afecta al desarrollo de la baya, su metabolismo y su composicién final.
Por ello, el tiempo y la intensidad de la falta de agua determinan la magnitud de las
alteraciones que se producen en el color y el sabor del vino. Es interesante comprobar que
recientes estudios muestran que el déficit hidrico estimula los mecanismos de fotoproteccién
de la baya (Deluc y col. 2009). En general, un déficit hidrico moderado tiene un efecto positivo

sobre la calidad del vino en variedades tintas (Bravdo y col. 1985), lo cual puede utilizarse para
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manipular las caracteristicas sensoriales del vino. Sin embargo, estos efectos del déficit hidrico
no son universales, sino que dependen de numerosos factores fisioldgicos y ambientales como
son la climatologia de la zona, el tipo de suelo, la variedad utilizada, o el momento de

aplicacion de la restriccidn hidrica (Chaves y col. 2010, Ruiz-Sanchez y col. 2010).

1.3.4.1. Crecimiento de la baya

Existen numerosos estudios que abordan los efectos del déficit hidrico sobre el desarrollo
de la baya (revisado por Ollat y col. 2002 y Keller 2005). Como se ha indicado en la Seccion
1.1.2. de la presente Memoria, la uva es un fruto no climatérico que muestra una curva de
crecimiento en forma de doble sigmoide. Durante la fase |, la baya importa hidratos de
carbono que se utilizan para el desarrollo de las semillas, la proliferacién y expansién celular y
la sintesis de dacidos organicos (Coombe y McCarthy 2000). En esta etapa, la baya esta
conectada al tallo a través del xilema exclusivamente, por lo que los efectos del déficit hidrico
sobre el crecimiento parecen deberse a cambios en el suministro de agua desde el xilema, lo
que posiblemente induzca un descenso en la turgencia de las células del mesocarpo (Thomasy
col. 2006). La consecuencia es la reduccién en la expansién de la baya. Otra posibilidad, es que
el acido abscisico (ABA) que se sintetiza en condiciones de déficit hidrico limite la division
celular, produciéndose asi bayas de menor tamafio. Estudios recientes muestran que cuando el
déficit hidrico ocurre antes del envero se produce una maduraciéon temprana que se manifiesta
en una aceleracidn de la acumulacion de azucares y antocianinas y en la disminucién de la

concentracién de acido malico (Castellarin y col. 20074, b).

La fase Ill de crecimiento de la baya se inicia con el envero, y se caracteriza por el
reblandecimiento y la coloracién de la baya, asi como por un resurgimiento del crecimiento.
Cuando el déficit hidrico ocurre tras el envero, se observa una reduccion en el tamanio final de
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la baya que parece ser resultado de varios mecanismos. En esta etapa, la conexién entre la
baya y la planta se da a través del floema y un descenso de la fotosintesis podria disminuir la
cantidad de fotoasimilados necesarios para el crecimiento de la baya en esta fase (Wang y col.
2003, Thomas y col. 2006). Por otra parte, el déficit hidrico post-envero aumenta la proporcion
de semillas y hollejo con respecto a la pulpa (Roby y Matthews 2004), y el grosor del hollejo
aumenta debido probablemente a la inhibicién de la actividad pectin-metilesterasa (Deytieux-
Belleau y col. 2008). Este aumento en la proporcion de hollejo tiene como resultado una
mayor cantidad de compuestos fendlicos extraibles durante la maceracién del mosto (ver

apartado 1.3.4.2).

1.3.4.2. Composicion y calidad de la uva

Numerosos estudios muestran que el déficit hidrico reduce el crecimiento de la baya (ver
apartado 1.3.4.1.), pero no la concentracién de polifenoles totales, antocianinas y flavanoles
que suele aumentar (Peterlunger y col. 2005, Sivilotti y col. 2005). Recientemente se ha
mostrado con analisis protedmicos y metaboldmicos que las bayas sometidas a estrés hidrico
sufren cambios metabdlicos que influyen en la composicidn y calidad de la baya (Castellarin y

col. 20074, b, Deluc y col. 2009, Grimplet y col. 2009).

El déficit hidrico mejora la acumulacidon de antocianinas pero también produce cambios
en su composicién porque estimula la hidroxilacion de la molécula (Figura 17). Castellarin y col.
(2007a, b) mostraron que la restriccion hidrica aceleraba la acumulacion de antocianinas asi
como la expresion de algunos genes responsables de su biosintesis. Sin embargo, los efectos
sobre la concentracion de antocianinas suelen ser mas evidentes que los que se observan en
las concentraciones de flavonoles (Kennedy y col. 2002, Grimplet y col. 2007) o

proantocianidinas (Downey y col. 2006, Ollé y col. 2011).
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Figura 17. Cambios en la sintesis de compuestos fendlicos durante el desarrollo de la baya en respuesta al déficit
hidrico. La activacion de algunos genes (flechas rojas) indujo la acumulacién de antocianinas con predominio de las
formas tri-hidroxiladas (sombra azul) (tomado de Castellarin y col. 2007a).

Menos claros resultan los efectos del déficit hidrico sobre la sintesis de resveratrol.
Mientras que Vezzuli y col. (2007) observaron sélo pequeiias alteraciones en la concentracion
de este compuesto, Grimplet y col. (2007) detectaron un aumento en la abundancia de RNAm
que codifica para la enzima estilbeno sintasa (STS), lo que sugiere un aumento en la

concentracién de resveratrol, tal y como se ha mostrado recientemente en bayas de Cabernet

Sauvignon sometidas a déficit hidrico (Quiroga y col. 2012).

La influencia del estrés hidrico sobre los aromas no estd muy estudiada. Sin embargo, dos

importantes estudios sugieren que la falta de agua altera algunos atributos sensoriales del vino
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como la concentracién de carotenoides y sus derivados (Chapman y col. 2005, Bindon y col.
2007). Chapman y col. (2005) mostraron que el déficit hidrico estimulé la biosintesis de
compuestos volatiles en Cabernet Sauvignon, lo cual pudo deberse a un mayor flujo de
carbono hacia vias metabdlicas alternativas (por ejemplo, la sintesis de aminoacidos que son
precursores de ésteres volatiles) y la sintesis de carotenoides, lo que dio lugar a un aroma mas

afrutado en esta variedad.

1.4. BALANCE HORMONALEN LA VID

1.4.1. Efectos del déficit hidrico sobre el balance hormonal

Las hormonas vegetales, aunque suelen encontrarse en concentraciones extremadamente
bajas, estdn directamente relacionadas con muchos aspectos del desarrollo y crecimiento
vegetales. En condiciones de sequia las plantas pueden sentir e iniciar respuestas y/o
adaptaciones ante la falta de agua antes de que haya comenzado a descender el potencial
hidrico de la planta lo que ha consolidado el concepto de “sefial no hidrdulica” para describir el
papel que desempefian las hormonas en plantas sometidas a déficit hidrico (revisado por

Davies y col. 2005).

De todas las sefiales implicadas en la respuesta al déficit hidrico, ha sido el dcido abscisico
(ABA) quién mayor atencion ha recibido como elemento central en el proceso de sefializacion
de las células (Hartung y col. 1999, Wilkinson y Davies 2002, Davies y col. 2005). En plantas
sometidas a déficit hidrico, el ABA se sintetiza en las raices, se transporta por el xilemay llega a
la parte aérea donde provoca el cierre de estomas y el cese del crecimiento. Ademas, otros
compuestos como los precursores de la sintesis de ABA (Jiang y Hartung 2008), los conjugados

con ABA (Wilkinson y Hartung 2009), una baja concentracion de citoquininas (Stoll y col. 2000)
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o los cambios en la composicién mineral o en el pH del xilema (Davies y col. 2002) podrian
actuar también como sefiales no hidraulicas en la regulacidn hidrica a nivel foliar (revisado por
Schachtmann y Goodger, 2008). La mayoria de las evidencias apuntan a que el pH de la savia
xilematica es el factor mas importante en la regulacion de las respuestas estomaticas y de

crecimiento en condiciones de déficit hidrico (Wilkinson 2004).

1.4.2. Papel de las hormonas en la maduracidon de la baya

Los mecanismos que controlan la maduracién de los frutos no climatéricos como la uva no
se conocen completamente (Davies y Bottcher 2009). Estos ultimos afos se ha sugerido que
algunas hormonas vegetales como el ABA y las poliaminas desempefian un papel relevante en
algunos aspectos de la maduracidn de la uva, lo que en ultima instancia afecta a la produccion
(Gény y col. 1997, Antolin y col. 2008) y a la composicién fendlica de la baya (Antolin y col.
2006, Deluc y col. 2009). Estudios mas recientes revelan un complejo sistema de sefializacion
hormonal que se activa en el envero, a través de la expresidn de genes relacionados con el
metabolismo de hormonas como ABA, auxinas, etileno y brasinoesteroides, y en menor grado,
giberelinas y citoquininas (Symons y col. 2006, Pilati y col. 2007, Koyama y col. 2010) (Figura

18).

Al comienzo de la maduracion (envero) se ha detectado un aumento en la concentracion
de ABA de la baya, que ha llevado a sugerir que esta hormona funcionaria como una sefial
activadora de la maduracién (Antolin y col. 2003), pero hasta el momento no ha sido posible
distinguir con claridad si dicho incremento de ABA es una consecuencia del comienzo de la
maduracién o si forma parte del mecanismo esencial del proceso (Wheeler y col. 2009).
Asimismo, se han observado cambios en las concentraciones de catabolitos del ABA durante la

maduracién de la baya (Owen y col. 2009). Por otra parte, estudios muy recientes han
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demostrado que el ABA es el Unico iniciador de la biosintesis de antocianinas en cultivos
celulares de bayas de Cabernet Sauvignon (Gagné y col. 2011). El papel crucial del ABA en la
maduracién de la uva se ha puesto de manifiesto en diversos estudios con aplicacién exégena
de ABA (Deytieux-Belleau y col. 2007, Quiroga y col. 2009, Lacampagne y col. 2010, Sandhu y
col. 2011, Quiroga y col. 2012). Los resultados muestran que la aplicacion de ABA induce la

acumulacidn de antocianinas, flavonoles y proantocianidinas en la uva.
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Figura 18. Estructuras quimicas de algunas de las hormonas mas relevantes en la maduracién de la uva.

La importancia de las auxinas en el cuajado y posterior crecimiento del fruto es un tema
bien conocido en diferentes frutos, incluida la vid (Gény y col. 2005). Asi, la aplicacién exdgena
de auxinas puede retrasar la acumulacién de antocianinas y, en algunos casos, la maduracion
de la uva (Ban y col. 2003, Jeong y col. 2004, Bottcher y col. 2010a, b). En estudios recientes se
ha observado que la concentracidn de acido indol-3-acético (IAA) es elevada en las flores y que
después desciende drasticamente, permaneciendo baja durante el resto del desarrollo de la

baya (Bottcher y col. 2010a). Ademas se ha detectado que se incrementan los niveles de los

35



Introduccion general

conjugados de IAA, lo cual sugiere un posible mecanismo de control para mantener bajos los
niveles de auxinas durante la maduracién (Bottcher y col. 2010b). Por otra parte, estos mismos
autores han informado de que la aplicacidon exdgena de auxinas justo antes del envero produce
un aumento en el tamafio de la baya debido a la capacidad de estas hormonas para estimular

la divisidn celular.

Las oxilipinas constituyen un grupo de derivados bioactivos de los acidos grasos que
desempenan importantes funciones en el crecimiento y desarrollo de las plantas. La mayoria
de las investigaciones se han centrado en los jasmonatos, que incluyen el acido jasménico (JA)
y su metil éster, el metil jasmonato (MelA). El papel de los jasmonatos en la defensa de las
plantas frente al ataque de los herbivoros y a infecciones por patdgenos se conoce bastante
bien pero estos ultimos afios se han acumulado evidencias que sugieren que los jasmonatos
pueden tener también un papel destacado en la resistencia de las plantas a los factores de
estrés abidticos (Pefia-Cortés y col. 2005). Los jasmonatos se han detectado en los frutos
desde hace tiempo, pero si intervienen o no en el proceso de maduracién es una cuestidn que
aun no estd resuelta. En vid, se ha observado que la aplicacién exdgena de JA promueve
algunos cambios relacionados con la maduracién de la baya (Kondo y Fukuda 2001), lo que

apunta que estas moléculas podrian tener algun papel relevante en dicho proceso.

El acido salicilico (SA) es un compuesto fendlico implicado en la regulacidon de las
respuestas de las plantas a factores de estrés bidticos y abidticos asi como en muchos
procesos de desarrollo, incluyendo la maduracion del fruto (Klessig y Malamy 1994, Davies
2004). Ademas, el SA exhibe una elevada capacidad para alargar la vida de los productos
horticolas tras la cosecha (Asghari y Aghdam 2010). Se ha observado que la aplicacion exégena
de SA retrasa la maduracion del fruto al provocar alteraciones en ciertos aspectos como son el

reblandecimiento del fruto, su contenido en azlcares o la biosintesis de etileno. En la vid se ha
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detectado que el tratamiento de las bayas con SA retrasa o inhibe la maduracién cuando la
aplicacidn se realiza antes del envero (Kraeva y col. 1998), posiblemente debido a la inhibicion
de los efectos del ABA sobre la baya (Raskin 1992). Estudios mas recientes han demostrado
gue la aplicacién de SA en cultivos celulares de uva estimula la sintesis de estilbenos porque se
induce la expresién de genes que codifican para algunas enzimas de la sintesis del resveratrol,

como son la fenilalanina amonio liasa (PAL) y la estilbeno sintasa (STS) (Kiselev y col. 2010).

1.5. PLANTEAMIENTO DEL ESTUDIO

Tal y como se ha descrito a lo largo de esta Memoria, durante los uUltimos afios se han
publicado numerosos estudios acerca de los efectos del déficit hidrico tanto en vides
cultivadas en macetas como en campo. Los resultados son enormemente diversos, lo cual
puede deberse a la gran variedad de disefios experimentales y formas de adaptar el sistema de
riego al vifiedo, o bien a la interacciéon de multiples factores con el crecimiento y desarrollo
reproductivo de la vid. Por tanto, con la pretensién de unificar criterios, controlar variables vy,
en definitiva obtener unos datos contrastables, este estudio se ha realizado con esquejes
fructiferos de vid cultivados en macetas bajo condiciones controladas. Se pretende asi
monitorizar con exactitud el estado hidrico del suelo, asi como el momento del desarrollo en

las diferentes variedades ensayadas.

En este trabajo, ademas de continuar profundizando en la relacidn entre la sintesis de
polifenoles y el balance hormonal de la baya en la variedad Tempranillo, se ha incluido la
variedad Graciano, la cual es también originaria de Espafia y tradicionalmente se ha utilizado
para mejorar mezclas de vino de otras variedades debido a su potencial aromatico y a que
confiere a los vinos una alta calidad (Cirami y col. 2000). Sin embargo, aunque su composicion

fendlica ha sido bien caracterizada (Nufiez y col. 2004), su capacidad de adaptacién al
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suministro hidrico y la posible relacidn entre los cambios hormonales producidos por el riego

deficitario y su calidad fendlica no se han estudiado.
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Objetivos

La producciéon de metabolitos secundarios en vid puede mejorar en situaciones de
factores de estrés abidtico como la sequia edafica, pero la sensibilidad de las plantas a estas
condiciones varia en funciéon del momento de imposicidn de la limitacién hidrica. En estudios
anteriores hemos observado una estrecha relacién entre el régimen hidrico de la cepa, los
niveles hormonales de la baya y la maduracion de la uva (Antolin y col. 2006, 2008). Por lo

tanto, el objetivo general de este trabajo ha sido investigar si las alteraciones en la

composicion y calidad de diferentes variedades de vid sometidas a riego deficitario,
implantado en diversos momentos del desarrollo y maduracién de la uva, pueden explicarse a

través de los cambios que el estrés produce en el balance hormonal de la baya.

En el trabajo se han planteado los siguientes objetivos parciales:

1. Comparar los efectos del riego deficitario sobre la composicion fendlica de las bayas a
lo largo del desarrollo y maduracidn en dos variedades de uva tinta, Tempranillo y

Graciano.

2. Investigar la influencia de las hormonas vegetales sobre el crecimiento y maduracion
de la baya en condiciones de riego deficitario y caracterizar la evolucién de los

compuestos nitrogenados en la variedad Tempranillo.

3. Relacionar los cambios en el balance hormonal y la composicién de la baya con la
respuesta a déficits hidricos impuestos en diferentes momentos del desarrollo de la
uva valorando asi la sensibilidad fenolégica de ambas variedades a la escasez de agua

en el suelo.
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Material y métodos

3.1. MATERIAL VEGETAL

3.1.1. Cultivares de Vitis vinifera L.

La uva Tempranillo, es una variedad tinta cultivada extensamente para producir vinos tintos
con cuerpo en Espafia, de donde es originaria. Ocupa una superficie de cultivo de 31.046
hectareas, lo que supone un 61% de la D.O. Calificada Rioja, con un aumento progresivo en los
Ultimos afos en detrimento de otras variedades. Se considera autdctona de Rioja. Es la
principal uva usada en La Rioja, y a menudo se la menciona como la "uva noble" de Espaia. Su
nombre hace referencia al hecho de que madura varias semanas antes que la mayor parte de
las variedades de uva tinta espafiolas. Es una cepa vigorosa, con un racimo de tamafo medio,
compacto y alargado. La baya es de forma redonda y con piel de consistencia media. El vino
procedente de esta variedad es equilibrado, de color intenso, con poca intensidad, acidez y

graduacion alcohdlica media-alta de entre 10 y 12° (Bujan 2003).

Graciano es una variedad de poco rendimiento, por lo que no es muy abundante, y suele
cultivarse en el mismo vifiedo con otras variedades. El origen de Graciano es incierto, pero se
cree que aparecid en La Rioja. Forma parte de los ensamblajes de vinos gran reserva de las
denominaciones de origen Rioja y Navarra. En Espafia produce bajas cosechas, pero es un
componente clave de los grandes reservas de Rioja y Navarra, aportando estructura y
potencial para envejecer. La uva Graciano es una variedad vinifera muy recomendada en las
comunidades auténomas de Navarra, Pais Vasco y La Rioja. Es una variedad de grandes
aptitudes enoldgicas, pues aporta color, acidez y aromas a los vinos. La baya es redonda, de
color negro intenso, tamafio pequeiio, ceroso, hollejo fino, de carne dura e incolora y con

pepitas muy gruesas. Los racimos poseen dos hombros cilindricos cortos, producen una baja
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cantidad de bayas delicadamente aromatizadas y no son colgantes. La cepa tiene un buen

vigor, brotacidn tardia y la vendimia suele tener lugar a mediados de octubre.

3.1.2. Obtencion de esquejes fructiferos

La vid es una planta de estructura y funcionamiento complejos, muy influenciada por las
condiciones de cultivo y ambientales. Esto hace que los estudios a nivel fisiolégico sean
especialmente dificiles y que se requiera el desarrollo de técnicas que permitan cultivar la vid
en condiciones controladas (Antolin y col. 2010). Mulins (1966) desarrollé un modelo en el que
mediante un control severo del crecimiento vegetativo, se pueden obtener esquejes
enraizados antes del desborre, asi como un desarrollo prefloral de las inflorescencias. Esta
técnica fue posteriormente modificada por Ollat y col. (1998) y Geny y col. (1998) para la
variedad Cabernet Sauvignon y por Santa Maria (2004) para las variedades Garnacha vy

Tempranillo.

