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1. INTRODUCCION

l.a viticultura en Uruguay es un rubro que ha adquirido una importancia
considerable; en el afio 2010 se contabilizaron 1934 vitedos que ocupan una
superficie de 8001 hectareas. Estos se distribuyen casi exclusivamente en
Canelones y Montevideo con el 66 y el 16 % de los vifiedos respectivamente.
Estos dos departamentos contribuyen con el 85 % del total de la produccion del
pais, y de este total el 93 % corresponde a variedades para vinificar, ef 3 % a
variedades de mesa, y el 3.5 % a frutilas, hibridos tintos y blancos. El
rendimiento de uvas para vino en el citado afo, fue de 4.0 Kg/planta (INAVI,
2010).

De los 110.291.887 Kg de uva producidos en el 2010, el 79 %
correspondié a uvas tintas y el 20.5 % a blancas (INAVI, 2010). Con respecto al
vino elaborado ese afio, un 40.4 % corresponde a vino rosado, un 33% a tinto,
un 16% a clarete y un 10.7% a blanco.

Segun datos de INAVI del afio 2010, de las variedades tintas para vino,
Tannat ocupa un 22.28% del total de la superficie y un 24.92% de la
produccién, seguida por Moscatel Hamburgo {para vino). Pinot Noir ocupa un
0.56% de la superficie y representa un 0.27% de la produccion.

A la hora de Ia eleccion de una variedad se toman en cuenta muchos
factores que inciden en la cafidad del vino a obtener. Dentro de estos factores el
desarrollo de color y el nivel y tasa de acumulacion de azicares son
considerados determinantes de la calidad final de las uvas en general y de las
tintas en particular.

Durante el desarrollo de la baya ocurren cambios en su tamafio y
composicion, y los mas importantes se dan en la fase de madurez, donde
resultan bayas mas dulces, blandas y coloreadas (segun variedades) que las
presentes en etapas anteriores. Asociado a estos cambios también ocurren
cambios en la concentracién enddgena de hormonas vegetales. Sacher (1973)
afirma que la madurez es un proceso hacia la senescencia de los frutos, y que
conlleva una disminucién en el contenido enddégeno de auxinas y un aumento
de ABA en sus tejidos.

El color de los vinos tintos se debe esenciaimente a los pigmentos de la
piel de las uvas extraidos durante el proceso de vinificacion. Los antocianos son
los pigmentos predominantes en uvas tintas y negras. La acumulacion
cualitativa y cuantitativa de antocianos en la piel estad asociada al cultivar, al
estado de madurez de las bayas, a factores ambientales como temperatura y



luz, y a practicas culturales en el vifiedo (Mazza et al., 1993). Por ejemplo, las
altas temperaturas (35°C) reducen el contenido total de antocianos comparado
a temperaturas de 25°C (Mori et al., 2007). Las temperaturas superiores a 37°C
impiden la maduracién por una inhibicién en la acumulacion de azlcares, a su
vez, la disminucién en el contenido de la acidez es superior a temperaturas de
35°C que a 25°C y contenidos bajos en acido malico son reportados cuando se
incrementa la temperatura por una estimulaciéon de la respiracion, siendo el
factor principal que incide sobre el pH (Bergquist et al. 2001, Cohen 2007).
Ademas, las bajas temperaturas nocturnas durante la maduracién aumentan el
contenido final de polifenoles en la piel de las uvas (Mori et al., 2005). Por otro
lado, la luz tiene el efecto de activar las enzimas correspondientes a la
biosintesis de antocianos (Haselgrove et al. 2000, Spayd et al. 2002, Downey et
al. 2004).

Otro factor ambiental que influye en forma importante en la acumulacién
de antocianos en las uvas tintas es el estrés hidrico, aunque no es claro si
interfiere en el metabolismo de la uva, o si simplemente acta inhibiendo su
crecimientc y por lo tanto concentrando los solutos que alli se acumulan
(Castellarin et al., 2007). Segun Deluc et al. (2009a), el déficit hidrico es uno de
los factores ambientales con mayor impacto ¢n el metabolismo de las uvas. Los
cambios que ocurren en ios componentes de la baya influyen en el color y
calidad de los frutos, y por lo tanto del vino que con elios se elabora. El déficit
hidrico antes de envero ocasiona mayores conceniraciones de antocianos y
fenoles (Matthews y Anderson 1988, Matthews et al. 1990). El resultado del
aumento de antocianos fueron diferencias de color tanto en déficit hidrico
temprano y tarde en la estacion (Matthews y Anderson 1988, Castellarin et al.
2007a, Deluc et al. 2008b).

Detras de muchos de los cambios inducidos por el défict hidrico se
encuentra el acido abscisico (ABA), esta hormona es clave en la regulacién de
la respuesta de las plantas al estrés osmético en casi todos los tejidos (Seki et
al., 2007). Su acumulacién induce la expresion de genes y regula la actividad de
varias proteinas vinculadas a procesos de fotosintesis, fotoproteccion vy
crecimiento. La participacion del ABA en las respuestas inducidas por déficit
hidrico ha lievado a pensar que esta hormona puede tener un rof importante en
la acumulacién de metabolitos secundarios en las bayas. En este sentido la
aplicacidbn de ABA a la piel de las uvas indujo la sintesis de antocianos
(Hiratsuka et al.,, 2001). Este aumento se ha asociadoc a una respuesta
fotoprotectora de las piantas frente al estrés (Merzlyak et al., 2008a, 2008b).