Los sarmientos de vid (Vitis vinifera L.) utilizados han sido de dos variedades viniferas,
Tempranillo y Graciano. El material vegetal de ambas variedades se obtuvo en el momento de
la poda (finales de Enero), en una parcela experimental de la Estacidn de Viticultura y Enologia
de Navarra (EVENA) en Olite, (Navarra). Una vez en el laboratorio, los sarmientos se cortaron
en estaquillas de 3 nudos (NO, N1, N2) (Figura 19), seleccionando la parte central del sarmiento
debido a una mejor organizacion de las yemas (Bouard 1966). Seguidamente se procedio a la
desinfeccién de los sarmientos usando un fungicida de amplio espectro, Beltanol (Quinosol).
Posteriormente, se guardaron los esquejes en una camara fria a 5°C y oscuridad, con el

objetivo de evitar el desborre de las yemas (Lavaud 1989).
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En el momento de proceder al enraizamiento, se seleccionaron unos 170 esquejes por
variedad y se hidrataron en agua a 30°C durante 12 horas; seguidamente se eliminaron las
yemas de los nudos NO y N1 para dejar solo la yema N2. Las bases de los esquejes se
sumergieron durante 20 minutos en una solucién de &cido indol-butirico (300 mg I), se
introdujeron a la altura del NO en una caja de enraizamiento que contenia un material aislante
(lana de roca laxa) y se dejaron a 27°C, temperatura favorable para el enraizamiento. El
conjunto se introdujo en una nevera a 5°C con el objetivo de evitar el desborre de la yema N2.
Las estaquillas se regaron con agua tres veces por semana hasta que al cabo de un mes los

esquejes tuvieron suficientes raices para ser trasplantados.

Figura 19. Proceso de enraizamiento: (a) esqueje a 3 nudos, (b) dispositivo de enraizamiento, (c) estaquilla

enraizada.

Tras el enraizamiento, se realizd una nueva seleccidn dejando unos 140 esquejes por
variedad y se trasplantaron a macetas de 830 cm? gue contenian una mezcla de arena vy perlita
(1:1 v/v). Cuando aparecio el racimo, se dejaron las mejores plantas (unas 110 plantas por
variedad) que se trasplantaron de nuevo a unas macetas mayores (4 litros) que contenian una
mezcla de suelo y turba (1:1) en las que permanecieron durante todo el ciclo de desarrollo. El

suelo procedia de Olite (Navarra) y sus caracteristicas principales se muestran en la Tabla 1.
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Tabla 1. Caracteristicas principales del suelo (EVENA, Navarra).

Parametro

Andlisis fisico

Humedad (%) 1,18
Arena gruesa (2-0, 2 mm) (%) 8,93
Arena media (0, 2-0, 1 mm) (%) 14,89
Arena fina (0, 1-0, 05 mm) (%) 15,63
Limos gruesos (0, 05-0, 02 mm) (%) 15,37
Limos finos (0, 02-0,002 mm) (%) 20,18
Arcilla (< 0,002 mm) (%) 24,99
Humedad (%) 1,18
Arena gruesa (2-0, 2 mm) (%) 8,93
Arena media (0, 2-0, 1 mm) (%) 14,89
Arena fina (0, 1-0, 05 mm) (%) 15,63
Limos gruesos (0, 05-0, 02 mm) (%) 15,37
Limos finos (0, 02-0,002 mm) (%) 20,18

Andlisis quimico

pH agua (1:2,5) 8,18
pH KCl 1M (1-2,5) 7,52
C.E.(1:1) (dSm™)* 0,27
C/N 10,87
Materia organica oxidable (%) 1,44
Carbonatos totales (%) 27,88
Caliza activa (%) 5,52

Andlisis mineral

P (P,0s)(mg kg ™) 29,85
K (K,0) (mg kg™) 251,03
N total (%) 0,08

C.E.: Conductividad eléctrica

El riego se realizd con la solucidon nutritiva recomendada por Ollat y col. (1998), cuya

composicion se presenta en la Tabla 2.
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Tabla 2. Composicion de la solucion nutritiva

Compuesto Concentracion

Macronutrientes (g I'')

NH; NOs 0,045
(NH,),HPO, 0,075
KNO3 0,129
MgSO, 7H,0 0,125
Ca(NO;),4H,0 0,248
(NH,),SO,4 0,065
EDTA Férrico 0,125

Micronutrientes(mg ")

HsBO; 2,860
MnCl, 4H,0 1,810
ZnS0O, 7H,0 0,220
CuSO, 5H,0 0,080
(NH4)sM0;0,4 4H,0 0,016

Las condiciones de crecimiento en invernadero fueron: humedad relativa 70%, 25/15°C
dia/noche, 14 horas de fotoperiodo y una densidad de flujo foténico de 600 umol m>s™ a la

altura del N2.

3.1.3. Desarrollo de las plantas

Desde el desborre y hasta el cuajado de las bayas, los esquejes fueron sometidos a diversas
manipulaciones. La finalidad de estas operaciones fue eliminar la competencia por las reservas
de la madera y por los reguladores de crecimiento de otros érganos de la planta (hojas,
zarcillos, yemas, otros racimos) con el Unico racimo. De esta forma se favorecié su buen
desarrollo y maduracién. A partir de la aparicion de las primeras hojas, se eliminé cada una de
ellas salvo la situada antes de la inflorescencia, que se dejo con el fin de garantizar un mejor

desarrollo del racimo y evitar su posible atrofia (Figura 20).
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Desborre Eliminacién de Eliminaciéon del Eliminacién de apices
las hojas primer apice vegetativos hasta el cuajado
anteriores ala vegetativo y de las
inflorescencia yemas axilares

Figura 20. Proceso de obtencion de los esquejes fructiferos (adaptado de Antolin y col. 2010).

Transcurrida una semana desde el trasplante, se eliminaron el primer dpice vegetativo y la
segunda inflorescencia. La extirpacién del dpice vegetativo facilité la emergencia de las yemas
axilares de las hojas suprimidas, debido a la pérdida de la dominancia apical. Las yemas
nacientes antes del racimo, fueron eliminadas y se dejé desarrollar aquella colocada frente a la
inflorescencia. El brote de ésta serd el responsable de la nutriciéon del racimo cuando sus hojas
sean fotosintéticamente activas. El nuevo brote se dejé crecer hasta la aparicién de la cuarta
hoja. En este momento, se extirpd el segundo apice vegetativo hasta que la planta alcanzo el
estadio de cuajado (aproximadamente, 30 dias desde el trasplante). A partir de entonces y

hasta la maduracion, se dejo crecer la planta libremente.
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Gracias a esta técnica se puede conseguir desde el primer ano la maduracién del racimo,
permitiendo ademads la obtencién de mas de una cosecha al aino, lo que facilita la investigacion
en la fisiologia de la vid. Asi, la utilizacion de esquejes fructiferos para estudios fisiolégicos en
vid se ha revelado como un sistema adecuado de estudiar el efecto de los pardmetros
medioambientales con el control, rigor y repetitividad necesario para extraer conclusiones
cientificas validas (Antolin y col. 2010). Con este cultivo se obtienen racimos perfectamente
comparables a los de cepas procedentes del campo gracias al exhaustivo control de
crecimiento vegetativo durante las primeras fases del desarrollo del esqueje. Tras 5 meses de
crecimiento cada planta produce un racimo maduro, cuyo peso se ajusta a la relacién peso

fruto/ area foliar habitual (Figura 21).

3.2. DISENO EXPERIMENTAL

El trabajo se llevd a cabo en los invernaderos de la Universidad de Navarra, en condiciones
ambientales totalmente controladas, utilizando esquejes fructiferos de vid. El estudio se

realizé en dos variedades tintas de uva para vinificacién, Tempranillo y Graciano.

3.2.1. Tratamientos

El disefio experimental constaba de series de plantas que crecieron en el invernadero bajo las

condiciones descritas en el apartado anterior hasta después del cuajado del fruto. Cuando las

bayas alcanzaron un didmetro de 2 mm, que corresponde al estadio 27 de la escala Eichhorn 'y

Lorenz (E-L) descrita por Coombe (1995) se impusieron los diferentes niveles de riego:
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Control: las plantas recibieron el agua necesaria para un desarrollo adecuado
aportando diariamente la cantidad necesaria para mantener el 80% de la capacidad de
campo (maxima agua que puede retener un suelo).

Riego deficitario regulado (regulated deficit irrigation, RDI): las plantas recibieron la
mitad de agua que las plantas control aplicando diariamente el 50% del agua aportado

en el tratamiento control.

EL tratamiento de riego deficitario se aplicé en diferentes momentos, por lo que los

tratamientos resultantes fueron (Figura 22):

1)

2)

3)

Riego deficitario sostenido (sustained deficit irrigation, SDI): el riego deficitario se
aplicé desde el cuajado hasta el momento de la cosecha, por lo que sus efectos se
prolongaron durante el crecimiento y la maduracién de la baya.

RDI pre-envero (early deficit, ED): el tratamiento se aplicé desde el cuajado hasta el
comienzo del envero. A partir de ese momento se restablecio el régimen hidrico como
en las plantas control, por lo que el déficit hidrico afecté Unicamente a la fase de
crecimiento herbaceo de la baya.

RDI post-envero (late deficit, LD): la reduccion en el suministro de agua se inicié en el
envero y se prolongd hasta la cosecha, de forma que el déficit hidrico sélo afecto a la

fase de maduracién de la baya.
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Figura 22. Disefio de los tratamientos de riego aplicados: riego deficitario sostenido (SDI), riego deficitario post-
envero (LD) y riego deficitario pre-envero (ED).

3.2.2. Control del estado hidrico del suelo

El estado hidrico se cuantific6 mediante la instalacién de un sensor de humedad de suelo en
cada una de las macetas, de la marca Watermark Soil Moisture (Irrometer Co, Riverside,
California, EE.UU.). El nivel del agua en cada maceta se consideré éptimo cuando el sensor
marcaba valores por debajo de 20 kPa. Esta cantidad fue determinada gravimétricamente y
corregida cada semana con el fin de adaptarla a las nuevas necesidades evaporativas

generadas por el crecimiento vegetativo de la planta (Figura 23).
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Figura 23. Evolucién del potencial hidrico () del suelo medido a lo largo de los experimentos. Los tratamientos de
riego fueron: Control y riego deficitario sostenido (SDI).

También se utilizaron sensores de humedad del suelo EC-5 (Decagon Devices, Inc.,

Pullman, Washington, EE.UU.) que registraban directamente el contenido volumétrico de agua

en el suelo (Figura 24).
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Figura 24. Evolucién del contenido volumétrico de agua en el suelo medido a lo largo de los experimentos. Los

tratamientos de riego fueron: Control y riego deficitario sostenido (SDI).

3.2.3. Determinaciones fisioldgicas

Se obtuvieron muestras de bayas recogidas en distintas etapas a lo largo del desarrollo y

maduracién de la baya. Se definieron los siguientes estadios fenolégicos (Figuras 25y 26):

(E-L 27).

de didmetro (E-L 31).
Inicio del envero: momento en que las bayas verdes comienzan a

(aproximadamente 9° Brix) (E-L 35).

74

Cuajado: momento en que las bayas tenian aproximadamente unos 2 mm de didmetro

Tamafio guisante: momento en que las bayas alcanzaban valores alrededor de 7 mm

cambiar de color

Final del envero: momento en que las bayas aparecen totalmente coloreadas (E-L 37).
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- Maduracion: momento en que las bayas alcanzaron valores de Brix de

aproximadamente 22° (E- L 38).

Figura 25. Momentos de muestreo en Tempranillo: cuajado (a), tamafio guisante (b), envero (c), maduracion (d).
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Figura 26. Momentos de muestreo en Graciano: cuajado (a), tamafio guisante (b), envero (c), maduracién (d).

3.3. MEDIDAS DE ESTADO HIDRICO EN LA PLANTA

3.3.1. Potencial hidrico foliar

Para la determinacién del potencial hidrico foliar (W) se utilizd el método de la camara de
presion de Scholander y col. (1965). La cdmara de presion empleada fue una SKYE SKPM 1400
(Powys, Reino Unido) con una precisién de 0,05 MPa. Las medidas del ¥ se realizaron en la

primera hora después del amanecer. La hoja se separé del tallo cortando el peciolo con una
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cuchilla afilada, de modo que la seccidn fuese limpia. Actuando con rapidez y trasladando el
material en bolsas de plastico cerradas con el propdsito de que no se modificase el valor real
del ¥ de la hoja, se colocé el peciolo en el tapdn y se ajustd éste a la tapa de la cdmara. Una
vez cerrada la cdmara se aplicé presidn, vigilando constantemente la superficie del corte del
peciolo con la ayuda de una lupa binocular de 15 aumentos. En el momento justo en el que el
agua afloraba en el corte del peciolo se cerrd la vélvula de la cdmara y se anoté la presidn que

marcaba en el mandmetro, que correspondia al valor del ¥ de la planta.

3.3.2. Contenido hidrico relativo

El contenido hidrico relativo (CHR) determina la cantidad de agua que posee un tejido en
relacidon a la maxima cantidad que puede tener. De esta manera, se pueden comparar tejidos
diferentes, por ejemplo de diferentes especies o tratamientos. La metodologia utilizada fue

descrita por Wheatherley (1970).

Para realizar las medidas se tomaron las muestras de hoja y se pesaron en una balanza de
precisién para conocer su materia fresca (MF). A continuacién, las hojas se introdujeron en
tubos de fondo plano que contenian algoddn humedecido con agua destilada, de tal forma que
la base del peciolo estuviera en contacto con el algodén humedo. Los tubos se taparon con
tapones de goma. Los tubos (con las hojas) se dejaron equilibrar durante 24 horasa 4°Cy en la
oscuridad, para evitar variaciones en la materia seca (MS) inicial. Una vez transcurrido ese
periodo de tiempo, se extrajeron las muestras y se pesaron para asi obtener la materia
turgente (MT). Por ultimo, las hojas se introdujeron en una estufa a 85°C durante 48 horas con

el fin de obtener la MS. El CHR se calculé mediante la siguiente férmula:

CHR= (MF-MS/MT-MS) x 100
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3.4. CARACTERIZACION DE LA BAYA

La caracterizacion de la baya se realizdé mediante la cuantificacion de los siguientes

pardmetros:

3.4.1. Tamaiio de la baya

El tamafio de la baya se estimd a partir de la relacién entre la MF del racimo y el numero de

bayas. Ademas, se calculé la proporcidn de hollejo en la baya como el cociente entre la MF del

hollejo y la MF de la baya.

3.4.2. Volumen de la baya

En cada racimo se eligieron al azar 10 bayas y de cada una se midid el didametro. El volumen se

calculé mediante la férmula del volumen de una esfera (4/3 mr®) donde r era el radio de la

esfera.

3.4.3. Contenido hidrico de la baya

A partir de los datos de materia fresca (MF) y seca (MS) se calculé el contenido hidrico (CH) de

la baya:

CH = [(MF = MS)/ MF] x 100
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3.5. ANALISIS DE LA COMPOSICION DE LA UVA

Parte de los analisis de la composicién de la uva se realizaron en el Instituto de Ciencias de la
Vid y del Vino (Universidad de La Rioja, Gobierno de La Rioja y CSIC), Logroiio, bajo la direccidon

de la Dra. Belén Ayestaran lturbe.

3.5.1. Preparacion de extractos

En cada uno de los estadios fisioldgicos elegidos se separaron muestras de 50 bayas por
tratamiento y se pesaron, congelaron y almacenaron a -80°C para su posterior analisis. Las
muestras se homogeneizaron con un mezclador Ultra Turrax (IKA, Satufen, Alemania) a 5500 g
durante 1 minuto. Después, se tomd un gramo de la mezcla y se colocd dentro de un tubo de
centrifuga junto con 10 ml de etanol diluido en agua destilada (50% v/v, pH 2,0) (lland y col.
2004). La muestra se dejé macerar durante una hora en un bafio de ultrasonidos (Bandelin,
Berlin, Alemania) y posteriormente se centrifugd a 2300 g durante 15 minutos en una
centrifuga Sorvall RC 6 Plus (Du Pont, BH, Alemania). El sobrenadante obtenido constituyo el
extracto hidroalcohdlico utilizado para los analisis de compuestos fendlicos, aminoacidos,
aminas y amonio por cromatografia liquida de alta eficacia (high-performance liquid

chromatography, HPLC).

3.5.2. Andlisis de compuestos fendlicos

3.5.2.1. Andlisis por HPLC

Se tomaron 2 ml de los extractos hidroalcohdlicos y se fraccionaron mediante cromatografia

de permeacidn en gel (GPC) en una columna Toyopearl gel HP-50F (Tosohaas, Montgomery-
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Ville, Pensilvania, EE.UU.) siguiendo el protocolo descrito por Guadalupe y col. (2006). Una
primera fraccion (F1) se eluyd con una mezcla de etanol/agua/acido trifluoroacético
(55:45:0,05, v/v) mientras que una segunda fraccion (F2) se recuperd con acetona/agua (60:40,
v/v). Posteriormente ambas fracciones se desecaron al vacio. La fraccion F1 se utilizé para
cuantificar compuestos fendlicos monoméricos y la fraccion F2 se empled para determinar la

concentracién de proantocianidinas. Todas las muestras se fraccionaron por duplicado.

Las antocianinas, los acidos hidroxicindmicos, los flavonoles y los flavan-3-oles se
determinaron siguiendo la metodologia desarrollada por Guadalupe y Ayestaran (2008) y
Fernandez y col. (2011). Los compuestos fendlicos de la fraccion F1 se separaron y
cuantificaron por cromatografia liquida de alta eficacia con detector de arreglo de diodos
(HPLC with Diode-Array Detection) (HPLC-DAD) utilizando un cromatdgrafo Agilent 1100
(Waldbronn, Alemania) equipado con un inyector G1313A, una bomba cuaternaria G1311A
HPLC, un desgasificador en linea G1379A, un horno G1316A y un detector de arreglo de
fotodiodos G1315B. Se utilizd una columna en fase inversa Kromasil 100-C18 de 200 x 4,6 mm
y 5 um de tamafio de particula, con una precolumna del mismo material (Teknokroma,
Barcelona, Spain) termorregulada a 30°C. La identificacion individual de los diferentes
compuestos fendlicos se realizé por HPLC acoplado con espectrometria de masas (mass
spectrometry, MS) (HPLC-MS). La cuantificacién final se realizd con el software Agilent

Chemstation. Todas las determinaciones se realizaron por triplicado.

Las proantocianidinas se analizaron en la fraccidon F2 utilizando el método de catalisis
acida en presencia de un agente nucleofilico (floroglucinol) seguido de deteccién por HPLC en
fase inversa (Kennedy y Jones 2001). En este caso se utilizé una columna ACE HPLC (5 C18-HL)
de 250 mm x 4,6 mm y un tamafo de particula de 5 um, con una precolumna del mismo

material. El contenido total de proantocianidinas se calculd6 como la suma de todas las
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subunidades resultantes de la floroglucindlisis y las subunidades terminales (catequina,
epicatequina y epicatequina-galato) (Guadalupe y col. 2006). Todas las determinaciones se

hicieron por triplicado.

3.5.2.2. Andlisis por espectrofotometria

Los polifenoles totales y las antocianinas totales y extraibles se determinaron siguiendo el
protocolo descrito por Saint-Cricq y colaboradores (1998), método frecuentemente utilizado
en las bodegas y que ha sido validado como una buena estimacion del color potencial del vino
(Kontoudakis y col. 2010). Para ello, las bayas se dividieron en dos muestras que se
homogeneizaron y se dejaron macerar durante 4 horas en una solucion a pH 1 (HCl) y pH 3,2
(acido tartarico) respectivamente. Transcurrido este tiempo, las muestras se centrifugaron y
los sobrenadantes se utilizaron en las siguientes determinaciones. La concentracién de
polifenoles totales se obtuvo midiendo la absorbancia de la solucién a pH 3,2 a 280 nm. en un
espectrofotometro. Las antocianinas se determinaron en ambos sobrenadantes tal y como
propusieron Ribéreau-Gayon y Stonestreet (1965), midiendo la absorbancia a 520 nm. La
concentracién obtenida en la solucidon con pH 3,2 indica las antocianinas extraibles, mientras
que la medida a pH 1 refleja las antocianinas totales. La diferencia entre ambos datos se utilizd

para calcular el porcentaje de extractabilidad (Salazar-Parra y col. 2010).

3.5.3. Andlisis de compuestos nitrogenados

Los dos métodos utilizados se basaron en el descrito por Gomez-Alonso y col. (2007). El

primero de ellos consistio en la separacion por HPLC en fase inversa acoplado a un detector de

absorbancia ultravioleta- visible (UV-Vis) de las aminoenonas formadas mediante la reaccion
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de los aminoacidos, las aminas y los iones amonio con el reactivo de derivatizacién dietil

etoximetilén malonato (DEEMM).

Las aminoenonas derivadas se obtuvieron mediante la reaccion de 1 ml del extracto
hidroalcohdlico obtenido anteriormente (apartado 3.5.1) con 1,75 ml de tampdn borato 1M
pH 9, 750 pl de metanol, 20 ul de estandar interno (acido L-2-aminoadipico, 1 g I') y 30 pl de
DEEMM. La mezcla permanecié durante 30 minutos en un bafio de ultrasonidos vy
seguidamente se calenté a 70°C durante dos horas para permitir la completa degradacién del
exceso de DEEMM vy de los subproductos del reactivo. La separacién cromatografica se realizé
con una columna ACE HPLC (5 C18-HL) de 250 mm x 4,6 mm y un tamafio de particula de 5 um
termorregulada a 16°C a través de un gradiente binario donde el eluyente A consistié en una
mezcla de tampdn acetato 25 mM pH 5.8 y 0.02% azida sddica; el eluyente B estuvo
compuesto por una mezcla de acetonitrilo (80:20 v/v). El gradiente se realizé con un flujo de

0,9 ml min™ tal y como se indica en la Tabla 3.

Tabla 3. Gradiente de eluyentes utilizados en la separacion de compuestos nitrogenados.

Tiempo (minutos) 0,0 200 30,5 335 650 730 780 820 90,0

Eluyente A (%) 90 90 83 83 60 28 18 0 0

Eluyente B (%) 10 10 17 17 40 72 82 100 100

Para la deteccidon de los compuestos nitrogenados se utilizéd un detector de arreglo de
fotodiodos (DAD) G1315B a 280 y 300 nm. En estas condiciones se separaron, identificaron y
cuantificaron 34 compuestos con una sola inyeccién: 24 aminodcidos, 9 aminas y el i6n
amonio. Los compuestos se identificaron segin sus tiempos de retencion y las caracteristicas

espectrales en UV-Vis de los derivados de sus correspondientes estandares, puesto que se
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cuantificaron utilizando el método del estandar interno. Los analisis se realizaron por

triplicado.

En el segundo método, las muestras vegetales se diluyeron previamente con una
disolucién de HCl 0,1 M y se pasaron por un filtro de 0,22 um. La derivatizacidon se realizd con
o-ftaldialdehido (OPA) y la separacién por HPLC se llevd a cabo utilizando una columna de 150
mm x 4,6 mm y un tamafo de particula de 4,6 um, a través de un gradiente binario donde el
eluyente A consistié en tampdn fosfato y el eluyente B estuvo compuesto por una mezcla de
acetonitrilo (80:20 v/v). En el caso de las aminas bidgenas se utilizdé el método recomendado
por la Organisation Internationale de la Vigne et du Vin mediante deteccién por fluorescencia a

las longitudes de onda de excitacion (356 nm) y absorcién (445 nm).

3.6. CUANTIFICACION DE HORMONAS EN BAYAS

Los andlisis de la composicién hormonal de la uva se realizaron en el Departamento de
Ciencias Experimentales (Universitat Jaume 1), Castellén, bajo la direccidon del Dr. Aurelio

Gomez-Cadenas.

3.6.1. Procedimiento de extraccidn y purificaciéon

La concentracion de acido abscisico (ABA), acido indol-3-acético (IAA), acido salicilico (SA) y
acido jasmanico (JA) en las bayas se analizé siguiendo la metodologia descrita por Durgbanshi

y col. (2005) y Montolid y col. (2009).

Las bayas congeladas se pulverizaron con nitrégeno liquido en un mortero previamente

enfriado y posteriormente se realizé un extracto con 0,5 gramos de la muestra y 5 ml de agua
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ultrapura utilizando un homogeneizador (Ultra-Turrax, lka-Werke, Staufen, Alemania). Antes
de la extraccién se afiadid una mezcla de estandares para las diferentes hormonas analizadas
que consistié en 100 ng of [*He]-ABA, 5 ng of [*H,]-IAA, 100 ng of [*H,]-SA and 100 ng of [*He]-JA
con el objetivo de calcular el porcentaje de recuperacién. Los extractos se centrifugaron a
5000 g durante 10 minutos y al sobrenadante obtenido se le ajustd el pH a 3,0 con acido
acético. A continuacion, el sobrenadante se dividié dos veces con el mismo volumen de dietil
éter. La fase acuosa se descartd y la fracciéon organica se evaporé al vacio en un evaporador
(Jouan, Saint-Herblain, France) a temperatura ambiente. El residuo sélido se resuspendid en 1
ml de una solucidén de agua/metanol (9:1, v/v) y se pasé a través de un filtro de acetato de
celulosa de 0.22 um. Esta solucion (20 ul) se inyectd directamente en el equipo de HPLC

(Alliance 2695, Waters Corp., Milford, EE.UU).

3.6.2. Separacion y cuantificacion de hormonas

Para la separacién de las diferentes hormonas se empled una columna en fase inversa
Kromasil 100 C18 (Teknokroma, Barcelona, Spain) de 200 x 2,1 mm y 5 um de tamafo de
particula, utilizando un eluyente compuesto por metanol y acido acético glacial (0,05%)
disueltos en agua ultrapura. El flujo fue de 300 pml min™ y el gradiente se realizé como se

indica en la Tabla 4.
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Tabla 4. Gradiente de eluyentes utilizados en la separacion de hormonas.

Tiempo (minutos) 0 10 14 16 21
Metanol (%) 10 60 80 80 10
Acido acético glacial (%) 90 40 20 20 90

Se utilizé un espectrémetro de masas de triple cuadrupolo (Quattro LC, Micromass Ltd.,
Manchester, Reino Unido) que operaba en modo de electrospray de ionizacion negativa. Las

hormonas vegetales se cuantificaron segun se detalla en Durgbanshi y col. (2005).

3.7. PARAMETROS DE CALIDAD DE LA UVA

Para medir los parametros de calidad de la uva se procedié a una trituracion mecanica de una
muestra de bayas por tratamiento, seguida de centrifugacion a 4°C y 1000 g durante 10

minutos.

La concentracion de sélidos solubles totales se estimd a partir de la medida del grado Brix
utilizando un refractdmetro ZUZI, modelo 315. La acidez total del mosto se midié mediante la
neutralizacion volumétrica de la muestra con NaOH 0,1 N utilizando azul de bromotimol como
indicador de pH (Ough y Amerine, 1988). El resultado se expresé en g I de &cido tartarico. El

pH se midié con un pHmetro digital ORION SA 720 (Beverly, Massachusetts, EE.UU.).
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3.8. PARAMETROS DE CRECIMIENTO Y PRODUCCION

3.8.1. Produccidon de materia seca

Para estimar el crecimiento de la planta se determind la produccidon de materia seca (MS) de
las diferentes partes de cada planta. Los componentes que se separaron fueron: bayas (hollejo
y pulpa), hojas, raquis, brote, sarmiento y raices. Tras cuantificar la materia fresca (MF) se
empaguetaron los diferentes componentes de la planta y se introdujeron en una estufa a 85°C
donde permanecieron hasta que se obtuvo un peso constante. Pasado este tiempo se pesaron

en una balanza KERN 474 (Balingen-Frommern, Alemania) con una precision de 0,1g.

3.8.2. Determinacion del area foliar

El drea foliar se midié utilizando un medidor de area LI-COR modelo LI-3000 (Lincoln,
Nebraska, E.E.U.U.). Puesto que previamente se habia obtenido una buena correlacién (r =
0.97) entre la longitud del nervio central de la hoja y su area en cada cultivar, el area foliar
total se calculd a partir de la longitud del nervio central de todas las hojas aplicando

posteriormente las ecuaciones de regresién previamente obtenidas.

3.8.3. Componentes de la produccion

Los componentes de la produccidon se obtuvieron a partir de la materia fresca (MF) del racimo,
el numero de bayas y la materia fresca (MF) de bayas por planta. Las medidas se realizaron

utilizando una balanza KERN 474 (Balingen-Frommern, Alemania) con una precision de 0,1 g.
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3.9. TRATAMIENTO ESTADISTICO

Los datos se analizaron utilizando el programa “SPSS®” versién 15.0 para Windows 7. Se realizé
un analisis de la varianza (ANOVA) de un criterio. Mediante este test, se calculd la existencia de
diferencias significativas al 5% entre los tratamientos. En el caso de haber dos factores, se
realizé un ANOVA de dos criterios, que indicaba la existencia de diferencias significativas para
cada uno de los mismos, asi como la interaccién entre ellos. Para especificar entre qué
tratamientos de cada criterio se daban las diferencias, se siguid con un test a posteriori (t de
Tukey). En este caso, se obtuvo un valor de “t” tabulado para un nimero de grados de libertad
igual al sumatorio de los n-1 datos de los tratamientos comparados y para una significacion
igual a 0,5. Cualquier grupo de medias correspondientes a tratamientos distintos que mostrara
un “t” que fuera superior al valor de “t” obtenido, se considerd significativamente diferente
con una probabilidad menor de 0,05. La nomenclatura utilizada fue: letras iguales para
diferencias no significativas, y diferentes cuando si las hubo. El valor mas alto fue designado

con la letra ay el resto de los valores, en orden alfabéticamente decreciente.
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Polyphenolic composition under water deficit

RESUMEN

El objetivo del estudio ha sido evaluar la respuesta al déficit hidrico de la composicién fendlica
de dos variedades de vid (Vitis vinifera L.) cv. Tempranillo y Graciano durante el desarrollo y la
maduracién de la baya. El estudio se llevd a cabo con esquejes fructiferos cultivados bajo
condiciones controladas en un invernadero. Se impusieron dos niveles de riego: control (bien
regado) y riego deficitario sostenido (SDI). Se identificaron 28 compuestos fendlicos,
incluyendo antocianinas, flavonoles, flavan-3-oles y dcidos fendlicos en extractos del hollejo de
las bayas. En ambas variedades, la aplicacién del riego deficitario redujo el area foliar, la
relacidn drea foliar-peso del racimo y el tamafio de la baya. Sin embargo, no se detectaron
cambios en los sdlidos solubles totales, pH del mosto o el contenido en polifenoles totales. En
Graciano, el déficit hidrico provocd un aumento en la proporcion relativa de hollejo por bayay
un descenso en la acidez titulable. En ambas variedades, la concentracion de antocianinas y
flavonoles aumentd durante la maduracion mientras que los flavan-3-oles monomeéricos (o
catequinas) y los acidos hidroxicindmicos se acumularon en la fase de tamafio guisante y
después descendieron durante la maduracion. En condiciones de déficit hidrico, las bayas de
Graciano alcanzaron mayores concentraciones de antocianinas, flavonoles y catequinas y
menor de acidos hidroxicindmicos que Tempranillo. En conjunto, los datos obtenidos indican
que en condiciones de riego deficitario, la composicidn fendlica de Graciano podria contribuir

a incrementar la calidad del fruto de esta variedad.
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ABSTRACT

The response of phenolic composition of skins from Vitis vinifera L. cv. Tempranillo and
Graciano grapes to water-deficit irrigation during berry growth and ripening was evaluated.
The study was carried out using container-grown grapevines grown under controlled
conditions in a greenhouse. Two irrigation treatments were imposed: control (well-watered)
and sustained deficit irrigation (SDI). Twenty-eight phenolic compounds, including
anthocyanins, flavonols and flavan-3-ols as well as phenolic acids derivatives, have been
identified in the extracts prepared from the grapes at physiological maturity. In both varieties,
water deficit application reduced leaf area and the leaf area to crop weight ratio and
decreased berry size. However, there were no changes in total soluble solids, juice pH or total
polyphenolic content. Water deprivation resulted in increased the relative skin mass and
decreased must titratable acidity in Graciano berries. Anthocyanins and flavonols in both red
varieties increased during berry ripening, while catechins and hydroxycinnamic acids were
mainly accumulated at the pea size phase followed by decrease of the content with ripening.
As compared to Tempranillo grape skins, water-stressed Graciano grape skins presented higher
contents of total anthocyanins, flavonols and monomeric flavan-3-ols (catechins) and lower
contents of hydroxycinnamic acids at harvest. Altogether, we concluded that under water-
deficit irrigation, Graciano grapes present a differential composition of phenolic compounds

that could have result in improved fruit quality.

Keywords: Anthocyanins, flavonols, hydroxycinnamic acids, Graciano grapes, sustained deficit

irrigation, Tempranillo grapes.
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Introduction

Phenolic substances are of profound significance to both the technological and nutritional
value of grapes and wines (Downey et al. 2006) and the different berry tissues (i.e., skin, pulp,
and seeds) each confer unique properties to wine. The skin confers colour, aroma, and other
organoleptic properties of wine. The pulp contributes the majority of sugars, which are
transformed into alcohol during the fermentation process. In addition, skin and pulp tissues
are the main source of volatile aroma compounds (Lund and Bohlmann 2006). The seed
contains flavan-3-ols which contribute important organoleptic properties to wine (Fernandez
et al. 2007). Grape and wine phenolics consisted in two main classes: flavonoid and
nonflavonoid compounds. Flavonoids, the most important family among grape phenols include
anthocyanins, flavan-3-ols (including monomeric catechins and proanthocyanidins) and
flavonols. Nonflavonoids derive primarily from the pulp and skins of berries and include
hydroxycinnamic acids and stilbenes. Flavonoids are regarded as one of the most important
determinants of quality in red grapes and wines. In recent year’s flavonoid compounds have
also attracted attention for their potential health benefits (Corder et al. 2006, Pezzuto 2008,

Aron and Kennedy 2008, Kallithraka et al. 2009).

Anthocyanins are the main agents responsible for the colour of red grapes and the wines
produced from them. The anthocyanin content and composition in grape berry skins is an
important factor determining wine quality because individual anthocyanins have different
characteristics with regard to colour or stability (reviewed by He et al. 2010). Among
flavonoids, flavan-3-ols represent the largest class of monomeric compounds, and exist as non-
glycosylated monomers (catechin), dimers, and polymers (proanthocyanidins or condensed
tannins). They are located in the three compartments of the berry (skin, pulp and seeds)
(Verries 2008), and play an important role in the taste and conservation of wine (Waterhouse

2002). Flavan-3-ols are also responsible for the bitterness, astringency and structure of wines

97



Polyphenolic composition under water deficit

(Gawell 1998, Peleg et al. 1999). Although colourless, flavonols (mainly, quercetin, myricetin,
kaempferol and isorhamnetin) seem to contribute to both bitterness and to wine colour as
copigments (Boulton 2001, Hufnagel and Hofmann 2008), whereas that phenolic acids can

participate in copigmentation (Schwarz et al. 2005).

The production of grapevine secondary metabolites can be impaired or magnified by
abiotic stress factors such as drought. Thus, it has been demonstrated in grape that a
moderate water restriction is useful to improve organoleptic quality of wine (Sivilotti et al.
2005, Chalmers et al. 2010). Changes in vine water status affected polyphenol amounts,
indicating that cultural practices can be used to influence composition. Water deficit can
enhance accumulation of anthocyanins, through the stimulation of anthocyanin hydroxylation
(Chaves et al. 2010). Castellarin et al. (2007b) show that water deficits accelerated
anthocyanin accumulation and increased the expression of many genes responsible for the
biosynthesis of anthocyanins. Besides changes in anthocyanin contents, its individual
composition changed in response to plant water status (Esteban et al. 2001, Castellarin et al.
20074, b, Bindon et al. 2008, Ollé et al. 2011). On the other hand, the effects of water deficits
on flavonol and proanthocyanidin concentrations were smaller than on anthocyanins, showing
only a moderate effect on flavonols (Grimplet et al. 2007, Castellarin et al. 2007b) and

proanthocianidins (Downey et al. 2006, Chalmers et al. 2010, Ollé et al. 2011).

Grapevine grows well in arid and semi-arid environments because it has relatively high
drought tolerance (Chaves et al. 2010) but physiological and metabolic responses of berries to
water deficit appear to be dependent on the cultivar (Deluc et al. 2009). Spain hosts a large
number of native V. vinifera varieties. However, most of those genotypes remain
uncharacterized, which limits their ability to improve berry quality traits. Graciano is a Spanish

variety traditionally used to improve wine mixtures containing other original varieties, giving
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them more aromas, and a more refined quality (Cirami et al. 2000). There have been relatively
few studies to date that have investigated the evolution of phenolic composition during
ripening in Graciano (Monagas et al. 2003, Nuiiez et al. 2004) and its response to water deficit
is poorly known. Sustained deficit irrigation (SDI) is a technique that could potentially be
readily adopted by the wine grape industry if adequate yields and berry compositional
attributes could be met (Ortega-Farias et al. 2012). Therefore, the current study has
undertaken an investigation of phenolic composition during berry development and ripening
of berries by characterizing the response of Tempranillo and Graciano (two Spanish original

varieties) to a similar level of sustained water-deficit irrigation.
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Materials and methods

Plant material

Dormant Vitis vinifera L. cuttings of cv. Tempranillo, 400-500 mm long and 15-20 mm in
diameter, were selected in the winter of 2010. The cuttings were propagated by a technique
that ensured that the formation of adventitious roots preceded bud burst using steps originally
outlined in Mullins (1966), with some modifications described in Ollat et al. (1998) and Antolin
et al. (2010). Cuttings were rooted in a heat-bed (25°C) inside a cool-room (5°C) for 30 days.
Rooted cuttings were planted in 10-L plastic pots containing a soil-peat (1:1, v/v) potting mix.
After rooting, cuttings were transferred to a greenhouse with a 25/20°C and 70/80% RH
(day/night) regime. They were illuminated for 15 h with natural daylight supplemented with
high-pressure sodium lamps (SON-T Agro Phillips, Eindhoven, the Netherlands), providing a
minimum photosynthetic photon flux density (PPFD) of 350 pmol m™ s™ at the level of the
inflorescence. After berry set (end of May), growth conditions in the greenhouse were
changed to a 25/15°C and 60/80% RH (day/night) regime with a PPFD of 600 umol m™s™ at the
level of inflorescence. A proper nutrient solution provided a mineral nutrition in accordance

with viticulture requirements (Ollat et al. 1998).