Pinot Noir es una variedad que no contiene pigmentos acilados (Fong et
al., 1971). El contenido total de antocianos en vinos del cultivar Pinot Noir
(copigmentos, antocianinas monoméricas y polimericas) es mas bajo que en



vinos de Merlot, Cabernet Franc o Cabernet Sauvignon. Esto contribuye a una
densidad de color mas baja, menor grado de enrojecimiento, y tono de color y
brillo mas aitos (Cliff, 2008). Segln Boulton (2001), la falta de color de esta
variedad puede estar correlacionada a la incapacidad de formar antocianinas
copigmentadas. En este sentido esta variedad aparece como un buen modelo
para estudiar el efecto dei ABA en la pigmentacién de la baya.

En este estudio se investigd el efecto de la aplicacién exdgena de ABA a
racimos de uvas del cultivar Pinot Noir, en tres momentos distintos del
desarrollo de la baya sobre la acumulacién de antocianos en la piel, ia
expresion de cinco genes estructurales de la ruta de biosintesis de antocianos
(PAL, CHS, CHI, F3H, DFR) y uno vinculado a la sintesis de ABA (NCED1) y
ofros parametros bioquimicos en la pulpa. El objetivo final fue mejorar la
coloracion de las uvas de esta variedad, de manera de obtener vinos de mayor
calidad. Ademas se avanzo en el estudio del comportamiento y adaptacién de
esta variedad en las condiciones de nuestro pais.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA
2.1 PROCESO DE MADUREZ DE LAS BAYAS Y HORMONAS VINCULADAS

El estudio del momento en que se alcanza fa madurez comercial de las
bayas ha sido de considerable interés cientifico, pero también industrial, ya que
repercute en la comercializacion de la fruta en fresco, en el procesamiento de la
fruta seca y en la logistica en la bodega. El grado y la tasa de madurez influyen
en la calidad de los frutos obtenidos y en el estilo de vino elaborado (Davies y
Bottcher, 2009).

La curva de crecimiento de la baya es una doble sigmoide separada por
una fase lag. En la fase | las bayas aumentan su tamafio predominantemente
por division celular, y en esta se acumulan &cidos organicos, taninos e
hidroxicinamatos. En la fase |l o fase lag cesa la expansidén celular y los
azlcares se empiezan a acumular. El envero marca ef comienzo de la tercera
fase, donde ocurre un segundo periodo de crecimiento sigmoidal, con una
fuerte expansion de las células del mesocarpo, ablandamiento, acumulacion de
antocianos, componentes volatiles del aroma y azlcares, y un declive en la
acumulacion de acidos organicos (Figura 1) (Deluc et al., 2007).
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Figura 1. Curva de crecimiento y cambios bioquimico-fisiol6gicos de una
baya de uva durante el proceso de maduracion. Fuente: llustracion de
Koutroumanidis (2002).

Las hormonas claves que desencadenan el proceso de madurez de la vid
siguen siendo objeto de debate (Davies y Bottcher, 2009). Si bien la baya de la
vid es considerada como no climatérica, porque no exhibe pico de respiracion
en envero ni altos niveles de etileno comparado con frutos climatéricos,
estudios recientes mostraron que existe un aumento en la evolucién de etileno
en envero o un poco antes (Chervin et al., 2004).

Estudios de Pilati et al. (2007) en Pinot noir y de Deluc et al. (2007) en
Cabernet Sauvignon mostraron que los niveles de transcriptos y la actividad de
las enzimas 1-aminociclopropano 1-carboxilico oxidasa (ACO) y 1-
aminociclopropano 1-acido carboxilico sintasa (ACS) claves en la sintesis de
etileno, disminuyen después de envero, pero presentan picos antes de envero
que podrian estar vinculados al rol del etileno en el control de la madurez de las
bayas. Davies y Bottcher (2009) concluyen que es posible que las respuestas al
etileno sean moduladas con cambios en la sensibilidad a la percepcion de esta



hormona durante el desarrollo. La aplicacion de CEPA (Acido 2-cloroetit
fosfonico), un compuesto producido por etileno, a ias bayas de vid aumenté el
color en un gran namero de cuitivares y la acumulacion de solidos solubles
(Szyjewicz et al., 1984). Sin embargo El-Kereamy et al. (2003) determiné que
los niveles de transcriptos de CHS aumentaron mas rapido con la aplicacién de
etileno que con CEPA.

El rol del ABA en el proceso de madurez de las bayas es mucho mas
claro que el del etileno. El aumento en su concentraciébn en envero junto al
aumento en la acumulacidn de azlcares y al desarrollo de color (Hale y
Coombe 1974, Katacka et al. 1982, Okamoto et al. 2004), ha vinculado el ABA
al proceso de madurez y a su inicio.

L.os brasinoesteroides (BRs) son las Gltimas hormonas que se vinculan al
proceso de madurez en ias bayas de vid. La aplicacién de brasinolida, que es el
BR mas activo, aceleré la madurez de las bayas, mientras que el brasinazole,
inhibidor de la biosintesis de BRs, la retrasé (Symons et al., 20086).

Las giberelinas (GAs) cumpien un rol importante en el cuajado y en ef
aumento inicial del tamano de los frutos. Se han encontrado altos niveles de
esta hormona en la pulpa de uvas con semillas en floracion y en etapas
tempranas del desarrollo (Zhang et al. 2003, Simons et al. 2006). Es posible
que este patrén de acumulacién de GAs indique su rol en refrasar la madurez
de las bayas.

El nivel de auxinas es aito en etapas tempranas del desarrollo de las
bayas y decae posteriormente llegando a niveies muy bajos en envero (Inaba et
al., 1976). Numerosos estudios muestran que las aplicaciones de auxinas antes
de envero retrasan la madurez actuando sobre la acumutacion de azucares y
antocianos y reducen la acidez y los niveles de clorofila (Hale y Coombe 1974,
Yakushiji et al. 2001, Ban et al. 2003, Jeong et al. 2004). Las citoquininas, al
igual que las auxinas también son citadas como hormonas que promueven el
crecimiento de la baya y tienden a inhibir su madurez.



2.2 ALGUNOS COMPONENTES DEL FRUTO Y SU EVOLUCION EN EL
PROCESO DE MADUREZ

2.2.1 Acidos organicos

La acidez tiene un efecto importante sobre la calidad organoléptica de las
uvas y la estabilidad fisica y bioldégica dei vino. Los acidos malico y tartarico
suman mas del 90% de los acidos presentes en las bayas, y presentan
diferentes patrones de acumulacion en el ciclo de crecimiento del fruto (Terrier y
Romieu, 2001).

El acido tartarico se acumula rapidamente luego de antesis cuando la
divisidn celular ocurre a una tasa significativa. El aumento de! contenido de
azdcares provoca en muchas variedades la acumulacion de agua y aumento def
volumen celular, lo que provoca la disminucidn de la concentracién de este
acido por dilucién. Es asi que durante la madurez su nivel permanece casi
constante si es expresado por baya (Terrier y Romieu, 2001).

El contenido de acido malico se duplica o triplica durante la primera fase
de crecimiento del fruto (Steffan et al., 1975), disminuyendo su contenido par
baya al comenzar la acumulacidn de azidcares, al igual que el &cido citrico.

Segln Coombe (1987}, ia acidez titulable se ve afectada negativamente
por las aitas temperaturas. Esto se explica porque el malato es el principai
sustrato de la respiraciéon durante la madurez, y la tasa de respiracién se eleva
con las altas temperaturas. Este hecho determina que al alcanzar la madurez, la
concentracion de tartarico supera la de maiato (Terrier y Romieu, 2001).

Por otro lado, condiciones que favorecen €l vigor y los altos rendimientos
del vifiledo generalmente estan asociadas con el aumento de las
concentraciones de malato a cosecha (Champagnol, 1984), a diferencia del
contenido de tartrato, que no parece afectarse de manera marcada por los
factores ambientales.

2.2.2 Aminoacidos

Del contenido total de nitrégeno (N) en el jugo de uva, los aminoacidos
libres son los componentes principales (50-90%) (Castor 1953, Ough 1969,
Kliewer 1968, 1869, 1970, Huang y Ough 1991). Si bien el contenido y
composicion de aminoacidos en las bayas depende de la variedad y el grado de
madurez, casi siempre los predominantes son prolina y arginina (Stines, 2008).
Este autor sostiene que las uvas maduras de Cabernet Sauvignon contienen



niveles muy altos de prolina y bajos de arginina, mientras que en las de Pinot
Noir los niveles de ambos aminoacidos son moderados.

La acumulacion de estos aminodacidos ocurre durante el proceso de
madurez de las bayas. El estudio de las variedades Cabernet Sauvignon,
Chardonnay, Gewurztraminer y Muscato Gordo, muestra que la mayor parte de
la prolina acumulada ocurre tarde en el desarrolio, alrededor de cuatro semanas
luego del envero. Por el contrario, la arginina comienza a aumentar antes de
envero, y continda hasta la madurez, salvo en las variedades donde se llega a
concentraciones de prolina muy altas, donde el nivel de arginina llega a un
plateau relativamente temprano en el desarrollo (Stines et al., 2000).

2.2.3 Prolina

La acumulacién de prolina en tejidos vegetativos en respuesta al estrés
abidtico, particularmente al estrés hidrico, es un fendmeno conocido. Su
actuacion como osmolito y soluto compatible protege a la planta de los efectos
adversos del estrés (Hare y Cress, Rhodes et al., citados por Van Heeswijck et
al., 2001b), y su participacion en rutas metabdlicas centrales hace creer que
inclus¢ bajos niveles de acumulacion, como ei caso de la vid (Downton y
Loveys, 1981), pueden ser bioibgicamente significantes (Hare y Cress, 1997).

Ef alto nivel de prolina libre encontrado en érganos vy tejidos de ciertas
plantas sin estrés, como en frutas maduras de vid, (Lafon-Lafourcade y
Guimberteau 1962, Kliewer 1968, Ough y Stashak 1974), sugiere que este
aminoacido puede tener un rol importante en el desarrollo y crecimiento normal
de ia planta, y que se sintetiza por vias metabglicas o procesos independientes
de los que operan en respuesta al estrés (Stines et al., 1999b). Nanjo et al.
(1999) concluye que la prolina tiene un papel Gnico en la osmotolerancia asi
como en la morfogenesis, como un componente importante de las proteinas
estructurales de ia pared celular de las plantas.

La prolina puede ser sintetizada por la via del giutamato o la via de la
ornitina (Verma y Zhang, citados por Van Heeswijck et al., 2001b). Los estudios
de Kishor et al. (1995) en tabaco, y posteriormente los de Nanjo et al. (1999) en
A. thaliana, confiman gque ia enzima P5CS (A1-pyrrolin-5-carboxylato
synthetasa) es clave en la regulacion y la velocidad de la ruta de biosintesis de
prolina via glutamato.

La via de la ornitina esta vinculada al metabolismo de la arginina, y su
significancia fisioldgica en plantas no esta ain clara. La enzima OAT ($-ornitina
amino transferasa), que cataliza la transaminacion del grupo d-amino de la
ornitina a a-cetoglutarato, produciendo glutamato y GSA, ha sido estudiada en



hongos y mamiferos (Van Heeswijck et al., 2001a). Segun Delauney et al.
(1993), los niveles de transcripto de OAT se reducen en respuesta a estrés
salino en Vigna aconitifolia, pero aumentan cuando las plantas se exponen a
niveles excesivos de nitrébgeno. Roosens et al. (1998) afirman que en
Arabidopsis thaliana los niveles de ARNm de OAT aumentan en estrés salino
cuando las plantulas tienen 20 dias, pero no a las cuatro semanas de edad.
Dado esto, es posible que OAT se relacione a la biosintesis de prolina por
estrés osmotico en plantas muy jévenes, pero su rol principal se vincule al
reciclaje de giutamato en presencia de altos niveies de N.