Samples berries were collected at three stages of development: (1) pea size,
corresponding to berries 7 mm in diameter [Eichhorn and Lorenz (E-L) growth stage 31]
(Coombe 1995) [27 days after anthesis (DAA) for the two water treatments]; (2) onset of
veraison corresponding to berries that began to colour and enlarge (approximately 9°Brix) [E-L
growth stage 35] (60 and 65 DAA for water deficit and well-watered treatments, respectively);
and (3) harvest corresponding to commercially ripe berries (approximately 22°Brix) [E-L growth
stage 38] (100 and 105 DAA in well-watered and water-deficit treatments, respectively). There
were five plants for each treatment and sampling-time combination from two biological

replicates.
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Water treatments

Two water management treatments were applied 11 DAA, at fruit set [E-L stage 27]
(Coombe 1995). In the control treatment, pots were maintained at 80% of pot capacity. Water-
deficit treatment plants received 50% of the water given to control plants (sustained deficit
irrigated, SDI) from fruit set to harvest. The resulting soil conditions during the experiments

are shown in Fig. 1.
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Figure 1. Soil water potential (V) measured from fruit set to harvest in pots subjected to different irrigation
treatments: full irrigation (control) or sustained deficit irrigation (SDI). Values represent means (n = 5). Arrow

indicates start of water treatments.
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Soil water potential () was monitored using a granular matrix sensor (Watermark Soil
Moisture Sensor, Irrometer Co, Riverside, CA, USA) placed within each pot. Pot capacity was
previously assessed by determining the amount of water retained after allowing water to free
drain through the holes at the bottom of the pot. The surface of the plant containers was
covered with quartz stones during the experiments to avoid water loss due to evaporation.
Watering was done by hand, providing a fixed volume of nutrient solution or deionised water
so that the different treatments were supplied with the same amount of nutrients during

water deficit.

Pre-dawn leaf water potential (¥ q) was measured with a SKYE SKPM 1400 pressure
chamber (Powys, UK) on five fully expanded leaves per treatment at each sampling date just
prior to irrigation. Ten berries from each treatment were collected, weighed, and subsequently
oven-dried at 80°C until constant mass was reached. Berry water content was calculated as
100*(FM-DM)/FM, where FM is fresh matter and DM is dry matter. Ninety to 100 berries from
each treatment (45-50 berries per biological replicate) were counted, weighed, and frozen at -

80°C for further analysis.

Analysis of phenolic compounds

Berry subsamples were homogenized using an Ultra Turrax grinder mixer (IKA, Staufen,
Germany) at 5,500-g for 1 min. Thereafter, the homogenate (1 g) was transferred into a
pretared centrifuge tube and 10 mL of 50% v/v aqueous ethanol (pH 2.0) was added (lland et
al. 2004). Maceration was then allowed for 1 h in an ultrasonic bath (Bandelin, Berlin,
Germany). The tube was then centrifuged at 2,300 g for 15 min (Sorvall RC 6 Plus, Du Pont, BH,

Germany) and the supernatant was named as the extract.
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Hydroalcoholic extracts (2 mL) were directly fractionated by gel permeation
chromatography (GPC) on a TOYOPEARL® gel HP-50F column (Tosoh, Montgomeryville, PA,
USA) using the method described by Guadalupe et al. (2006). A first fraction (F1) was eluted
with ethanol/water/trifluoroacetic acid (55:45:0.05 v/v/v) and a second fraction (F2) was
recovered by elution with acetone/water (60:40 v/v). The two fractions were taken to dryness
under vacuum and then the first fraction was used to quantify monomeric phenolics and the
second one was used to determine the proanthocyanidin content. All samples were

fractionated in duplicate.

Monomeric phenolic compounds in F1 fractions were analyzed by HPLC-DAD on an
Agilent modular 1100 liquid chromatograph (Waldbronn, Germany) equipped with a G1313A
injector, a G1311A HPLC quaternary pump, an online G1379A degasser, a G1316A oven, a
G1315B photodiode array detector, and Agilent Chemstation software. A Kromasil 100-C18
reverse phase column (5-um packing, 200 x 4.6 mm i.d.), protected with a guard column of the
same material (Teknokroma, Barcelona, Spain) and thermo-regulated at 30°C, was used.
Individual phenolic compounds were identified by HPLC-MS. Anthocyanins, hydroxycinnamic
acids, flavonols, and flavan-3-ols were determined as indicated by Guadalupe and Ayestaran

(2008). Each measurement was run in triplicate.

Yield and fruit quality

Bunches from each treatment type were weighed and all berries from each bunch were
separated and weighed to obtain yield. Berries were weighed individually, mean berry weight
was determined and berries were separated into skin and flesh. Berry volume was calculated
using the definition of a sphere (4/3mr’, where r is the radius of the sphere). Leaf area was

measured with a portable area meter (model LI-3000, Li-Cor, Lincoln, NE, USA).
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A sample of 25 berries was crushed for determination of total soluble sugars, pH and
titratable acidity. Soluble solids were analysed using a temperature-compensating
refractometer (Zuzi model 315, Auxilab, Spain) and were expressed as °Brix. Must pH was
measured with a pH meter (Crison Instruments, Barcelona, Spain) standardised to pH 7.0 and
4.0. Finally, titratable acidity was measured by titration with NaOH, and was expressed as g

tartaric acid L™.

Statistical analysis

Data were analyzed by a two-factor analysis of variance (ANOVA). Variance was related to
the main treatments (variety and irrigation treatment) and to the interaction between them.
Means * standard errors (SE) were calculated, and when the F ratio was significant, least
significant differences were evaluated by a Tukey t-test, as found in the Statistical Package for
the Social Sciences (SPSS) version 15.0 for Windows XP (SPSS Inc., Chicago, IL, USA). All values

shown in the figures are means + SE.
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Results and Discussion
Water status, yield and plant growth

In Tempranillo, water-deficit treatment provoked significant differences in water status at
onset of veraison, as indicated by the decrease of leaf W4 in comparison to well-irrigated
plants. However, these differences between treatments disappeared at harvest (Figure 2). In
the case of Graciano, a significant drop of leaf ¥4 was detected only at harvest, indicating a
late response of this variety to soil water drying. Plants subjected to SDI had reduced
vegetative growth, as shown by the marked decrease in leaf area and the source to sink ratio
(Table 1). In Tempranillo, the leaf area-to-crop weight ratio was ca. 11-19 cm’ g7, close to
optimal values (between 6.2 and 10 cm” g) of grapevine vigour reported by Smart and
Robinson (2006). However, in Graciano, this ratio was above the optimum and it decreased
below the optimum in SDI plants (ca. 7.5 cm” g*). The SDI treatment also affected negatively
berry weight (Figure 2) and berry volume, which reached 75% and 68% of the control berries in
Tempranillo and Graciano, respectively (Table 1). In this latter variety, deficit irrigation also
resulted in increased the relative skin mass. In Tempranillo, SDI has induced no changes in
total soluble solids, juice pH or total polyphenolic content (Table 1). However, in Graciano

water deprivation results in decreased must titratable acidity.
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Figure 2. Pre-dawn leaf water potential (¥,4) and berry size of fruiting cuttings of Tempranillo and
Graciano grapevines subjected to different irrigation treatments: full irrigation (Control), or sustained
deficit irrigation (SDI). Values represent means (n=5). Different letters indicate significant differences
(p<0.05) between treatments according to a Tukey’s test.

Berry phenolic composition

Water-deficit irrigation alters grape berry composition but its impact on each berry part is
quite different. Thus, Grimplet et al. (2007) have showed that water deficit can have a major
impact on protein expression of grape pericarp than in pulp or seeds. The results of the current
study showed that berry skin anthocyanins were dominated by malvidin-3-glucosides
regardless the variety and water irrigation applied (Table 2) as observed for a number of other
grapevine varieties (Mazza et al. 1999, Kallithraka et al. 2009). However, anthocyanin
qualitative profiles in well-watered and SDI plants were significantly different for some
compounds because each grape cultivar is characterized by a distinct set of anthocyanins (Dai
et al. 2011). In response to the SDI treatment, total anthocyanin concentration at harvest was
decreased in Tempranillo grapevines (Figure 3). The anthocyanin derivatives showed that at

harvest, the concentration of all glucosides derivatives were decreased by SDI, while increases
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of contribution of 3-p-coumaroyl and acetylglucosides to total anthocyanins occurred in
response to SDI (Table 2). In Graciano, there were no changes in total concentration of
anthocyanins in deficit-irrigated plants, but the contribution of 3-p-coumaroyl-glucosides to
total anthocyanins increased in SDI. Thus, a two-factorial ANOVA showed significant
interaction between variety and irrigation level for percentages of anthocyanins derivatives
(Table 2). For both cultivars, increased proportion of 3-p-coumaroyl-glucosides was due mainly
to increased derivatives of malvidin. In the same way, other authors have shown that the
degree of hydroxylation and methoxylation of the anthocyanins in grape berries may be

altered by changes in irrigation management (Bindon et al. 2008).

Water deficit enhances accumulation of anthocyanins, through the stimulation of
anthocyanin hydroxylation that converts hydroxylated anthocyanins (cyanidin and delphinidin)
into their methoxylated derivates (peonidin, petunidin and malvidin) through the differential
regulation of flavonoid 3’-hydroxylase, flavonoid 3’, 5’-hydroxylase and O-methyltransferase
(Castellarin et al. 2007b). In Graciano, the major anthocyanins synthesized under water deficit
are the monoglucosides of petunidin, peonidin and malvidin and in their p-coumaroylated
derivatives as shown in other cultivars as Cabernet Sauvignon (Castellarin et al. 2007b, Deluc
et al. 2009), Shiraz (Ollé et al. 2011) and Tempranillo (Santesteban et al. 2011). In particular, in
well-watered plants of Graciano, the high levels of peonidin-3-O-acetylglucoside that confer a
deep red color when transferred from grape to the corresponding wine represent a positive
sensory parameter. Moreover, the higher contribution of total acetylated anthocyanins in SDI-
treated Graciano berries constitutes other positive qualitative index (Santos-Buelga and de

Freitas 2009).
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Figure 3. Concentration of monomeric anthocyanins, flavonols, hydroxycinnamic acids and catechins at different
stages of berry growth and ripening of Tempranillo and Graciano grapevines subjected to different irrigation
treatments: full irrigation (Control), or sustained deficit irrigation (SDI). Values represent means (n=25). Different
letters indicate significant differences (p<0.05) between treatments according to a Tukey’s test.

The flavonol production begins before the veraison, and increases during berry ripening
(lvanova et al. 2011). Similarly, in the present study, the highest concentrations of flavonols
were found at harvest (Figure 3), but individual composition of flavonols differed in each
variety studied (Table 3). Thus, the predominant flavonols in Tempranillo are the glucosides of
myricetin and quercetin. In contrast, the main flavonols found in Graciano berries are

quercetin-3-0-glucoside, myricetin, quercetin and isorhamnetin. Deficit irrigation was reported
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that have a moderate effect on flavonol synthesis in red cultivars (Grimplet et al. 2007, Sofo et
al. 2012) although response of flavonol concentrations to water deficits can differ between
grape varieties (Deluc et al. 2009). Our data showed that SDI treatment reduced flavonol
concentrations in Tempranillo and this decrease was due mainly to decreased myricetin-3-O-
glucoside (Table 3). By contrast in Graciano, flavonol accumulation was stimulated under SDI
conditions because increased concentration of quercetin-3-O-glucoside and isorhamnetin. The
observed differential response of anthocyanins and flavonols to water deficit irrigation could
be a result of the little turnover of anthocyanins that once formed they are accumulated in the
skin, while flavonols are used for the synthesis of other compounds and are easily degraded

(Adams 2006).

The highest amounts of hydroxycinnamic acids and catechins were found at pea size stage
and then, it decreased to harvest (Figure 3). Similar patterns for these compounds were
reported in Cabernet Sauvignon and Carménére grapes (Obreque-Slier et al. 2010). At pea size,
hydroxycinnamic acid content was greater in Graciano berries, but at harvest, the highest
values were found in Tempranillo. At veraison, SDI treatment provoked a significant reduction
of total hydroxycinnamic acids and catechins in Graciano. At harvest, the predominant
hydroxycinnamic acids of Tempranillo were c-caftaric, t-caftaric and caffeic acids (Table 3). In
Graciano, hydroxycinnamic acids included t-caftaric, c-coutaric, t-coutaric, caffeic and
coumaric acids. In well-watered plants, t-caftaric acid was found to be the main
hydroxycinnamic acid, accounting for 55% of the total regardless of variety. In Tempranillo, SDI
treatment stimulated accumulation of t-caftaric and caffeic acids. By contrast in Graciano,
although water-deficit irrigation did no altered total hydroxycinnamic acids at this moment, its
individual composition was modified. Thus, SDI treatment reduced concentrations of c-
coutaric and t-coutaric and increased concentrations of coumaric and ferulic acids. This

differential pattern was highlighted by two-way ANOVA showing significant interactions
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between variety and irrigation level. These findings are very interesting because
hydroxycinnamic acids are involved in browning reactions, and also because they are

precursors to volatile phenols in wine (Romeyer et al. 1983).

Conclusions

This study shows that application of a sustained water deficit procedure to grapevines cv.
Tempranillo and Graciano during fruit development and ripening reduced plant and berry
growth. The analyses of phenolic composition showed that under water deprivation, Graciano
grape skins presented higher contents of total anthocyanins, flavonols and monomeric flavan-
3-ols (catechins) than Tempranillo, which could be related to increased relative skin mass. This
study provides evidence that under water-deficit irrigation, Graciano grapes present a

differential composition of phenolic compounds that could result in improved fruit quality.
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RESUMEN

El riego deficitario en vid reduce el crecimiento de la planta, la produccion y el desarrollo de las
bayas, alterando ademads el proceso de maduracidn de las mismas, todo lo cual puede influir
en la composicién del fruto y la calidad del vino. Por tanto, los objetivos de este estudio
fueron: (1) investigar la influencia de las hormonas enddégenas de la baya, como son el acido
abscisico (ABA), el acido indol-3-acético (IAA), el acido salicilico (SA) y el acido jasmdnico (JA)
sobre el crecimiento y la maduracion de la uva bajo condiciones de déficit hidrico, y (2) analizar
los cambios en la composicion del fruto, en especial, en los compuestos nitrogenados en esas
condiciones. El estudio se llevd a cabo con plantas de Tempranillo cultivadas en macetas y bajo
condiciones controladas en un invernadero. Se impusieron dos niveles de riego: control (bien
regado) y riego deficitario sostenido (SDI). El déficit hidrico redujo el area foliar y la relacién
fuente: sumidero, asi como la produccién, el tamafio de la baya y la concentracién de los
principales compuestos fendlicos. El tratamiento SDI también modificé el estado hormonal de
la baya. Asi, en el estadio de baya tamaifio guisante, el SDI indujo un descenso en la
concentracién de IAA junto con el incremento de la de JA y SA en comparacion a las plantas
bien regadas. Durante el envero, la acumulacion de ABA fue menos acentuada en el
tratamiento SDI. En maduracién, el contenido de aminodacidos y amonio libre fue bajo en
ambos tratamientos, pero las bayas del SDI experimentaron una significativa acumulacién de
aminas. Los resultados sugieren que los efectos del déficit hidrico incluyen la reduccién del
crecimiento de la baya asi como cambios en las dindmicas hormonales, en la sintesis de
polifenoles y en el contenido y composicién de aminodcidos, todo lo cual podria comprometer
la calidad del fruto. Se discute ademas el posible papel del IAA sobre el control del tamafio de

la baya y del ABA y SA sobre el control de los niveles de antocianinas y flavonoles.
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ABSTRACT

Water-deficit irrigation to grapevines reduces plant growth, yield and berry growth, altering its
ripening process, all of which may influence fruit composition and wine quality. Therefore, the
goals of this study were (1) to investigate the influence of the main endogenous berry
hormones, abscisic acid (ABA), indole-3-acetic acid (IAA), salicylic acid (SA) and jasmonic acid
(JA), on berry growth and ripening under water-deficit conditions and (2) to analyze changes in
fruit composition, specifically N compounds, under water deprivation. The study was carried
out using container-grown Tempranillo grapevines grown under controlled conditions in a
greenhouse. Two irrigation treatments were imposed: control (well-watered) and sustained
deficit irrigation (SDI). Water deficit decreased leaf area and the source-to-sink ratio, reduced
yield and berry size, and decreased concentrations of main phenolic compounds. SDI also
modified berry hormonal status. At the pea-size stage, SDI berries had lower IAA and higher JA
and SA than nonstressed berries. At veraison (onset of ripening), accumulation of ABA was less
accentuated in SDI than in control berries. At harvest, the content of amino acids and free
ammonium was low in both treatments but SDI-treated berries showed a significant
accumulation of amines. Results suggest that water restrictions to grapevines might be playing
a physiological role in reducing berry growth, through affecting hormone dynamics, phenolic
synthesis and the berry amino acid content and composition, which could compromise fruit
quality. Possible roles of endogenous IAA controlling berry size and endogenous ABA and SA

controlling levels of anthocyanins and flavonols at harvest are discussed.

Key words: Abscisic acid, amines, amino acids, auxins, salicylic acid, sustained deficit irrigation
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Introduction

Grape berry development involves a complex series of changes, which can be divided into
three major phases (Salazar-Parra and others 2010). In Phase |, during initial berry growth,
berry size increases along a sigmoid growth curve due to cell division and subsequent cell
expansion. Organic acids (mainly malic and tartaric acids), proanthocyanidins, and
hydroxycinnamic acids accumulate to peak levels. Phase Il is characterized by a lag phase
where cell expansion ceases, and sugars begin to accumulate. Veraison (onset of ripening)
marks the beginning of Phase Ill, in which berries undergo a second period of sigmoid growth,
due to additional mesocarp cell expansion, accumulation of anthocyanin pigments for berry
colour and volatile compounds for aroma, softening, sugar accumulation (mainly glucose and
fructose), and a decline in organic acid accumulation. Growth and ripening of grape berries are
controlled by plant hormones (Davies and Bottcher 2009). Grape berries are classified as a
nonclimacteric fruit that accumulates abscisic acid (ABA) at the beginning of ripening, i.e., at
veraison (Antolin and others 2006, Deluc and others 2009; Wheeler and others 2009).
Moreover, other hormones such as polyamines (Baigorri and others 2001; Antolin and others
2008), ethylene (Chervin and others 2004, 2008), brassinosteroids (Symons and others 2006)
and auxins (Jeong and others 2004; Deytieux-Belleau and others 2007; Bottcher and others

20104, b) seem to exert relevant roles during grapevine ripening.