Stines, citado por Van Heeswijck et al. (2001b), demostré que ios genes
que codifican para las enzimas P5CS y OAT estan presentes en el genoma de
V. vinifera. Este mismo autor, en estudios de expresidn de genes demostré que
Vvp5cs (ADNc de P5CS) se expresa en las bayas, asi como en otros tejidos de
la vid. Sin embargo no obtuvo los mismos resultados para el transcripto Vvoat
(ADNc de OAT) mediante Northern blot. La técnica de RT-PCR si le permitid
detectar Vvoat (ADNc de OAT) en bayas, flores, hojas y raices, resultado
confirmado luego en el cultivar Chardonnay por la deteccién de la proteina por
Western blot.

El aumento en los niveles de prolina producto del avance en el desarrollo
de las bayas no pudo ser atribuido a cambios en los niveles de ARNm Vvp5cs,
ya que estos se mantienen constantes durante el desarrotlo de las mismas.
Estudios de proteina VVP5SCS permitieron descartar también mecanismos de
regulacién post transcripcionales y post traduccionales como explicativos de
cambios en los niveles de esta proteina y por o tanto de prolina acumulada.
(Stines et al., 1999b). Estos resultados sugieren que los mecanismos de
regulacion de acumulacion de prolina durante el desarrollo de la planta son
distintos a los que operan en respuesta al estrés abiético.

2.2.4 Azicares

La acumulacién de azicares en las bayas, junto con la de antocianos,
son consideradas esenciales para la produccién de fruta fresca y para la
elaboracion de vinos tintos. En particular, en la vinificacién, los azicares son los
que determinaran los niveles de alcohol alcanzados durante el proceso de
fermentacién.

Los carbohidratos son producidos por fotosintesis y luego exportados
como sacarosa desde las hojas a las bayas via floema (Swason y Elshishiny
citados por Boss y Davies, 2001). Hasta envero, {a mayoria del azlcar
importado a las bayas es metabolizado, por io que hay poca acumulacion.
Luego de envero hay un aumento constante en los niveles de azucares
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acumulados, predominantemente en forma de hexosas, glucosa y fructosa
(Boss y Davies, 2001).

Numerosos estudios relacionan el aumento de azucares y ABA con el
comienzo del proceso de madurez en las bayas (Davies et al. 2007, Deluc et al.
2009, Wheeler et al. 2009). La aplicacion de sacarosa y ABA a frutos inmaduros
produjo cambios en la expresion de genes similares a los que ocurren al
comienzo de la madurez, lo que demuestré su rol en el controi de este proceso
(Gambetta et al., 2010).

2.2.5 Antocianos
2.2.5.1 Consideraciones generales

Los flavonoides constituyen una familia relativamente diversa de
moléculas aromaticas que derivan de la fenilalanina y de la malonil-coenzima A.
Estos componentes incluyen seis subgrupos que fueron encontrados en la
mayoria de las plantas superiores: chalconas, flavonas, flavonoles,
flavanonoles, antocianinas, y taninos condensados (o proantocianidinas)
(Winkel-Shirley, 2001).

Los antocianos son extraidos principalmente de la piel de ias uvas, y son
los principales responsables del color del vino tinto. Ademas contribuyen al
sabor y a las caracteristicas quimicas del vino por su interaccion con otras
moléculas, como fencles incoloros, polisacaridos, metales y antocianinas
(Mazza y Brouillard, 1987, 1990). Los antocianos inciden en el color de vinos
jovenes en un 50-70% (Boulton, 2001).

Ademas de la cantidad y tipo de antocianos también existen oftros
factores que inciden en la coloracidn de! vino, como la presencia de pigmentos
polimericos, el pH del vino, la concentracién de SO;, el alcohol, los iones
metalicos, ia copigmentacion, etc. (Versari et al. 2008, Dalla y Laureanc 1994).

La copigmentacion es una interaccidn moiecular entre antocianinas y
compuestos como flavonoides, polifenoles, alcaloides, aminoacidos vy
antocianinas, entre otros (Lewis, 1995). Esto aumenta la intensidad de color y
produce un cambio en la longitud de onda de absorcion maxima, hacia valores
mayores (efecto batocrémico) (Mazza y Brouillard, 1990). La proporcion de la
contribucién de la copigmentacién al color de los vinos jovenes se estima en un
30-50%, mientras que en vinos de crianza contribuye con un 35-63% de su
color (Boulton, 2001).
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Ademas de asociaciones intermoleculares, también existen las
intramoleculares, como la acilacién o la glicosilacion. En la acilacién ios
residuos de azucar que forman parte de las antocianidinas estan acilados con
acidos; que en el caso de Vitis vinifera son el p-cumarico, cafeico y acético.
Estas asociaciones le confieren estabilidad a la molécula de antocianina (Sarni-
Manchado et al., 1996). Han et al. (2008) mosiré que el color de varias
antocianinas estuvo influenciado por la acilacion, y proporciond una base para
dilucidar los efectos de las interacciones intramoleculares en el color de los
vinos.

La acumulacién de antocianos, como se puede ver en la Figura 1,
comienza en envero, en ef punto de partida del proceso de madurez de las
bayas, y alcanza su valor mas alto en general cuando la relacién
azicares/acidez en el mosto es maxima (Togores, 2003). Mientras que
tradicionalmente se utilizé este indice para determinar el momento de madurez
tecnologica, en el presente es de suma importancia considerar también la
madurez fenolégica de las bayas.

Segun Gonzalez Neves et al. (2006), en un estudio de tres afios (2001-
2003) en vides cultivadas en el sur de Uruguay, el promedio de contenido total
de antocianos en la piel de las bayas, al estado de cosecha, fue de 2674,5 mg/L
para Tannat, 1538,9 mg/L para Cabemet Sauvignon y 1151,5 mg/L para Meriot.
Mazza et al. (1999) senalan que para Pinot Noir, el contenide total de
antocianos fue de 753-803 mg/Kg, pero este valor es para las condiciones
ambientales de la costa occidental de Canada.

Ademas del contenido, la composicion de antocianinas es un factor
importante para la determinacién de la calidad del vino, ya que cada antocianina
tiene diferentes caracteristicas en cuanto a color y estabilidad. Los tipos de
antocianinas que acumula V. vinifera son 3- monoglucésidos, 3-
acetilglucésidos, 3- p- cumaroilglucosidos, derivados de la delfidina, petunidina,
cianidina, peonidina y malvidina {Mazza y Miniati, 1993). Han et al. (2008)
determind que la cianidina-3-O-glucdsido es la que mas influye en el color del
vino, mientras que la malvidina-3-O-glucdsido es la que influye menos.

Si bien la abundancia relativa de la acumulacién de antocianinas esta
determinada por la variedad, las condiciones ambientales bajo las cuales se
cultiva la vid influyen fuertemente sobre las mismas (Keller et al., 2004, 2005).
La sequia, las altas temperaturas y la luz son los factores principales que
afectan la biosintesis de antocianos en vid (Spayd et al. 2002, Casteliarin et al.
2007a).
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2.2.5.2 Ruta de biosintesis de antocianos

La ruta de biosintesis de antocianos en las plantas requiere de dos tipos
de genes. Los genes estructurales, que codifican para enzimas que participan
directamente en la formacion y almacenamiento de antocianos y otros
flavonoides (Figura 2), y los reguladores, que regulan la expresién de los genes
estructurales, y controlan la acumulacién espacial y temporal de los pigmentos.
(Holton y Cornish 1995, Winkel-Shirley 2001).

Esta via es naturalmente muy ramificada; los primeros pasos de ella
resuitan en productos que son precursores para muchos tipos de componentes
relacionados (Boss y Davies, 2001).
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Figura 2. Ruta de biosintesis de antocianos. Enzimas abreviadas (se resaltan
las estudiadas en este trabajo): PAL, fenilalanina amonio fiasa; C4H, Cinamato
4-hidroxilasa; 4CL, 4-cumarato.CoA ligasa; CHS, chalcona sintasa; CHI,
chalcona isomerasa; F3H, flavonoide 3 hidroxilasa, DFR, Dihidroflavonol 4-
reductasa; LDOX, leucoantocianidina oxidasa; UFGT, UDP Glc-flavonoid 3-O -
glucosyl transferasa. Fuente: elaborado en base a Jeong et al. (2004).



14

La enzima fenilalanina amonio liasa (PAL) es la primera enzima de la
ruta, y cataliza la produccidbn de acido cinamico a partir de fenilalanina.
Posteriormente actGan dos enzimas cuyos genes no han sido aislados en ta vid
{cinamato 4-hidroxilasa (C4H) y 4-cumaratoCoA ligasa (4CL)), y la enzima
chalcona sintasa (CHS) produce el primer flavonoide de la via por condensacion
de p-cumarico-CoA con tres moléculas de maionil CoA {Kreuzaler y Hahlbrock,
1972). Las chalconas son convertidas a flavononas por la accidén de la enzima
chalcona isomerasa (CHI) (Moustafa y Wong, 1967). Flavonona 3-hidroxilasa
(F3H) hidroxita flavononas para formar dihidroflavonoles {Forkmann et al.,
1980). Luego enzimas determinan las especies de antocianinas producidas, y
catalizan la hidroxilacién del anillo B.

La enzima dihidroflavonol 4-reductasa (DFR) cataliza el primer paso en la
conversion de dihidroflavonoles en antocianinas (Stafford y Lester, 1982). Los
préximos pasos en la produccion de antocianinas no estan bien caracterizados,
aunque se sabe que involucran una hidroxilasa y una dehidratasa (Heller y
Forkmann, citados por Boss y Davies, 2001). Las antocianidinas formadas se
estabilizan mediante [a adicion de una glucosa en la posicién 3 del anillo de
carbono, reaccién catalizada por UDP-giucosa: flavonot 3-O-glucosyltransferasa
(UFGT) (Larson y Coe, 1977). Finalmente ocurre una conjugaciéon giutation por
la enzima glutation S-transferasa (GST) y mediante una bomba de glutation se
realiza el transporte de las antocianidinas a la vacuola de las células. Este
sistema de transporte es similar al que utilizan las plantas para reconocer,
transportar, y metabolizar herbicidas y xenobidticos, y parece ser la forma en
que la misma se protege de las antocianinas, toxicas para sus células (Marrs,
1996).

Existen dos fases marcadas en la expresion de genes de la ruta de
biosintesis de antocianos. Antes de envero todos los genes se expresan salvo
el UFGT, seguido de una reduccion en la expresion en la etapa lag. Después de
envero todos los genes se inducen de forma coordinada, lo que sugiere la
accion de genes reguladores. A partir de este momento se da la acumulacién
de antocianos en la piel de las uvas (Boss et al., 1996). Sin embargo, Ban et al.
(2003) proponen que todos los genes, saivo el UFGT, se expresan
continuamente durante el desarrollo de las bayas.
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2.3 FACTORES AMBIENTALES Y LA ACUMULACION DE ANTOCIANOS Y
OTROS METABOLITOS

2.3.1 Temperatura

Segin Coombe (1987), Mullins et al. (1992), la acumulacion de
antocianos en la piel de las bayas estd generalmente influenciada por la
temperatura durante el periodo de maduracion.