Grapevine quality depends mainly on metabolites content that are divided mainly into
two types, that is, primary and secondary metabolites (reviewed by Ali and others 2010). In
grapevine berries, the primary metabolites include sugars, amino acids, amines, alcohols, and
organic acids. Secondary metabolites include phenolics, flavonoids, and stilbenoids. Although
nitrogen (N) compounds in wine are quantitatively second in importance relative to sugars as a
nutrient for yeast, the N content is effectively the metabolic factor that determines the rate of

wine fermentation (Treeby and others 1998; Herbert and others 2005). Amino acids represent

127



Hormones and grape berry compounds under water deficit

30-40% of the total wine N and contribute to wine aroma, taste, and appearance (Hernandez-
Orte and others 2003). Amines are organic nitrogenous bases of low molecular weight that are
formed during metabolic processes in living organisms. In wine, amines are formed mainly
during malolactic fermentation, although vyeasts also synthesize them during alcoholic
fermentation (Herbert and others 2005). The amines have unpleasant effects at high
concentrations, causing health risks to sensitive individuals (Ancin-Azpilicueta and others

2008).

Grapevine cultivation is traditionally nonirrigated (especially in Europe) and spreads
widely across dry and semidry ecosystems. Water stress does not necessarily imply negative
effects. Regulated water deficit, which is the basis of different agronomic practices, has been
used mainly to achieve an appropriate balance between vegetative and reproductive
development. A mild water stress, maintained through partial irrigation, may reduce grapevine
vigour and competition for carbohydrates by growing tips, as well as promote a shift in the
partition of photoassimilates toward reproductive tissues and secondary metabolites. These
changes in plant metabolism by mild water stress may increase the quality of the fruit and the
wine produced (Kennedy and others 2002). Recent studies concerning the effects of water
deficit irrigation on berry constituents have paid much attention to its influence on secondary
metabolites such as anthocyanins, flavonols, and catechins (Castellarin and others 2007; Ollé
and others 2011). However, there is still insufficient data on other metabolites that are also
involved in berry and wine quality, such as amino acids and amines. It has been reported that
N-compound profiles can change depending on grapevine cultivar, berry maturity and tissue
type (Stines and others 2000; Bell and Henschke 2005). Information about the profiles of

amino acids and amines in grapes subjected to sustained deficit irrigation is lacking.
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Although much emphasis has been placed on the plant hormone ABA as a central
constituent of the berry-ripening process, soil drying could modify levels of other hormones
involved in berry development and ripening, and in fruit quality at harvest. Therefore, the aims
of this study were (1) to investigate the influence of the main endogenous berry hormones on
berry growth and ripening under a water-deficit irrigation regime and (2) to analyze the extent
of the variations in fruit composition, specifically N-compound profiles, under water-limited
conditions. The study was carried out with fruiting cuttings of Tempranillo, a widely grown

variety in Spain for its high-quality red wines.
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2. Materials and methods
Plant material

Previous research demonstrated that the fruiting cuttings technique is a useful model for
grapevine physiology studies (Antolin and others 2010) and has been refined over the last few
years (Salazar-Parra and others 2012a, b). It allows the development of vegetative (roots,
leaves, and shoots) and reproductive (inflorescences and clusters) organs as for the vineyard
grapevines (Lebon and others 2005) but under fully controlled environmental conditions.
Moreover, the chronology of flowering and fructification of the fruiting cuttings is similar to

that of the vineyard-grown grapevines (Lebon and others 2005, 2008).

Dormant Vitis vinifera L. cuttings of cv. Tempranillo, 400-500 mm long and 15-20 mm in
diameter, were selected in the winter of 2009. The cuttings were propagated by a technique
that ensured that the formation of adventitious roots preceded bud burst using steps originally
outlined in Mullins (1966), with some modifications described in Ollat and others (1998) and
Antolin and others (2010). Cuttings were rooted in a heat-bed (25°C) inside a cool-room (5°C)
for 30 days. Rooted cuttings were planted in 10-L plastic pots containing a soil-peat (1:1, v/v)
potting mix. After rooting, cuttings were transferred to a greenhouse with a 25/20°C and
70/80% RH (day/night) regime. They were illuminated for 15 h with natural daylight
supplemented with high-pressure sodium lamps (SON-T Agro Phillips, Eindhoven, the
Netherlands), providing a minimum photosynthetic photon flux density (PPFD) of 350 umol
m~2 s at the level of the inflorescence. Bud-break took place after 1 week under these
conditions. Careful control of vegetative growth before flowering improves the partitioning of
stored carbon towards the roots and the reproductive structures. Thus, only a single flowering
stem was allowed to develop on each plant during growth. After berry set (end of May),

growth conditions in the greenhouse were changed to a 25/15°C and 60/80% RH (day/night)

regime with a PPFD of 600 pmol m™ s™ at the level of inflorescence. A proper nutrient solution
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provided a mineral nutrition in accordance with viticulture requirements (Ollat and others

1998).

Samples berries were collected at three stages of development: (1) pea size, corresponding
to berries 7 mm in diameter [Eichhorn and Lorenz (E-L) growth stage 31] (Coombe 1995) [27
days after anthesis (DAA) for the two water treatments]; (2) onset of veraison corresponding
to berries that began to colour and enlarge (approximately 9°Brix) (E-L growth stage 35) (60
and 65 DAA for water deficit and well-watered treatments, respectively); and (3) harvest
corresponding to commercially ripe berries (approximately 22°Brix) (E-L growth stage 38) (100
and 105 DAA in well-watered and water-deficit treatments, respectively). There were five

plants for each treatment and sampling-time combination from two biological replicates.
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Figure 1. Soil water potential (V) measured from fruit set to harvest in pots subjected to different irrigation
treatments: full irrigation (Control) or sustained deficit irrigation (SDI). Values represent means (n = 5). Arrow
indicates start of water treatments.
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Water treatments

Two water management treatments were applied 11 DAA, at fruit set (E-L stage 27)
(Coombe 1995). In the control treatment, pots were maintained at 80% of pot capacity. Water-
deficit treatment plants received 50% of the water given to control plants (sustained deficit
irrigated, SDI). The resulting soil conditions during the experiments are shown in Fig. 1. Soil
water potential (') was monitored using a granular matrix sensor (Watermark Soil Moisture
Sensor, Irrometer Co, Riverside, CA, USA) placed within each pot. Pot capacity was previously
assessed by determining the amount of water retained after allowing water to free drain
through the holes at the bottom of the pot. The surface of the plant containers was covered
with quartz stones during the experiments to avoid water loss due to evaporation. Watering
was done by hand, providing a fixed volume of nutrient solution or deionised water so that the

different treatments were supplied with the same amount of nutrients during water deficit.

Pre-dawn leaf water potential (¥,q) was measured with a SKYE SKPM 1400 pressure
chamber (Powys, United Kingdom) on five fully expanded leaves per treatment at each
sampling date just prior to irrigation. Ten berries from each treatment were collected,
weighed, and subsequently oven-dried at 80°C until constant mass was reached. Berry water
content was calculated as 100*(FM-DM)/FM, where FM is fresh matter and DM is dry matter.
Ninety to 100 berries from each treatment (45-50 berries per biological replicate) were

counted, weighed, and frozen at -80°C for further analysis.

Hydroalcoholic extracts of berries

Berry subsamples were homogenized using an Ultra Turrax grinder mixer (IKA, Staufen,
Germany) at 5,500-g for 1 min. Thereafter, the homogenate (1 g) was transferred into a
pretared centrifuge tube and 10 mL of 50% v/v aqueous ethanol (pH 2.0) was added (lland and

others 2004). Maceration was then allowed for 1 h in an ultrasonic bath (Bandelin, Berlin,
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Germany). The tube was then centrifuged at 2,300 g for 15 min (Sorvall RC 6 Plus, Du Pont, BH,
Germany) and the supernatant was named as the extract. Hydroalcoholic extracts were used

for the analysis of phenolic compounds, amino acids, biogenic amines, and ammonium ion.

Analysis of phenolic compounds

Hydroalcoholic extracts (2 mL) were directly fractionated by gel permeation
chromatography (GPC) on a TOYOPEARL® gel HP-50F column (Tosoh, Montgomeryville, PA,
USA) using the method described by Guadalupe and others (2006). A first fraction (F1) was
eluted with ethanol/water/trifluoroacetic acid (55:45:0.05 v/v/v) and a second fraction (F2)
was recovered by elution with acetone/water (60:40 v/v). The two fractions were taken to
dryness under vacuum and then the first fraction was used to quantify monomeric phenolics
and the second one was used to determine the proanthocyanidin content. All samples were

fractionated in duplicate.

Monomeric phenolic compounds in F1 fractions were analyzed by HPLC-DAD on an
Agilent modular 1100 liquid chromatograph (Waldbronn, Germany) equipped with a G1313A
injector, a G1311A HPLC quaternary pump, an online G1379A degasser, a G1316A oven, a
G1315B photodiode array detector, and Agilent Chemstation software. A Kromasil 100-C18
reverse phase column (5-um packing, 200 x 4.6 mm i.d.), protected with a guard column of the
same material (Teknokroma, Barcelona, Spain) and thermo-regulated at 30°C, was used.
Individual phenolic compounds were identified by HPLC-MS. Anthocyanins, hydroxycinnamic
acids, flavonols, and flavan-3-ols were determined as indicated by Guadalupe and Ayestaran
(2008) and Fernandez and others (2011). Total proanthocyanidins were quantified in F2
fractions. The analysis of proanthocyanidin cleavage products was made after acid-catalysis in
the presence of excess phloroglucinol. The proanthocyanidins were reacted in a solution of 0.1

N HCl in methanol, containing 50 g L™ phloroglucinol and 10 g L™ ascorbic acid, at 50°C for 20
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min, and afterward combined with 5 volumes of 40 mM aqueous sodium acetate before
analysis by reversed-phase HPLC using an aqueous acetic acid and methanol gradient (Kennedy
and Jones 2001). The column was an ACE HPLC (5 C18-HL) with a 5-um particle size (250 mm x
4.6 mm) protected by a guard column containing the same material. The total
proanthocyanidin content was calculated as the sum of all the subunits: extension subunits
(phloroglucinol adducts) and terminal subunits (catechin, epicatechin, and epicatechin-gallate).

Each measurement was run in triplicate.

Analysis of nitrogen compounds

Aminoenone derivatives were obtained by reaction of borate buffer 1 M (pH 9),
methanol, hydro-alcoholic extract, internal standard (L-2-aminoadipic acid, 1 g L), and
diethylethoxymethylenemalonate (DEEMM) as described by Gomez-Alonso and others (2007).
Chromatographic separation was performed in an ACE HPLC column (5 C18-HL) 5-um particle
size (250 mm x 4.6 mm), temperature controlled at 16°C. In these conditions, 33 compounds
were separated, identified, and quantified in a single injection: 24 amino acids, 9 biogenic
amines, and ammonium ion. Target compounds were identified according to the retention
times and UV-Vis spectral characteristics of the derivatives of the corresponding standards,
and they were quantified using the internal standard method. Analyses were performed in

triplicate.

Hormone determinations in berries

The abscisic acid (ABA), indole-3-acetic acid (1AA), salicylic acid (SA), and jasmonic acid (JA)
content of the berries was analyzed by a HPLC coupled to a tandem mass spectrometer as
described in Durgbanshi and others (2005) and Montolit and others (2009). Briefly, frozen
berries were ground to a fine powder with a prechilled mortar and a pestle and then 0.5 g of

powdered tissue was extracted in ultrapure water using a tissue homogenizer (Ultra-Turrax).
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Before extraction, 5 pL of a mixture of internal standards, containing 100 ng of [*Hg]-ABA, 5 ng
of [H,]-IAA, 100 ng of [*H4]-SA, and 100 ng of [*He]-JA, was added to assess recovery and
matrix effects. After extraction and centrifugation, the pH of the supernatant was adjusted to
3.0 and partitioned twice against diethylether. The organic layers were combined and
evaporated in a centrifuge vacuum evaporator (Jouan, Saint-Herblain, France). The dry residue
was resuspended in a water: methanol (9:1) solution, filtered, and injected into a HPLC system
(Alliance 2695, Waters Corp., MA, USA). Hormones were then separated in a reverse-phase
Kromasil 100 C18 column (100 x 2.1 mm, 5-um particle size) using methanol and ultrapure
water, both of which were supplemented with glacial acetic acid to a concentration of 0.05%.
The mass spectrometer, a triple quadrupole (Quattro LC, Micromass Ltd., Manchester, UK),
was operated in negative ionization electrospray mode and plant hormones were detected
according to their specific transitions using a multiresidue mass spectrometric method
(Durgbanshi and others 2005). Concentrations of each plant hormone were determined using

calibration curves performed with known amounts of pure standard samples.

Yield and fruit quality

Bunches from each treatment type were weighed and all berries from each bunch were
separated and weighed to obtain yield. Berries were weighed individually, mean berry weight
was determined and berries were separated into skin and flesh. Berry volume was calculated
using the definition of a sphere (4/3mr®, where r is the radius of the sphere). Leaf area was
measured with a portable area meter (model LI-3000, Li-Cor, Lincoln, NE, USA). A good
correlation (r = 0.97) was obtained between the length of the main vein of the leaf and the leaf
area using several leaves of the same cultivar. Total leaf area of each plant was calculated after
measuring the length of the main vein in all leaves and applying the correlation formula as
follows: leaf area = -4.65 + (2.23 x vein length) + (0.96 x vein length?) (Salazar-Parra and others

2012b).
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A sample of 25 berries was crushed to determine of total soluble sugars, pH, and
titratable acidity. Soluble solids percent was measured using a temperature-compensating
refractometer (Zuzi model 315, Auxilab, Spain). Berry sugar content was expressed in °Brix.
Must pH was measured with a pH meter (Crison Instruments, Barcelona, Spain) standardised
to pH 7.0 and 4.0. Finally, titratable acidity was measured by titration with NaOH and
expressed as g tartaric acid L. Total polyphenols were analysed by spectrophotometry,
measuring UV absorption at 280 nm (Ribéreau-Gayon and others 1972), and expressed as mg

of gallic acid.

Statistical analysis

Data were submitted to a two-factor analysis of variance (ANOVA). Variance was related
to the main treatments (berry stages and irrigation treatment) and to the interaction between
them. Means + standard errors (SE) were calculated, and when the F ratio was significant, least
significant differences were evaluated by a Tukey t-test, as found in the Statistical Package for
the Social Sciences (SPSS) version 15.0 for Windows XP (SPSS Inc., Chicago, IL, USA). All values

shown in the figures are means + SE.
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Results
Water status, yield and plant growth

The different irrigation treatments imposed on Tempranillo grapevines caused significant
differences in water status, as indicated by the decrease of leaf ¥4 measured in plants
subjected to deficit irrigation (SDI) compared with well-irrigated plants (control) beyond pea
size (Fig. 2A). By contrast, no significant variations in berry water content were detected (Table
1). Plants subjected to SDI had reduced vegetative growth, as shown by the marked decrease
in leaf area, with the exception of the pea size stage (Fig. 2B). In well-watered plants, the leaf
area-to-crop weight ratio was ca. 10-12 cm?® g (Fig. 2C), close to optimal values (between 6.2
and 10 cm? g") of grapevine vigour reported by Smart and Robinson (2006). However, this
ratio decreased below the optimum in SDI plants at veraison and harvest (ca. 5.1 cm® g*) (Fig.

20).

Optimal irrigation resulted in significantly higher yield and bunch weight at harvest than
under the SDI regime (Table 1). In the SDI treatment, plants decreased yield and bunch weight,
reaching 52% of the values obtained for control grapevines. SDI, imposed at fruit set, also
affected negatively berry weight, and berry volume reached 74% of the levels of the control
berries (Table 1). By contrast, deficit irrigation produced a significant increase in the relative

skin mass of SDI-treated berries (Table 1).
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Figure 2. Pre-dawn leaf water potential (‘\¥;4) (A), leaf area (B) and leaf area to crop weight ratio (C) of fruiting
cuttings of Tempranillo grapevines subjected to different irrigation treatments: full irrigation (Control), or sustained
deficit irrigation (SDI). Values represent means (n=5). Different letters indicate significant differences (p<0.05)
between treatments according to the Tukey’s test.
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Phenolic compounds and characteristics of fruit

Analysis of grape must at harvest indicated some differences between the two water
regimes assayed in this study (Table 1). Thus, plants subjected to deficit irrigation (SDI) had a
lower content of total soluble solids (°Brix) in comparison with control plants (Table 1).
Although no significant differences were detected in the content of total polyphenols (Table 1),
it was evident that the concentration of each family of phenolics differed according to the
stage of reproductive development and water regime applied (Table 2). Thus, a two-factorial
ANOVA showed significant interaction between both factors for anthocyanins, flavonols, and
catechins. In general, anthocyanins and flavonols accumulated at harvest, whereas
hydroxycinnamic acids, catechins, and proanthocyanidins were higher at the pea-size stage,
and then decreased (Table 2). At the pea-size stage, SDI-treated berries had a lower content of
catechins and proanthocyanidins than control berries (Table 2). At harvest, water deficit

reduced anthocyanins and flavonols concentrations (Table 2).
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Hormones and grape berry compounds under water deficit

Berry hormonal content

Abscisic acid (ABA), indole-3-acetic acid (IAA), salicylic acid (SA), and jasmonic acid (JA)
contents in berries are shown in Fig 3. The highest concentration of ABA in berries was
detected at the onset of veraison in both irrigation treatments, but this increase was more
marked in the berries of control plants (Fig. 3A). The IAA levels in berries of Tempranillo
grapevines ranged from 0.05 to 0.35 nmol g DM. The concentration of IAA in berries was
highest at the pea-size stage, and then it abruptly decreased in both irrigation treatment
plants (Fig. 3B). However, at this stage, SDI berries had significantly lower IAA content than in
controls (Figure 3B). The concentration of salicylic acid (SA) in berries was distinctly affected by
the development stage and water regime (Fig. 3C). At pea size, SA concentration was higher in
SDI plants than in well-watered plants. By contrast, the SA level was higher in control berries
than in SDI berries at the onset of veraison. In well-watered berries, SA only decreased at
harvest; nevertheless in SDI berries, an abrupt decrease of SA concentration took place earlier
than in control berries (at onset of veraison). Finally, the concentration of jasmonic acid (JA)
reached a maximum in young berries after which it decreased markedly in both irrigation
treatments (Fig. 3D). Berries of SDI treatment plants had a higher JA level at pea size and at

harvest than berries of well-watered plants.
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Figure 3. Concentrations of abscisic acid, ABA (A), indole-3-acetic acid, IAA (B), salicylic acid, SA (C) and jasmonic
acid, JA (D) in berries from fruiting cuttings of Tempranillo grapevines subjected to different irrigation treatments:
full irrigation (Control), or sustained deficit irrigation (SDI). Values represent means (n=15). Different letters indicate
significant differences (p<0.05) between treatments according to the Tukey’s test.
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Berry N compounds

The total amino acid content in berries was highest at the pea-size stage, especially in SDI-
treated plants, and it was diminished at the onset of veraison and harvest in both irrigation
treatments (Fig. 4A). The minimum concentration of amines was at the beginning of fruit
ripening (veraison) in both treatments, but afterwards, SDI treatment exhibited significant
accumulation of amines at harvest (Fig. 4B). On the other hand, the ammonium concentration
in berries was highest at the onset of veraison in both water regimes assayed (Fig. 4C). In SDI
treatment, berries had low ammonium concentration at pea-size stage when compared with

those well irrigated (Fig. 4C).