En Uruguay, los periodos de altas temperaturas son comunes en verano,
por {0 que debe ser considerada al estudiar el metabolismo de las bayas. El sur
de Canelones corresponde a la region climatica viticola IH3IF2181 (Templado,
Noches templadas y Sequia moderada), definidas segin el método CCM
(Tonietto y Carbonneau, 2004) y modificado para Uruguay por Ferrer (2007)
(Figura 3).
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Figura 3. Serie climatica de temperatura, precipitacién y ETP, afios 1971-2000,
para Canelones. Fuente: Ferrer et al. (2011).

La temperatura 6ptima de sintesis de antocianos en las bayas se
encuentra entre los 15 y 27°C, produciéndose la degradacién de estos
compuestos a temperaturas mayores a 30°C (Mori et al., 2007). Tomana et al.
(1979) sostienen que las noches calidas redujeron el contenido de antocianos
en uvas de mesa ‘Kyoho' (Vitis labruscana x Vitis vinifera), y posteriormente
Mori et al. (2005) concluyen lo mismo para uvas Pinot Noir. Por otra parte,
Haselgrove et al. (2000), Spayd et al. (2002), Downey et al. (2004) proponen
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que en regiones calidas la acumulacion de antocianos se ve inhibida en la piel
de las bayas tintas. Un estudio reciente ha demostrado que la expresion de los
genes CHS, DFR y UFGT de la sintesis de antocianos estan correlacionados
negativamente con las altas temperaturas, y que existe una pérdida de
antocianos en la piel debido a estas (Mori et al., 2007).

2.3.2 Luz

Segun Spayd et al. (2002) la exposicidn a la luz solar aumentd la
concentracion total de antocianinas monoméricas en las bayas. Sus resultados
confirman que los racimos expuestos tuvieron concentraciones de flavonoides
diez veces mayores a los sombreados. Jeong et al. (2004) reportaron que el
sombreado suprimi6 y retardé la expresién de CHI, CHS, DFR, F3H, LDOX,
UFGT, asi como la acumulacién del mRNA VvmybA1, un supuesto gen
regulador de la ruta de biosintesis de antocianos en uvas. Keller y Hrazdina
(1998) estudiaron el efecto de la luz y el nivel de nitrégeno sobre el contenido
de antocianos y compuestos fendlicos durante el desarrollo de !a vid. Estos
autores concluyeron que las bajas intensidades de fuz en envero restringen la
acumulacion de fenoles, y este efecto fue mas severo en presencia de altos
niveles de nitrogeno. El contenido de malvidina aumenté a altos niveles de
nitrdbgeno y fue predominante al imponer también condiciones de baja
intensidad de fuz.

2.3.3 Déficit hidrico
2.3.3.1 Efecto sobre la acumulacion de antocianos

De ios factores ambientales que afectan la composicién de antocianos de
los frutos durante su proceso de madurez, el déficit hidrico es el mas
importante. Si bien Vitis vinifera L. tiene una tolerancia relativamente alta a la
sequia, hay tres momentos en su desarrollo que pueden afectar
considerablemente el tamafio de la baya y su compaosicion; ellos son floracion,
envero y cosecha (Roby et al. 2004, Keller et al. 2005, Ojeda 2005).

Ojeda et al. (2002), sostienen que el efecto del déficit hidrico sobre la
biosintesis de compuestos fendlicos depende de la magnitud del déficit y del
momento en el cual ocurre. Déficits medios entre antesis y envero, y severos
entre envero y cosecha produjeron mayor cantidad de flavonoides que el control
sin deéficit y que un déficit severo entre antesis y envero. Con respecto al
contenido de antocianos, éste aumentd sdlo cuando el déficit hidrico fue severo
y tardio. Sin embargo, segin Matthews et al. (1988, 1990), el déficit hidrico
antes de envero aument6 las concentraciones de antocianos y fenoles. Segun
Merzlyak et al. (2008a, 2008b) el aumento de la concentracién de antocianos es
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una respuesta comin en plantas estresadas y probablemente funcione como
fotoprotector. En variedades tintas esto sirve para oscurecer el color, que es
percibido como un indicador de calidad por el consumidor. Winkel-Shirley
(2002) sostiene que se estan logrando avances para entender como las plantas
controlan el tipo y cantidad de flavonoides que son producidos en respuesta a
senales diferentes.

Castellarin et al. (2007a) demostraron que el déficit hidrico cambia la
abundancia de franscriptos de genes relacionados a la biosintesis de
antocianos en ia piel de las bayas, acelerando este proceso. Borsani et al
(2010), en condiciones de déficit hidrico cercano a envero, concluyeron que la
induccién de la expresion de los genes CHS, F3H, DFR y UFGT de sintesis de
antocianos fue mayor y se dio mas tempranamente. Estos autores encontraron
que cuando la restriccion hidrica era en cosecha hubo una mayor expresion de
genes, con la excepcion de UFGT, pero sin alcanzar los resultados obtenidos
en envero. Los distintos momentos de imposicion del déficit hidrico no
produjeron diferencias en el contenido total de antocianos, pero si en el perfil de
antocianos individuales.

Ademas de la accidn directa sobre la biosintesis de compuestos
fendlicos, el déficit hidrico actia aumentando la relacién piel/pulpa con respecto
a las bayas con adecuado suministro de agua (Ojeda et al. 2002, Roby et al.
2004), incrementando de forma indirecta la cantidad de taninos y antocianos en
la piel. En estudios realizados por Matthews et al. (1988), si bien el déficit
hidrico después de envero disminuyd en menor medida el peso de la baya,
también aumentd sustancialmente el contenido de antocianos.