Although no significant differences in total amino acid content were found at harvest,
individual amino acid composition differed according to the irrigation regime and stage of
reproductive development. The main amino acids identified in Tempranillo berries were L-
glutamine (GLN), L-asparagine (ASN) and to a lesser extent, L-glutamic acid (GLU), L-aspartic
acid (ASP), arginine (ARG), proline (PRO), hydroxiproline (HYP) and tryptophan (TRP) (Table 3).
Thus, two-factorial ANOVA showed significant interaction between both factors for GLN, GLU,
ASP, PRO, HYP and TRP. Water deficit induced significant accumulation of HYP and TRP at
harvest, and a decline in the concentration of GLU, ASP, and PRO in berries of SDI-treated

plants.

Individual amine composition also differed according to irrigation regime and stage of
reproductive development. The individual amines identified in berries of Tempranillo
grapevines were spermidine (SPD), tyramine (TYR), putrescine (PUT), tryptamine (TRYP),
cadaverine (CAD), phenylethylamine (PHETIL), and isoamilanine (ISOAMIL) (Table 4). Thus,
two-factorial ANOVA showed significant interaction between both factors for all analyzed

amines. In control plants, the concentration of SPD, PUT, CAD, PHETIL and ISOAMIL was
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significantly reduced throughout berry development. However, SDI plants showed the
opposite trend because concentrations of TRYP, CAD, PHETIL and ISOAMIL strongly increased

from veraison to harvest.

20

A O Control
b @ SDI

15+
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Total amino acids
(mg g?)
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Total amines
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Figure 4. Concentrations of amino acids (A), amines (B) and ammonium ion (C) in berries from fruiting cuttings of
Tempranillo grapevines subjected to different irrigation treatments: full irrigation (Control), or sustained deficit
irrigation (SDI). Values represent means (n=15). Different letters indicate significant differences (p<0.05) between
treatments according to the Tukey’s test.
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Hormones and grape berry compounds under water deficit

Discussion

Plant hormones control growth and grape berry ripening (Davies and Bottcher 2009).
Previous research has identified ABA as a key hormone in the ripening process, a plant
hormone that accumulates in the grape berry at the beginning of ripening (Antolin and others
2006, Deluc and others 2009; Wheeler and others 2009). Studies on the role of other plant
hormones, however, are scarce. Among them, roles for polyamines (Baigorri and others 2001;
Antolin and others 2008), ethylene (Chervin and others 2004, 2008), brassinosteroids (Symons
and others 2006) and auxins (Jeong and others 2004; Deytieux-Belleau and others 2007;
Bottcher and others 2010a, b) have been suggested. The expression of genes related to ABA
(Deluc and others 2009; Wheeler and others 2009), auxin (Jeong and others 2004; Deytieux-
Belleau and others 2007), ethylene (El-Kereamy and others 2003; Chervin and others 2004,
2008), and brassinosteroid (Symons and others 2006; Deluc and others 2007) metabolism was
modified at the onset of veraison. Water stress was reported to alter mRNA expression
patterns associated with hormone metabolism in grape berries (Deluc and others 2007;
Grimplet and others 2009). All the above-mentioned changes in hormone metabolism should
modify the grape berry hormone endogenous levels. The endogenous levels of plant hormones
in grape berries during ripening and their changes in response to water deprivation are
however poorly known. This work focused on investigating this, searching for implications with
respect to grape berry growth and phenolic and N-compounds composition. Also the present
work dealt with changes in berry ABA, IAA, JA, and SA at different stages of growth and
ripening (Fig. 3). In general, hormonal levels were highly modified by SDI being more evident at

the pea size stage and at the onset of veraison (Fig. 3).

Studies of ripening grapes revealed that complex hormonal signaling was activated at
veraison time. It is well known that grape berries accumulate ABA at the beginning of ripening

(veraison) (Antolin and others 2006, 2008; Wheeler and others 2009) as observed in the
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present work in both irrigation regimes (Fig. 3A). Transcripts and proteins linked to ABA
biosynthesis have been found in ripening berries; they regulate various processes related to
anthocyanins (Jeong and others 2004; Gagné and others 2011) and proanthocyanidins
(Lacampagne and others 2010) biosynthesis. Deluc and others (2009) established a positive
relationship between ABA and anthocyanins accumulation. Under water-deficit conditions,
increased (Deluc and others 2009) and decreased (Antolin and others 2006, 2008; Deluc and
others 2009) grape berry ABA concentrations were reported in different grapevine cultivars. In
the present study, a significant reduction of ABA concentration at veraison in SDI-treated
berries was found (Fig. 3A), which could lead to lower anthocyanins accumulation at harvest
(Table 2). Therefore, our data support a positive relationship between ABA accumulation at

the beginning of veraison and anthocyanins levels at harvest time.

The importance of auxins for fruit set and subsequent growth is well established in
different fruits including grape berries (Zhang and others 2003). Frequently, it has been
reported that the level of auxins is high in the early fruit growth phase, after which it declines
strongly, remaining low throughout the rest of berry development and reaching a minimum at
harvest (Deytieux-Belleau and others 2007; Bottcher and others 2010a). A similar pattern was
observed in the present work with Tempranillo (Fig. 3B). The higher concentrations of IAA in
young fruits may increase berry size due to increased cell size (Bottcher and others 2010b).
Water deficit reduced IAA concentration in berries at pea-size stage (Fig. 3B). Since higher
levels of IAA in young berries coincide with the phase of rapid cell division after fruit set
(McCarthy 2000), it could be suggested that diminished levels of IAA in SDI-treated berries at

pea size stage could have contributed to low berry size (Table 1).

Salicylic acid (SA) plays pivotal roles in regulating biotic and abiotic stress responses and

plant developmental processes including fruit ripening (Klessig and Malamy 1994). It has been
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reported that exogenous SA application delays ripening by having an effect on softening, sugar
content ,or ethylene biosynthesis in different fruits (Asghari and Aghdam 2010) including grape
berries (Kraeva and others 1998). Water deficit increased SA concentration in pea-sized
berries, but at onset of veraison SA abruptly decreased (Fig. 3C). Taking into account that SA
application to grape berries at veraison induced the expression of key genes involved in
phenolic biosynthesis (Wen and others 2005), we propose that increased levels of endogenous
SA in well-watered plants during ripening might contribute to enhanced accumulation of
anthocyanins and flavonols at harvest (Table 2). With respect to anthocyanins accumulation,

the SA effect would be similar to the ABA effect described above.

Although jasmonic acid (JA) was detected in plant fruits many years ago, its involvement
in fruit development and/or ripening is poorly understood (Pefia-Cortés and others 2005). In
grape berries, JA concentration decreased by 30 days after flowering and remained low
throughout ripening (Kondo and Fukuda 2001), similar to the pattern found in our study (Fig.
3D). Water deficit caused higher JA levels at pea size and at harvest in berries of SDI grapevines
than in those well watered, suggesting a possible role of this hormone in berry response to
water stress. To our knowledge, there are no reports on the effect of water stress on the

concentration of JA in grape berries.

Grape and ultimately wine N-containing metabolites influence quality components (Herbert
and others 2005; Ali and others 2010). In some cases, it has been reported that total N
concentration in grapes increases during ripening (Bell and Henschke 2005). However, N
concentration may decline towards the end of ripening as occurred in other studies (Hilbert
and others 2003) and in our experiment (Fig. 4A and 4C). In grapes, amines come mainly from
the decarboxylation of amino acids. It can be hypothesized that accumulation of amines (Fig.
4B) in berries of SDI-treated plants at harvest originated from amino acids present in berries at
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harvest (Fig. 4A). Although there was no significant difference between control and SDI-treated
plants with respect to amino acids present in berries at harvest, there was a tendency to
decrease in SDI-treated plants (Fig. 4A), and it should be noted that amine-concentration is
two orders of magnitude less than of amino acids (Fig. 4A and 4B). GLN is clearly the
predominant amino acid present early in berry development (Table 3). This amino acid has
been shown to be a major form of transported N present in the phloem sap of grapevine and is
presumably transported to the berry via the phloem (Ghisi and others 1984; Loulakakis and
Roubelakis-Angelakis 2000). After transport to the berry, GLN can act as a precursor for
subsequent biosynthesis of other amino acids (such as PRO and HYP) and amines (such as SPD
and PUT) via GLU. Water-deficit treatment altered the composition and concentrations of
amino acids and amines in Tempranillo berries at harvest (Tables 3 and 4). Thus, ASP and GLU
were decreased in SDI berries at harvest; this could be a result of an accumulation of CAD, SPD,
and PUT (Table 4; Loulakakis and others 2009) at the expense of GLU. Low concentrations of
amines are always present in grapes because some amines, especially polyamines (PUT, CAD
and SPD), are indispensable components of berries and are involved in their development
(Baigorri and others 2001; Antolin and others 2008). However, accumulation of other amines,
such as TYR and PHETIL, could have undesirable effects on human health (Ancin-Azpilicueta
and others 2008). The influence of water deficit on amine metabolism is poorly understood.
Only Bover-Cid and others (2006) analyzed levels of amines in grapes and concluded that
water stress in vineyards does not affect the amine content. By contrast, our data (Table 4) are
in agreement with those of Coelho and others (2005), who showed that the content of every
amine increased in lettuce plants subjected to water stress. With respect to amines, our data
indicate that all of them increased in berries of SDI-treated plants with respect to the controls

at harvest, including those with undesirable effects on human health (TYR and PHETIL).
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The above-described, SDI-mediated changes detected in grape berry growth and
composition could lead to changes in wine sensory attributes. Thus, SDI in Tempranillo caused
smaller berries with larger relative skin mass (Table 1). McCarthy (2000) showed that smaller-
size of berries subjected to post-flowering stress (as reported in the present work) were
caused by reduced cell division. The higher relative skin mass in SDI-treated berries has been
attributed to differential skin growth sensitivity of exocarp and mesocarp (Roby and Matthews
2004) in terms of decreased activity of pectin methylesterase (Deytieux-Belleau and others
2008). For red wine grapes, some water deficit during the growing season is a powerful way to
modify the amount of berry polyphenols and improve wine quality (Kennedy and others 2002,
Chalmers and others 2010). Reduction in berry growth usually leads to increased accumulation
of total phenolics, particularly anthocyanins and catechins (Castellarin and others 2007;
Intrigliolo and Castel 2010), being this effect more accentuated for anthocyanins than for
flavonols and proanthocyanidins (Kennedy and others 2002; Downey and others 2006; Ollé

and others 2011).

By contrast, our findings showed that imposition of SDI reduced concentrations of
anthocyanins and flavonols (Table 2). Similarly, Esteban and others (2001) reported that
anthocyanin concentrations measured at harvest in Tempranillo were higher in irrigated than
in non-irrigated grapevines. In most of the above-cited studies, water deficit was applied
during a certain extent of ripening, whereas in our case SDI treatment was applied throughout
the entire reproductive cycle, showing that the effects of water deficit on phenolic amounts
vary according to the grapevine cultivar and timing of water restriction (Girona and others
2009; Basile and others 2011). Since the observed increase in the relative skin mass of SDI
berries (Table 1) did not lead to more concentrated skin constituents (data not shown), we can
suggest that lower anthocyanin and flavonol concentrations of SDI treatment (Table 2) could

be due to reduction in their biosynthetic pathways. Supporting this observation, different
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proteomic and transcriptomic studies in berries from grapevines subjected to water stress
have reported considerable changes on the metabolic pathways of secondary metabolites.
Specifically, it has been reported that changes in anthocyanin and flavonol levels in water-
deficit berries depend on expression and activity of enzymes of flavonoid pathway, including
lavonol synthase, chalcone isomerase, leucoanthocyanidin reductase, and anthocyanidin

reductase (Castellarin and others 2007; Deluc and others 2009; Grimplet and others 2009).

SDI treatment also affected grapevine phenology since SDI-treated plants started veraison
5 days before than well-irrigated plants, whereas maturity was reached 5 days later (see
Material and Methods). Also, SDI in grapevine reduced shoot growth, yield, source (leaf area)-
to-sink ratio, and fruit size (Table 1, Fig. 2B, C). One interesting question is whether shoot
growth inhibition in SDI plants might be attributed, at least in part, to decreased mineral
supply (especially N) because, in a dry soil, uptake of nutrients becomes more difficult (Keller
2005). SDI plants had only 40% of pot capacity, and the soil water potential data (Fig. 1)
suggest that the potting media was often quite dry. Furthermore, it is very difficult to
uniformly wet the entire soil volume in the pot, particularly if applying only 40% of the pot
capacity. Thus, it seems possible that portions of the soil profile may well have remained dry,
even after applying water, and the possibility that SDI plants may have limited nutrient uptake
cannot be fully ruled out. However, plants did not develop deficiency-related symptoms during
the whole experiment (monitored visually, not shown). Also, although the N compounds
measured are minor with respect to the total N pool, concentrations were either similar or
higher in berries from SDI plants but never lower (Fig. 4). On the other hand, inhibition of
shoot growth in SDI plants might result from diminished photosynthetic capacity due to both
marked reductions in net photosynthetic rates (see for instance Salazar-Parra and others
2012b) and drastic reduction in total leaf surface (Fig. 2B), which also decreased the source-to-

sink ratio below the optimum (Fig. 2C). These changes could result in yield losses without any
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improvement in berry quality (Tables 1 and 2; Chaves and others 2010). The drastic reduction
of leaf-to-fruit ratio obtained in SDI grapevines could lead to decreased sugar loading to
berries, as indicated by low berry soluble sugars at harvest (Table 1). However, this dominant
effect of leaf-to-fruit ratio on berry soluble sugars content is not clearly established

(Santesteban and Royo 2006; Etchebarne and others 2010).

In summary, this study showed that application of a sustained water deficit to grapevine
cv. Tempranillo during fruit development and ripening produced a general alteration of
hormonal status in berries, which was accompanied by a reduction in berry size (proposed to
be mediated by IAA changes) and phenolic compounds (proposed to be mediated by ABA and
SA), and an accumulation of amines at harvest (suggested to originate from decarboxylation of
amino acids). This study provided evidence that water-deficit irrigation during grapevine
ripening altered berry hormonal content, decreased main phenolic accumulation, and changed
berry N-compound profiles. This study was carried out in potted grapevines and therefore
extrapolations to field-grown grapevines should be made with due caution. However, pot
experiments enable optimal control of grapevine irrigation, which is necessary to assure that
plants experience the required water stress. To our knowledge, this is the first study that
reported effects of water-deficit irrigation on main endogenous hormones involved in grape

berry growth and ripening and their involvement in berry phenolic and N metabolism.
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RESUMEN

El conocimiento del impacto del momento fenoldgico de aplicacion del riego es critico para
poder implementar estrategias de riego deficitario apropiadas en el vinedo y conseguir asi una
adecuada produccion y calidad de la uva. Estudios previos han mostrado que la aplicacién de
un riego deficitario durante el desarrollo del fruto y su maduracién modifica el estado
hormonal de la baya. Por lo tanto, el objetivo de este estudio ha sido analizar la implicacién del
estado hormonal de la baya en la calidad y composicion de la uva en respuesta a dos
estrategias de riego deficitario regulado, aplicado durante dos estadios fenoldgicos (desde el
cuajado hasta el envero y desde el envero hasta la cosecha). El estudio se llevd a cabo con
esquejes fructiferos de dos variedades de Vitis vinifera L., Tempranillo y Graciano. Los
tratamientos fueron: 1) un déficit hidrico temprano (pre-envero) en donde se aplicé el 50% del
agua aplicado a las plantas bien regadas desde el cuajado hasta el inicio del envero (ED); 2) un
déficit hidrico tardio en donde la aplicacién de agua se redujo al 50% entre el envero y la
cosecha (LD); y 3) plantas regularmente regadas al 80% de la capacidad de la maceta como
controles. Los resultados muestran que en Tempranillo, el tratamiento ED incrementd la
cantidad de polifenoles y aminoacidos, pero disminuydé la acumulacion de antocianinas,
mientras que en Graciano, el sistema ED redujo el tamafio de la baya e incrementd las
concentraciones de antocianinas, aminoacidos y aminas. El tratamiento LD mejord el
contenido de polifenoles en Tempranillo. Sin embargo, en Graciano, LD produjo bayas con
mayor concentracién de antocianinas, aminoacidos y aminas. Ambos sistemas de riego
deficitario alteraron la evolucién del acido indol-3-acético (IAA), acido abscisico (ABA), acido
salicilico (SA) y acido jasmonico (JA) en las bayas durante su desarrollo y maduraciéon. Se
discuten la relacién entre IAA y JA en el control del tamafio de la baya, ABA y SA en el control

de la composicion de la uva y la sensibilidad fenolégica al riego deficitario.
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ABSTRACT

Understanding the effects of timing of irrigation is critical to apply the appropriate deficit
irrigation strategies to grapevines and achieve the desired yield and berry quality. Previous
findings showed that application of water deficit during fruit development and ripening
modified hormonal status in berries. Therefore, the goal of this study was to analyze the
involvement of berry hormonal status on fruit quality and composition in response to
regulated deficit irrigation strategies, applied during two phenological stages (from fruit set to
veraison and from veraison to harvest). The study was carried out on fruiting cuttings of two
cultivars of Vitis vinifera L., Tempranillo and Graciano. Treatments were: 1) an early (pre-
veraison) water deficit strategy that was performed by applying 50% of the amount of water
applied to control well-watered plants from fruit set to veraison (ED); 2) a late water deficit
treatment in which water application was reduced to 50% from veraison to harvest (LD); and
3) plants regularly irrigated at 80% of pot capacity were used as control. Results showed that in
Tempranillo, ED procedure increased polyphenols and amino acids, but decreased anthocyanin
accumulation whereas in Graciano, ED treatment decreased berry size and increased
anthocyanin, amino acid and amine contents. The LD water shortage increased polyphenols in
Tempranillo. However in Graciano, LD strategy resulted in improved anthocyanins and
increased amino acids and amines. Both ED and LD strategies modified evolution of indole-3-
acetic acid (IAA), abscisic acid (ABA), salicylic acid (SA) and jasmonic acid (JA) during berry
development and ripening. Relationships between endogenous IAA and JA controlling berry
size, endogenous ABA and SA controlling berry composition and phenological sensitivity to

deficit irrigation are discussed.

Keywords: Abscisic acid (ABA), anthocyanins, indole-3 acetic acid (IAA), jasmonic acid (JA),

deficit irrigation, nitrogen-compounds, salicylic acid (SA)
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Introduction

Population growth, economic development, environmental demands, and climate change
converge into a scenario of water scarcity worldwide and therefore, water supply may
constrain grapevine production and wine quality (Ortega-Farias et al. 2012). In this context,
regulated deficit irrigation (RDI) has emerged as a potential strategy to control vegetative
development and reduce berry size, improve cluster microclimate, increase water use
efficiency and sugar and polyphenol content in several wine grape varieties and under
different edaphoclimatic conditions (McCarthy et al. 2002, Kriedemann and Goodwing 2004,
Chaves et al. 2010, Romero et al. 2010). In an RDI system, water restriction is applied during
determined phenological stages when their effects on fruit growth and quality are neutral or
positive, while keeping vineyard vigour in balance with potential production (Greven et al.

2005, Pellegrino et al. 2006, Ruiz-Sanchez et al. 2010, Sofo et al. 2012).