2.3.3.2 Efecto sobre otros metabolitos

Segun Cramer et al. (1997) el metabolismo energético fue fuertemente
activado por estrés, asi como la acumulacién de ABA y etileno. Comparado con
el estrés salino, el estrés hidrico produjo mayores concentraciones de glucosa,
malato y prolina, y una mayor y mas rapida inhibicién de elongacién de brotes.
Vincent et al. (2007) sefialan que 1a inhibicién de la elongacién de brotes estuvo
relacionada a un decrecimiento en la cantidad de proteinas involucradas en
fotosintesis y sintesis proteica. Las proteinas sobre expresadas en la variedad
Cabernet Sauvignon estuvieron involucradas en el metabolismo proteico,
mientras que en las proleinas sobre expresadas en Chardonnay no se pudo
identificar su funcion. Bowen et al. (2011) sostienen que el déficit hidrico redujo
la conductancia estomatica y el intercambio gaseoso, pero gue también ocurrié
esto en el tratamiento control en la fase Jag, aumentando estos niveles iuego de
envero. Segun Matthews et al. (1998) el déficit hidrico antes de envero produce
una fuerte disminucion de la concentracion de malato. Okamoto et al. (2004)
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comprobaron que en uvas de la variedad Chardonnay aumenta el contenido de
aminoacidos al imponer estres hidrico después de envero, sin embargo esto no
sucede con la prolina.

En un estudio de Deluc et al. (2009a) sobre los efectos del déficit hidrico
en el metabolismo de los cultivares Cabernet Sauvignon y Chardennay, se
concluye que la sequia tiene impactos sobre el aroma y calidad de las uvas y
posteriormente del vino. Estas respuestas dependen del cultivar y de su color.
En Cabernet Sauvignon, el déficit hidrico produjo un aumento de casi el doble
en la concentracion de ABA, y aumentd el contenido de prolina, azicares, y
acumulacion de antocianos, comparado al control irrigado. En Chardonnay el
déficit hidrico produjo una disminucion de la concentracién de ABA en envero y
poco tiempo después, y no hubo efecto sobre la concentracion de azicares,
prolina y antocianos (irrelevante para este cultivar por su imposibilidad de
producir antocianinas). Se activaron parte de las rutas metabdlicas de
fenilpropanoides, energia, carotenoides e isopropanoides que contribuyeron al
aumento en las concentraciones de anteraxantinas y flavonoides. También
aumentaron en esta variedad los ftranscriptos de genes vinculados al
metabolismo de los acidos grasos que afectan los aromas de las uvas y del
vino. En ambas variedades el déficit hidrico afectd la ruta metabdlica de sintesis
de ABA. Hubo una aita correlacion entre la concentracion de ABA y la
abundancia del transcripto NCED1 (8-cis-epoxycarotenoid dioxygenasa).

2.3.3.3 El ABA como respuesta al déficit hidrico

Originalmente se creyd que el ABA estaba involucrado en la abscision de
los frutos y la dormancia de las plantas lefiosas, pero su rol en estos procesos
aun no esta claro. Sin embargo si se sabe que es necesario para el desarrollo
de las semillas, la adaptaciéon a distintos estreses abiébticos, y la sefalizacion
celular dependiente de azucares. Estos procesos estan en gran parte mediados
por cambios en la sintesis de novo de ABA (Schwarliz et al., 2003).

Segun Seki et al. (2007} el ABA es una hormona central en la regulacion
de la respuesta de la planta al estrés osmdético, y varias enzimas de su ruta de
biosintesis y catabolismo han sido identificadas en presencia de estrés hidrico.
El ABA opera a nivel de toda la planta, regulando el crecimiento de hojas y raiz
(Munns y Cramer, 1996), asi como la transpiracién y la pérdida de agua a
través del cierre de estomas. Estos autores sefialan que los niveles de ABA
aumentan en la savia del tejido xilematico en suelos con sequia o saiinidad, y
se acumula en el floema, controlando el crecimiento de hojas y raices por
mecanismos aun no conocidos. Yang et al. (2008), Seki et al. (2007) reportan
que el ABA también actda a nivel molecular mediante la reguiacion de la



19

transcripcion de genes, sintesis proteica, sefializador de rutas metabdlicas,
productor de protectores contra la deshidratacién y foto-inhibicién.

En hojas y xilema donde aumenta la concentraciéon de ABA en respuesta
a este tipo de estrés (Okamoto et al. 2004, Pou et al. 2008). Antolin et ai. (2003)
sostienen que el ABA es transportado desde las hojas a las bayas antes de
envero. La concentracion de ABA en la savia del xilema esta altamente
correfacionada con su concentracion en las bayas, sobre todo en las etapas
tardias de desarrollo del fruto (envero y cosecha). Un ensayo realizado por
Kataoka et al. (1982) con defoliacién al comienzo de la madurez de las bayas,
se inhibié completamente la sintesis de antocianos en la piel de las bayas, y
disminuy6 el contenido de sélidos solubles y acidez titulable en la pulpa con
respecto al control. Los niveles de ABA endégeno en la piel y pulpa no
aumentaron durante la madurez. 1.a acumulacién de antocianos fue recuperada
al aplicar ABA exbgeno, 1o que permitié concluir que {a acumuiacion de ABA en
la piel resulta un factor determinante en la sintesis de antocianos. Sin embargo,
Okamoto et al. (2004) demostraron que si bien el estrés puede aumentar los
niveles de ABA en toda la planta, el ABA puede ser producido dentro del fruto
como respuesta a la alteracién del estado hidrico, y no importado del resto de la
planta.