However, it is critical to understand responses to the timing of irrigation so that
appropriate deficit irrigation strategies are applied that achieve adequate yield and berry
quality. It has been reported that the effects of RDI depend on the vine phenological stage and
the severity of the stress. Indeed, a pre-veraison water deficit is known to reduce shoot growth
and berry early development, which indirectly resulted in earlier grape ripening (Castellarin et
al. 2007 a, b) and increased accumulation of phenolic compounds (Deluc et al. 2009,
Santesteban et al. 2011, Ollé et al. 2011). In this strategy, irrigation is resumed after veraison
in order to maintain leaf activity for promotion of sugar synthesis and translocation into the
berries (Wample and Smithyman 2002). On the other hand, a post-veraison water deficit
reduced berry size but increased the proportion of whole-berry fresh mass represented by
seeds and skin (Roby and Matthews 2004), which resulted in higher content of skin-phenolics
(Intrigliolo and Castel 2010, Ollé et al. 2011). Previous reports have shown that berry quality is

characterized by a substantial differential sensitivity to water stress that is also dependent on
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grapevine variety. For instance in Tempranillo, a pre-veraison water deficit reduced berry size
and decreased berry quality (Girona et al. 2009) but a post-veraison water shortage impaired
berry sugar accumulation due to the detrimental effect of water stress on photosynthesis
(Intrigliolo et al. 2012). Moreover, in Chardonnay, a post-veraison water limitation increased
total amino acid concentrations but decreased wine quality (Basile et al. 2012). By contrast, in
Cabernet Sauvignon, a post-veraison water deficit increased anthocyanin and polyphenol

concentrations (Basile et al. 2011).

A large body of evidence has shown that grape berry growth and ripening are controlled
by plant hormones (Davies and Bottcher 2009). In addition, under water deficit conditions, our
previous findings have shown that alterations to berry hormone dynamics conditioned berry
quality and the composition of phenolic and nitrogen-compounds (Niculcea et al. 2013).
However, the implications of endogenous changes to berry hormones in response to water
deficit imposed at different phenological stages are poorly known. Therefore, the aim of this
work was to assess changes in berry hormonal status in response to two RDI strategies applied
from fruit set to veraison or from veraison to harvest, and their possible implications for berry
quality and composition in two original Spanish wine grape varieties (Tempranillo and
Graciano). Because viticulture practices, such as nitrogen supply (Goutu et al. 2012) and
irrigation schedules (Bover-Cid et al. 2006, Basile et al. 2012, Niculcea et al. 2013) can modify
berry nitrogen-compound concentrations, special attention was paid to the effects of both RDI
regimes on berry nitrogen profiles. Potted vines were used to facilitate the imposition of a

similar water stress procedure in both cultivars.
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Materials and methods
Plant material

Dormant Vitis vinifera (L.) cuttings of cv. Tempranillo and Graciano 400-500 mm long and
15-20 mm in diameter were selected in the winter of 2011. The cuttings were propagated by a
technique that ensured that the formation of adventitious roots preceded bud burst using
steps originally outlined in Mullins (1966) with some modifications described in Ollat et al.
(1998) and Antolin et al. (2010). Cuttings were rooted in a heat-bed (25°C) inside a cool-room
(5°C) for 30 days. Rooted cuttings were planted in 10 L plastic pots containing a soil-peat (1:1,
v/v) potting mix. After rooting, cuttings were transferred to a greenhouse with a 25/20°C and
70/80% RH (day/night) regime. They were illuminated for 15 h with natural daylight
supplemented with metal halide lamps (POWERSTAR, HQI-TS, 400W/D, PRO, Osram, Augsburg,
Germany), providing a minimum photosynthetic photon flux density (PPFD) of 350 pmol m™
st at the level of the inflorescence. Bud-break took place after one week under these
conditions. Careful control of vegetative growth before flowering improves the partitioning of
stored carbon towards the roots and the reproductive structures. Thus, only a single flowering
stem was allowed to develop on each plant during growth. After berry set (end of May),
growth conditions in the greenhouse were changed to a 25/15°C and 60/80% RH (day/night)
regime with a PPFD of 600 umol m™ s™ at the level of the inflorescence. A nutrient solution

provided mineral nutrition in accordance with viticulture requirements (Ollat et al. 1998).

Samples were obtained from berries collected at four stages of development: 25-30 days
after anthesis (DAA), corresponding to pea size berries (7 mm diameter) (Eichhorn and Lorenz
(E-L) growth stage 31, pea size) (Coombe 1995); 60-70 DAA, when berries began to colour and
enlarge (approximately 9°Brix) (E-L 35 stage, onset of veraison); 70-85 DAA, red berries not

quite ripe (approximately 16°Brix) (E-L 37 stage, end of veraison); and 100-110 DAA,
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corresponding to commercially ripe berries (approximately 22°Brix) (E-L 38 stage, harvest).

There were five replicates for each treatment and sampling-time combination.

Water treatments

The irrigation programs for the different water supply treatments are summarised in
Table 1. Two regulated deficit irrigation (RDI) strategies were compared with a complete
irrigation as a control. Treatments were applied after fruit set (E-L stage 27) (Coombe 1995). In
the control treatment, pots were maintained at 80% of pot capacity. In the RDI treatments,
plants received 50% of the water given to control plants from fruit set to veraison (early
deficit, ED) or from veraison to harvest (late deficit, LD). The resulting soil conditions during
the experiments are shown in Figure 1. Volumetric soil water content was monitored with an
EC 5 water sensor (Decagon Devices, Inc., Pullman, WA, USA) placed within each pot. Pot
capacity was previously assessed by determining water retained after free draining water had
been allowed to pass through the holes at the bottom of the pot. The surface of the plant
containers was covered with quartz stones during the experiments to avoid water loss due to
evaporation. Watering was performed with nutrient solution or deionised water in order to

supply the different treatments with the same amount of nutrients during water deficit.

Pre-dawn leaf water potential (¥) was measured with a SKYE SKPM 1400 pressure
chamber (Powys, UK) on five fully expanded leaves per treatment at each sampling date just
prior to irrigation. Ninety to one hundred berries from each treatment (45-50 berries per

biological replicate) were counted, weighed and frozen at -80°C for further analysis.
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Figure 1. Soil water content recorded from fruit set to harvest in pots subjected to different irrigation treatments
during berry ripening: full irrigation (Control), early deficit irrigation (ED) or late deficit irrigation (LD). Values
represent means (n = 5). Arrow indicates the onset of veraison.

Polyphenolic composition

Total and extractable anthocyanins and total phenolics were calculated according to the
procedure described by Saint-Cricq et al. (1998), a method widely used in wineries that has
been proven as a good tool for estimating wine colour (Kontoudakis et al. 2010). Briefly, two
samples of the non-filtered homogenate were macerated for 4 h at pH 1 (HCl) and pH 3.2
(tartaric acid), respectively. Once maceration was over, the macerated samples were
centrifuged, and the supernatants were used for the following determinations. Phenolic
richness was measured spectrophotometrically in the supernatant obtained after maceration

at pH 3.2 at 280 nm. Anthocyanins were determined in both supernatants according to
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Ribéreau-Gayon and Stonestreet (1965) using absorbance at 520 nm. Both data were used to

calculate the cellular extractability as described in Salazar-Parra et al. (2010).

Analysis of Nitrogen Compounds

Aminoenone derivatives were obtained by reaction of o-phthalaldehyde (OPA). Samples
were previously diluted in HCl 0.1 M and then were passed through a 0.22 um particle filter.
Chromatographic separation was performed in an ACER-HPLC column 4 um particle size (150
mm x 3.9 mm), with temperature controlled at 16°C. In these conditions, 21 compounds were
separated, identified, and quantified in a single injection: 19 amino acids and 2 biogenic
amines. Target compounds were identified according to the retention times and UV-Vis
spectral characteristics of the derivatives of the corresponding standards, and they were

quantified using the internal standard method. Analyses were performed in triplicate.

Hormone determinations in berries

The content of abscisic acid (ABA), indole-3-acetic acid (lAA), salicylic acid (SA) and
jasmonic acid (JA) in berries were analysed by HPLC coupled to tandem mass spectrometry
following protocols from Durgbanshi et al. (2005) and Montolit et al. (2009) as described
elsewhere (Niculcea et al. 2013). Frozen berries were ground and then 0.5 g of powdered
tissue was extracted in ultrapure water. Before extraction, 5 uL of a mixture of internal
standards containing 100 ng of [*He]-ABA, 5 ng of [*H,]-IAA, 100 ng of [*H,]-SA and 100 ng of
[*He]-JA was added to assess recovery and matrix effects. After extraction and centrifugation,
the pH of the supernatant was adjusted to 3.0 and partitioned twice against di-ethyl-ether. The
organic layers were combined and evaporated in a centrifuge vacuum evaporator (Jouan,
Saint-Herblain, France). The dry residue was thereafter resuspended in a water: methanol (9:1)
solution, filtered, and injected into a HPLC system (Alliance 2695, Waters Corp., Milford, USA).

Hormones were then separated in a reversed-phase Kromasil 100 C18 column (100 9 2.1 mm
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5-Im particle size) using methanol and ultrapure water both supplemented with glacial acetic
acid to a concentration of 0.05%. The mass spectrometer, a triple quadrupole system (Quattro
LC, Micromass Ltd., Manchester, UK), was operated in negative ionisation electrospray mode
and plant hormones were detected according to their specific transitions using a multiresidue

mass spectrometric method.

Yield and fruit quality

Bunches from each treatment type were weighed and all berries from each bunch were
separated and weighed to obtain yield. Berries were weighed individually, mean berry weight
was determined and berries were separated into skin and flesh. Berry volume was calculated
using the formula for a sphere (4/3nr’, where r is the radius of the sphere). Leaf area was
measured with a portable area meter (model LI-3000, Li-Cor, Lincoln, Nebraska, USA). Ten
berries from each treatment were collected, weighed and subsequently oven dried at 80°C

until constant mass.

A sample of 25 berries was crushed for determination of total soluble sugars, pH and
titratable acidity. Soluble solids were measured using a temperature-compensating
refractometer (Zuzi model 315, Auxilab, Spain) and were expressed as °Brix. Must pH was
measured with a pH meter Crison (Crison Instruments, Barcelona, Spain) standardised to pH
7.0 and 4.0. Finally, titratable acidity was measured by titration with NaOH, and was expressed

as g tartaric acid L™.

Statistical analysis
The statistical analysis applied was a two-factor analysis of variance (ANOVA). Variance
was related to the main treatments (variety and irrigation treatment) and to the interaction

between them. Means + standard errors (SE) were calculated and, when the F ratio was
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significant, least significant differences were evaluated by a Tukey’s t-test, as found in the
Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) (SPSS Inc., Chicago, USA) version 15.0 for

Windows XP. All values shown in the figures are means + SE.
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Results and Discussion
Plant water status and plant growth

Numerous studies have reported that application of water deficits to grapevines can
accelerate (Keller 2008) or delay (Sipiora and Gutiérrez 1998) berry ripening. These
inconsistencies obtained in response to seasonal water deficits may be related to differences
among studies in the timing of water stress, its severity, and duration, and in the variety
analyzed (Esteban et al. 2001, Sivilotti et al. 2005, Girona et al. 2009, Intrigliolo and Castel
2010, Basile et al. 2011, 2012). The present work have attempted to eliminate such variations
by subjecting Tempranillo and Graciano varieties to a similar water stress level either at pre
and post-veraison, for comparisons (Figure 1, Table 1). The lowest values of leaf ¥ were
recorded in LD-treated vines at the end of veraison with minimal values of -1.35 and -1.4 MPa
for Tempranillo and Graciano, respectively (Figures 2A, 2D). These values are indicative of a
relatively severe water stress (Deloire et al. 2004, Intrigliolo et al. 2012). During ED treatment

leaf ¥ values reached were around -1.1 and -1.2 MPa indicative of a milder water stress.

Both water-deficit irrigation strategies resulted in reduced yield (Table 2) and vegetative
growth measured as leaf area (Figures 2C, 2F). The balance between vine supply capacity and
crop demand (i.e. crop load) expressed in terms of leaf area per yield was decreased in LD
treated plants of Tempranillo and in ED and LD of Graciano (Table 2). However, in both
cultivars, leaf to fruit ratios of water-stressed plants were within or close to the range of
optimum values to achieve suitable fruit quality (Kliewer and Dokoozlian 2005) suggesting

well-balanced vines.
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TEMPRANILLO GRACIANO
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Figure 2. Pre-dawn leaf water potential (V) (A, D), leaf relative water content (RWC) (B, E) and plant leaf area (C, F)
of fruiting cuttings of Tempranillo and Graciano subjected to different irrigation treatments during berry ripening:
full irrigation (Control), early deficit irrigation (ED) or late deficit irrigation (LD). At pea size and onset of veraison,
control and LD had the same values because there was the same treatment. Values represent means (n=5).
Different letters indicate significant differences (p<0.05) between treatments according to a Tukey’s test.

Berry composition and must quality

In Tempranillo, despite the important differences in vine water status and vegetative growth
berry growth was almost insensitive to plant water status but berries showed increased
relative skin mass, especially in ED treatment (Table 2). In Graciano, berry growth was
significantly reduced by ED treatment but no changes in the relative skin mass were detected.
Overall results agree with earlier reports that have shown berry size to be very sensitive to

water deficit prior to veraison and much less sensitive after veraison (Intrigliolo and Castel

2010, Basile et al. 2011, Santesteban et al. 2011, Intrigliolo et al. 2012). The impact of irrigation
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on all the must composition parameters studied was highly significant and differed according
to deficit irrigation strategy and grapevine variety analyzed. In general, irrigation led to a delay
in obtaining the desirable sugar levels, but ED and LD treatments increased sugar accumulation
(Table 3). These results are in agreement with those obtained in field-grown Tempranillo
(Sipiora and Gutiérrez 1998, Intrigliolo and Castel 2010) but they are in contrast with results
obtained also in field-grown Tempranillo (Santesteban et al. 2011) or in potted-plants of
Merlot (Sivilotti et al. 2005) and Chardonnay (Basile et al. 2012). Must titratable acidity was
lower in Tempranillo and Graciano berries of ED treatment mainly because of decreased
concentration of malic acid (Table 3), which is the main one contributing to changes of must
acidity (Romero et al. 1993). The LD treatment did no produced significant changes in must

acidity for any variety (Table 3).

Water-deficit irrigation applied at pre-veraison (ED) or at post-veraison (LD) improved
accumulation of total polyphenols in Tempranillo, but no significant effects were detected for
Graciano (Table 3). As a consequence, two-factorial ANOVA showed significant interaction
between both factors for polyphenol content evidencing that each variety responded in a
different way to water-deficit treatments (Table 3). Several studies have reported that the
enhanced polyphenol concentration in water-stressed plants could be due to berry size
reduction, increase of skin to pulp mass ratio and/or increased biosynthesis of these
components (Esteban et al. 2001, Sivilotti et al. 2005, Castellarin et al. 2007b, Intrigliolo and
Castel 2010). All these effects, as occurred in the present study, were strongly dependent of
variety. Under well-watered conditions, anthocyanin concentrations were higher in
Tempranillo than in Graciano berries, but the application of water-deficit irrigation resulted in
different effects on each variety (Figures 3A, 3B). In Tempranillo, ED procedure decreased total
anthocyanins but LD treatment did no produce any significant change in comparison to berries

of well-watered plants. A reduction of anthocyanin amounts in ED-treated berries was
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reported elsewhere by Esteban et al. (2001) in this same variety. By contrast in Graciano, the
consequences of early and late deficits were similar in the increased accumulation of
anthocyanins, which have been attributed to higher expression of genes responsible for
anthocyanin biosynthetic pathway during water deficits (Deluc et al. 2009). Our data
reinforced the idea that effects of water deficit on phenolic composition vary according to the
grapevine variety and timing of water restriction. Some studies showed that ED improved
anthocyanin accumulation in different grapevine varieties and growth conditions (Castellarin
et al. 2007b, Basile et al. 2011, Intrigliolo et al. 2012) but the effect of LD treatment was less
obvious. Thus, several results showed that LD can increase (Basile et al. 2011, Santesteban et
al. 2011), reduce (Intrigliolo et al. 2012) or no change anthocyanin levels (Sivilotti et al. 2005,

Castellarin et al. 2007b, Girona et al. 2009) as occurred in the present study.

Another aspect that is necessary to take into account is that highly coloured red grapes do
not necessarily produce the most intensely coloured red wines (Holt et al. 2008), because this
may be related to the extractability of anthocyanins from grape skins into the must (Gonzalez-
Neves et al. 2004). In our study, calculated cellular extractability of anthocyanins represents
the percentage of non-extracted anthocyanins at pH 3.2 over the maximum possible, extracted
at pH 1 (Figure 3C). A decrease in cellular extractability would indicate that anthocyanins
present in grapes are more easily extracted, and an increase would indicate more difficulties
for anthocyanins extraction. The last effect was especially relevant in the case of water-deficit
irrigated Graciano and may be indicative of maturation excess (Salazar et al. 2010). Other
effects indicative of maturation excess were decreased malic acid concentration and a pH

increase, such as it was observed in plants subjected to ED treatments (Table 3).
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Figure 3. Total anthocyanins (A), extractable anthocyanins (B) and cellular extractability (C) measured at harvest in
berries from fruiting cuttings of Tempranillo and Graciano subjected to different irrigation treatments during berry
ripening: full irrigation (Control), early deficit irrigation (ED) or late deficit irrigation (LD). Values represent means
(n=5). Different letters indicate significant differences (p<0.05) between treatments according to a Tukey’s test.
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Berry nitrogen compounds

Berry amino acids contribute to wine aroma, taste and appearance (Romano et al. 2003). Thus,
nitrogen-compound profiles analyses could allow estimation of the potential fermentative
aroma of grapes. Our results showed that berries from Tempranillo have the highest
concentration of total amino acids irrespective of the water treatment applied, suggesting that
Tempranillo was the variety with greater aroma potential (Figure 4A). The main amino acids
identified are shown in Table 4. Glutamine was the most abundant amino acid in both varieties
as shown elsewhere (Stines 2000, Niculcea et al. 2013). Berries of Tempranillo have higher
concentration of tyrosine, aspartic acid, asparagine, glutamic acid, glutamine, histidine,
arginine and valine than Graciano berries. On the other hand, there were specific effects of
water deficit on nitrogen compounds. Thus, in Tempranillo, the ED irrigation resulted in high
amino acid concentration due to accumulation of serine, histidine and arginine in comparison
to berries from well-watered plants (Table 4). However, in Graciano, ED-treated berries have
high levels of tryptophan, threonine, isoleucine, serine and alanine than those in well-watered
berries. The LD procedure did no altered individual composition of amino acids with respect to
well-watered plants in Tempranillo. In Graciano, LD treatment increased amino acids in a
lesser extent that the ED treatment (Figure 4A), which was in agreement with results reported
in Chardonnay by Basile et al. (2012). Individual analysis of amino acid composition showed
that this increase was due to accumulation of tryptophan, threonine and isoleucine (Table 4).
Some of these amino acids in must are very important since they can affect the aromatic
quality of wines, because higher alcohols come from them directly (n-propanol, isoamyl
alcohol and pB-phenylethanol from threonine or 2-methyl-1-butanol from isoleucine)
(Henandez-Orte et al. 2002, Garde-Cerdan et al. 2009). Thus, it could suggest that application
of a water-deficit period in Graciano, and especially a ED strategy, can improve its aromatic

potential.
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Figure 4. Total amino acid (A) and amine (B) concentrations in berries in berries from fruiting cuttings of Tempranillo
and Graciano subjected to different irrigation treatments during berry ripening: full irrigation (Control), early deficit
irrigation (ED) or late deficit irrigation (LD). Values represent means (n=5). Different letters indicate significant
differences (p<0.05) between treatments according to a Tukey’s test.

Amines are organic nitrogenous bases of low molecular weight which are formed during
the metabolic processes of living organisms and which are found especially in food from
fermentative processes. In wines, amines can be originated from the different wine making
procedures or from the grape berries and its accumulation can reduce wine quality (Ancin-
Azpilicueta et al. 2008). However, low concentrations of amines are always present because
putrescine, spermine or spermidine are involved in berry development (Gény et al. 1997,

Antolin et al. 2008). Our data showed that individual composition of amines differed according
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to irrigation schedule and variety. Thus, two-factorial ANOVA showed significant interaction
between both factors (Table 4). In Tempranillo, water deficit treatments did no altered content
of amines as reported in other studies (Bover-Cid et al. 2006). By contrast in Graciano, ED and
LD treatments induced significant accumulation of amines, mainly due to increased putrescine
(Figure 4B). Our findings suggest that amines come from the decarboxylation of amino acids as

indicated by lower amino acid concentration of LD in comparison to ED treatment

Berry hormonal content

The present work was focused on changes in berry abscisic acid (ABA), indole-3-acetic acid
(IAA), salicylic acid (SA) and jasmonic acid (JA) at different stages of growth and ripening
(Figure 5). Results showed that hormonal levels were highly modified by ED and LD, being
more evident at the pea size stage and at veraison respectively, in both grapevine varieties. In
agreement, water stress was reported to alter mRNA expression patterns associated with
hormone metabolism in grape berries that, in turn, could modify berry hormonal endogenous
status (Grimplet et al. 2009, Deluc et al. 2009). Under well-watered conditions, our data
showed the highest concentration of ABA during veraison and then, it decreased (Figures 5A,
5E), in agreement with early results showing that ABA accumulates in the grape berry at the
beginning of ripening (Antolin et al. 2008, Deluc et al. 2009, Wheeler et al. 2009, Niculcea et al.
2013). However, imposition of both types of regulated water-deficit altered pattern of ABA
accumulation (Figures 5A, 5E). Thus, in the ED treatment significant increases of ABA took
place earlier than in control plants (at the pea size), reaching its maximum level at onset of
veraison. In the LD treatment, ABA accumulation was extended to end of veraison, reaching a
peak at this stage. In Tempranillo, the prolongation of ABA production over time in LD-treated
berries has resulted in improved sugars, polyphenols (Table 3), and anthocyanins (Figures 3A,
3B). These results are supported by the well-established effect of ABA on the expression of

genes involved in anthocyanin production as the initiator of anthocyanin biosynthesis (Koyama
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et al. 2010, Gagné et al. 2011). In the same way, our findings support the relevant role of ABA
on improved anthocyanin concentrations under LD conditions. In Graciano, this effect was less
evident because both ED and LD were similarly effective to improve sugar and anthocyanin
production suggesting that the response of ABA may vary depending upon the variety (Sandhu

etal. 2011).

In fleshy fruits as berries, levels of IAA, the most abundant auxin, decline towards the
onset of ripening (Deytieux-Belleau et al. 2007, Bottcher et al. 2010). Results of the present
study corroborated this observation because, whatever the variety analyzed, the
concentration of IAA in berries was highest at the pea-size stage, and then, it strongly
decreased (Figures 5B, 5F). At this stage, the most evident changes were detected in the ED
treatment of Graciano, in which IAA was reduced suggesting that diminished levels of IAA at
the pea size stage may have contributed to decreased berry size in this variety (Table 2)
(Niculcea et al. 2013). Berries from LD treatment showed significant rises of IAA at the end of
veraison in both grapevine varieties (Figures 5B, 5F). Some studies describe a ripening-delaying
effect of IAA that included a delay in the accumulation of sugars and anthocyanins (Bottcher et
al. 2010), but it did not seem to be our case, since it is possible that high ABA concentrations at
the end of veraison in LD berries might have counterbalanced the ripening- delaying effect of
IAA. Moreover, a possible stimulation of ethylene production by IAA (Swarup et al. 2007,
Muday et al. 2012) could have contributed in triggering ripening and anthocyanin biosynthesis

in LD treatment (El-Kereamy et al. 2003, Chervin et al. 2008).
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Figure 5. Concentrations of abscisic acid, ABA (A, E), indole-3-acetic acid, IAA (B, F), jasmonic acid, JA (C, G) and
salicylic acid, SA (D, H) in berries from fruiting cuttings of Tempranillo and Graciano subjected to different irrigation
treatments: full irrigation (Control), early deficit irrigation (ED) or late deficit irrigation (LD). At pea size and onset of
veraison, control and LD had the same values because there was the same treatment. Values represent means
(n=15). Different letters indicate significant differences (p<0.05) between treatments according to the Tukey’s test.

Jasmonic acid (JA) is present in a variety of plant organs, including fruits. Previous studies

have shown that exogenous JA application can contribute to triggering ripening in climacteric
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fruits by influencing ethylene production (Saniewski et al. 1986, Lorenzo et al. 2003). However,
the role of JA in fruit development and/or ripening in non-climacteric fruits as grapes is poorly
known. Our data showed that JA concentration reached a maximum in young berries after
which, it decreased markedly in all irrigation treatments (Figures 5C, 5G). This general pattern
was similar to reported previously (Kondo and Fukuda 2001, Niculcea et al. 2013). At pea size,
JA concentration responded distinctly to deficit irrigation procedure in each variety assayed.
Thus, in Tempranillo, ED treatment increased JA concentrations but in Graciano JA was
decreased, suggesting a possible role of this hormone in berry size reduction (Pefia-Cortés et
al. 2005). At harvest, LD treatment increased berry content of JA in Graciano. Taking into
account the ability of JA to promote biosynthesis of aroma volatile compounds (Kondo and
Mattheis 2006), we suggest that increased level of endogenous JA in LD-treated Graciano

berries at harvest might have contributed to enhance aromatic potential of this variety.

Although salicylic acid (SA) is considered as a delaying molecule of fruit ripening possibly
due to inhibition of ABA effect (Asghari et al. 2010), some aspects of ripening can be
stimulated by SA in grape berries (Kraeva et al. 1998, Wen et al. 2005). In our case, the main
changes in SA concentrations due to water-deficit treatments become evident at the pea size
stage (Figures 5D, 5H). Thus, in ED treatment SA levels increased in both grapevine varieties,
especially in Graciano. Since some studies support a role of SA in modulation of the plant
response to abiotic stresses such as drought, we suggest that increased levels of endogenous
SA in ED-treated plants might protect berries against this situation (Klessig and Malamy 1994).
By contrast, the LD procedure resulted in significant increases of SA at end of veraison that

could be related to improvement of anthocyanin synthesis in Tempranillo (Mihai et al. 2010).
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Conclusions

This study revealed that differential sensitivity of Tempranillo and Graciano grapevines to
seasonal water stress was mediated by alterations in hormonal status of berries at time of
water stress imposition (i.e., pea size and veraison, respectively). The main effects of water
deficits included reductions in berry size (proposed to be mediated by IAA and JA changes),
increases of phenolic compounds as anthocyanins (proposed to be mediated by ABA and SA)
and accumulation of amines (suggested to originate from decarboxylation of amino acids). To
our knowledge, this is the first study that relates interspecific differences on the sensitivity of

seasonal water-deficit irrigation with changes in the endogenous hormonal status of berries.
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Discusién general

La vid es un cultivo econémicamente muy importante a nivel mundial pero gran parte de
los vifiedos estan situados en regiones con sequia estacional, como sucede por ejemplo en
zonas con clima mediterraneo, donde el suelo y el déficit de agua atmosférica, junto con las
altas temperaturas, ejercen las grandes limitaciones en el rendimiento y la calidad de la
cosecha. En el sur de Europa el nimero de dias secos por afio ha aumentado durante los
ultimos afios (Luterbacher y col. 2007), y esta tendencia probablemente se acentuara en el
futuro segun predicen los modelos de cambio climatico (IPCC 2007). Estas alteraciones junto
con la necesidad de reducir la cantidad de agua destinada a los cultivos

(www.fao.org/nr/water/aquastat/data/query/index.html) previsiblemente modificaran el

desarrollo de la vid lo que a su vez, tendrd un gran impacto sobre la viticultura (Jones y Davis
2000, Schultz 2000, Webb y col. 2007), dado que la produccién y la calidad de la uva estan
enormemente condicionadas por la disponibilidad hidrica durante la estacidon de crecimiento
(Myburgh 2003, Salazar-Parra y col. 2010). Ademas, es previsible que dicho impacto no sea
uniforme en todas las variedades (Jones y col. 2005, Schultz 2007) por lo que los viticultores
tendran que depender cada vez mas de una adecuada utilizacion del riego para estabilizar el

rendimiento y mejorar la calidad del fruto y del vino (Downey y col. 2006).

En algunas zonas de Espafia, al igual que en otras regiones vitivinicolas de clima
semidrido, el agua es un recurso natural escaso y aunque la vid es una especie bastante
tolerante al déficit hidrico, durante mucho tiempo se ha regado por debajo de sus
necesidades. Asi en Espafia, su riego ha estado prohibido hasta 1996. Desde entonces, el
manejo del riego durante la estacion de crecimiento resulta fundamental para controlar el
vigor de la planta y obtener el tamafio y la calidad de la uva deseadas (Cifré y col. 2005, Ruiz-
Sanchez y col. 2010). Un exceso de riego puede afectar indirectamente a la calidad de la uva
debido a la prolongacion del crecimiento vegetativo, el cual competiria con los racimos por los

carbohidratos necesarios para la maduracion de la uva. Dicho incremento en el crecimiento
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vegetativo también puede dificultar la correcta exposicion solar del racimo retrasando ademas
la obtencién de la concentracién de azlcares adecuada. Por otra parte, un riego deficitario
controlado durante toda la estacién de crecimiento o durante algunos momentos fenolégicos
concretos puede ser una estrategia adecuada para mejorar la composicién del fruto porque,
por una parte, aumenta el vigor de la cepa y la exposicidn de los racimos a la radiacién solar, y
por otra, reduce el crecimiento de la baya concentrdndose asi, los compuestos fendlicos

(McCarthy y col. 2000, Kriedemann y Goodwin 2004).

Como se ha descrito a lo largo de esta Memoria, un déficit hidrico moderado puede tener
efectos muy diversos sobre la baya. Esta disparidad de resultados se debe, entre otros
factores, a la gran diversidad de disefios experimentales planteados en los diferentes estudios,
y también a variables tales como el momento, la severidad o la duracién del déficit hidrico asi
como la variedad analizada. Dadas todas estas circunstancias, el estudio presentado se ha
realizado en condiciones ambientales controladas con el objetivo de establecer una relacién
entre el balance hormonal de la baya, su composicién y la calidad en condiciones de riego
deficitario regulado e implantado en diversos momentos del desarrollo y maduracién de la
uva. El estudio se inicié desarrollando un primer objetivo en el que se caracterizé la respuesta
de la composicion fendlica de dos variedades de uva tinta ampliamente cultivadas en Espaiia,
Tempranillo y Graciano, a un déficit hidrico mantenido durante todo el desarrollo y la
maduracién de la uva. Los resultados obtenidos corroboraron la hipoétesis inicial de que la
aplicacion del déficit hidrico alteraria tanto la evolucién como la composicion fendlica en las
dos variedades. En ambos casos, la concentracidn de antocianinas y flavonoles aumentd
durante la maduracién mientras que los flavan-3-oles monoméricos (o catequinas) y los acidos
hidroxicindmicos se acumularon en la baya verde (estadio de tamafio guisante) para después
descender hasta la maduracion. Ademas, los andlisis realizados en la cosecha mostraron que la

composicion individual de cada una de las familias de compuestos fendlicos resultd
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profundamente modificada tanto por la variedad como por el nivel hidrico propuesto. En
plantas sometidas a riego deficitario, Graciano obtuvo mayores concentraciones de
antocianinas, flavonoles y catequinas pero menor concentracién de acidos hidroxicindmicos
gue Tempranillo, lo que sugiere que en condiciones limitantes de agua, la evolucién de la

composicion fenélica de Graciano podria haber propiciado una mejor calidad del fruto.

Estos ultimos afios se ha publicado bastante informacion sobre el papel que desempefan
las hormonas vegetales en el control del crecimiento y la maduracién de la uva (Davies y
Bottcher 2009). Sin embargo, hasta el momento no se habia establecido cdmo evoluciona el
balance hormonal de la uva en respuesta a un déficit hidrico moderado. Los compuestos
nitrogenados de la uva, y en especial los aminoacidos, tienen un gran interés en el proceso de
vinificacion porque constituyen la fuente principal para el crecimiento de las levaduras durante
la fermentacion alcohdlica. Un buen equilibrio entre los diferentes aminoacidos del mosto
tiene como resultado una mayor sintesis de ésteres etilicos, aldehidos y aromas en el vino
(Herbert y col. 2005, Lacroux y col. 2008). Sin embargo, durante el proceso de vinificacién
también se producen otros compuestos nitrogenados, como son las aminas, que a altas
concentraciones pueden provocar reacciones adversas en algunas personas (Gardini y col.
2005). Por consiguiente, en el segundo objetivo de este trabajo analizamos la influencia de las
hormonas vegetales sobre el crecimiento y maduracion de la baya en condiciones de riego
deficitario sostenido y caracterizamos la evolucién de los compuestos fendlicos y en especial,
de los compuestos nitrogenados en la variedad Tempranillo. Los resultados obtenidos
muestran que la aplicaciéon del déficit hidrico modificé tanto los niveles como la evolucidén del
acido abscisico (ABA), el acido indol-3-acético (IAA), el 4cido salicilico (SA) y el acido jasmodnico
(JA) durante el desarrollo y maduracion de la uva. Los principales efectos del déficit hidrico
fueron: 1) una reduccién del tamarfio de la baya (posiblemente mediada por los cambios en

IAA); 2) un descenso en la concentracion de los diferentes compuestos fendlicos
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(posiblemente mediado por los cambios en ABA y SA), y 3) una significativa acumulacion de
aminas procedentes de la descarboxilacion de los aminoacidos que podran afectar

negativamente a la calidad del fruto.

A pesar de los conocidos efectos que tiene el déficit hidrico en la maduracion de la uva no
se puede ignorar que el momento en el que se impone la limitacion hidrica puede producir
efectos muy diferentes en el resultado final (Romero y col. 2010). En consecuencia, un mejor
conocimiento de los efectos del momento de imposicidon del riego sobre la produccidn y la
composicion de la uva asi como de sus causas puede ser clave para conseguir la cosecha y
calidad deseadas (Ortega-Farias y col. 2012). En este sentido desarrollamos el tercer objetivo
de este trabajo en el que tratamos de relacionar los cambios en el balance hormonal y la
composicion de la baya con las respuestas a déficits hidricos impuestos en diferentes
momentos del desarrollo de la uva valorando asi la sensibilidad fenolégica de Tempranillo y
Graciano a la escasez de agua en el suelo. Los datos obtenidos indican claramente que la
diferente sensibilidad al momento fenoldgico en que se impuso el riego deficitario (pre-envero
y post-envero) de cada variedad estuvo condicionada por los cambios producidos en el estado
hormonal de la baya durante los tratamientos. En Tempranillo, un déficit hidrico temprano
(pre-envero) incrementd la cantidad de polifenoles y aminoacidos, pero disminuyd la
acumulacidn de antocianinas, mientras que en Graciano, se redujo el tamafo de la baya lo que
contribuyd a la mayor concentracién de antocianinas, aminoacidos y aminas. En Tempranillo,
un déficit hidrico tardio (post-envero) mejord el contenido de polifenoles, pero en Graciano,
aumentaron las concentraciones de antocianinas, aminoacidos y aminas. La concentracion de
aminodcidos asi como su composicidn varié significativamente en funcién de la variedad y el

tratamiento de riego aplicado, siendo este efecto mas positivo en Graciano.
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En conjunto, los resultados de este trabajo muestran que tanto la imposicidon de un déficit
hidrico prolongado como estacional influyeron sobre la composicion fenélica de las bayas de
forma diferente en cada variedad analizada. Asi, un déficit hidrico prolongado podria mejorar
la calidad fendlica de Graciano, mientras que la aplicacién de un déficit hidrico estacional
(temprano o tardio) podria contribuir a incrementar el contenido polifendlico general de
Tempranillo y a mejorar los niveles de antocianinas y precursores de compuestos aromaticos

en Graciano.
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Conclusiones generales

La imposicion de déficits hidricos de similar intensidad en distintos momentos fenolégicos
del ciclo ha puesto de manifiesto la diferente sensibilidad de Tempranillo y Graciano a los

tratamientos.

La aplicacidon de un déficit hidrico prolongado (desde cuajado hasta madurez) redujo el
tamanfio de la baya y modificé tanto la composicién fendlica de las variedades Tempranillo
y Graciano. Esta ultima variedad obtuvo mayores concentraciones de antocianinas,
flavonoles y catequinas pero menor concentracion de acidos hidroxicindmicos que
Tempranillo, lo que apunta a que el déficit hidrico puede mejorar la calidad fendlica de

Graciano.

El déficit hidrico prolongado produjo cambios en los niveles del acido abscisico (ABA), el
acido indol-3-acético (IAA), el acido salicilico (SA) y el acido jasménico (JA) asi como en su

evolucion a lo largo del desarrollo y la maduracion de Tempranillo.

En Tempranillo, el déficit hidrico prolongado provocd un descenso en la concentracion de
compuestos fendlicos (posiblemente mediado por los cambios en ABA y SA), y una

acumulacién de aminas que podria comprometer la calidad del fruto.

Las diferencias en la sensibilidad fenolégica de cada variedad al déficit hidrico pre-enveroy
post-envero podrian, en parte, estar causadas por cambios en el estado hormonal de la

baya durante los tratamientos.

Un déficit hidrico temprano (pre-envero) aumenté las concentraciones de polifenoles y
aminodcidos y disminuyé la acumulacién de antocianinas en Tempranillo. Sin embargo, en
Graciano, este tratamiento incrementd las concentraciones de antocianinas, aminoacidos

y aminas.
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Un déficit hidrico tardio (post-envero) favorecid la acumulacién de compuestos fendlicos
en Tempranillo mientras que en Graciano, se produjo un incremento en las

concentraciones de antocianinas, aminoacidos y aminas.

En general, los efectos del déficit hidrico fueron mas acentuados en Graciano, donde se
observé un descenso en la extractabilidad de las antocianinas, que conllevaria mayor
facilidad en su extraccién, junto con cambios en la composicién de aminoacidos que

podrian contribuir a mejorar las cualidades aromaticas de esta variedad.

Los resultados muestran que existe una gran influencia del regimen de riego sobre la
composicion y la calidad de la uva. Por ello, segln las caracteristicas requeridas, seria
recomendable seleccionar el tipo de tratamiento hidrico en funcién de las propiedades

cualitativas a fomentar en cada variedad.
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