2.4 PINOT NOIR

Pinot Noir es una variedad de origen francés, su nombre proviene de
Pinot (Pino, del francés Pinus, por sus racimos compactos y conicos) y noir
(negro, pues es una variedad tinta). Es de ciclo vegetativo corto y junto al
Chardonnay son las uvas que se usan para la produccion de Champagne
(Arango, s.f.).

Pinot Noir es una de las variedades mas selectas a nivel mundial para la
elaboracion de vinos varietales, algunos de los méas exclusivos y caros del
mundo. Sin embargo, no se adapta bien a cualquier region, y requiere climas
frios para la buena maduracién de sus bayas. Su vinificacion en tinto da como
resultado vinos de color poco intenso y mediana concentracion tanica (l.aMar,
s.f).

La variedad de vid es uno de los factores mas importantes que afectan la
composicion de la uva, ya que la sintesis y acumulacion de varios componentes
de la baya estdn determinados genéticamente. La piel de las bayas de Pinot
Noir solo acumulan cinco antocianinas: 3- monoglucdsidos de delfidina,
petunidina, cianidina, peonidina y malvidina (Fong et al., 1971). Estas ultimas
dos son las antocianinas mas metiladas (Mazza y Miniati, 1993), lo que les
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confiere mayor estabilidad témica {(Shackman y Smith, 1996), y son las mas
abundantes en esta variedad.

Boulton (2001) reporta que la falta de color de esta variedad puede estar
correlacionada a ia incapacidad de formar antocianinas copigmentadas ya que
Pinot Noir solo contiene antocianinas no aciladas (Fong et at., 1971).

El perfil de antocianos tan simple de Pinot Noir, sumado al hecho del
problema en la toma de color de esta variedad afo tras afioc en el
establecimiento donde se realiz6 este trabajo’, hizo que Pinot Noir resultara un
buen modelo para la investigacion de los efectos del ABA sobre la acumulacién
y expresién de genes de estos pigmentos.

2.4.1 Antocianos y parametros biogufmicos en Pinot Noir

Los factores ambientales nombrados anteriormente, que inciden sobre la
concentracién de antocianos y parametros bioquirnicos en las bayas, seran
referidos en esta seccidn para Pinot Noir de acuerdo a estudios especificos
encontrados para esta variedad.

2.4.1.1 Efecto del vigor sobre la acumulacion de antocianos, pH, y acidez
titulable en Pinot Noir

Cortell et al. (2007) estudiaron el efecto del vigor de las plantas de la
variedad Pinot Noir sobre la concentracién de antocianos y la composicion de la
fruta. Conciuyeron que, al igual que lo encontrado en otras variedades, las
plantas crecidas con mayor vigor dan menores valores de °Brix, mayores de
acidez titulable (mg/L), y una tendencia a valores mas bajos de concentracion
de antocianos. A su vez, en zonas de bajo vigor, y en las de mayor exposicion a
fa luz y mayor temperatura, encontraron mayores contenidos de malvidin-3-O-
giucoside y menores de peonidin-3-0O-glucoside.

2.4.1.2 Efecto del sombreado y temperatura sobre ia acumulacidn de
flavonoides en Pinot Noir

Cortell et al. (2006) estudiaron el efecto del sombreado sobre la
acumulacion de flavonoides en bayas de la variedad Pinot Noir. Segun estos
autores, el sombreado de racimos produjo decrementos sustanciales en el
contenido de flavonoles y proantocianidinas en la piel, y minimas diferencias en
acumulacion de antocianos. Con respecto a las antocianidinas, el contenido de

1 Comunicacién personal (Blumetto G., 2009)
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de delffinidina, cianidina, petunidina, y malvidina fueron proporcionalmente
menores, ¥ hubo un gran aumento de peonidina.

Pastor del Rio y Kennedy (2006) afiimaron que un aumento de calor
entre cuajado y envero en esta variedad se asocid con un aumento en el
contenido de proantocianidinas en las uvas y el vino.

2.4.1.3 Efecto de la temperatura y el ABA sobre la acumulacion de antocianos,
pH, y acidez titulable en Pinot Noir

Mori et al. (2005) estudiaron el efecto de la temperatura y el Acido
abscisico sobre la concentracién de antocianos totales en la piel de uvas de la
variedad Pinot Noir (Figura 4), sobre la acidez titulable y sélidos solubles en la
pulpa (Figura 5), y sobre la composicién de antocianinas de las mismas. Estos
autores encontraron que la concentracion de antocianos totales aumenta luego
de envero, dandose su maximo 24 dias luego de la aplicacién, para luego
mantenerse constante o decrecer minimamente (LNT y HNT respectivamente}.
La concentracion de antocianos totales alcanzados fue mas baja a HNT. La
aplicacion de ABA hizo que la concentracion de antocianos totales aumentara
hasta los 36 dias luego del tratamiento, tanto a LNT como a HNT. Por lo tanto,
aumenté la acumulacion de antocianos con ia aplicacion de ABA a altas
temperaturas nocturnas.
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Figura 4. Cambios en la concentracién de antocianos totales en Ja piel de bayas
del cultivar Pinot Noir. LNT: bajas temperaturas nocturnas, LNT+ABA: bajas
temperaturas nocturnas con tratamiento de ABA, HNT: altas temperaturas
nocturnas, HNT+ABA. altas temperaturas nocturnas con tratamiento de ABA. El
tratamiento con ABA a 250 ppm fue realizado en envero. Fuente: Mori et al.
(2005).

De acuerdo a lo comunicado por Coombe (1987), a LNT el contenido de
solidos solubles es mayor que a HNT, lo que puede estar asociado a una mayor
tasa de translocacion de azlcares a los frutos. El ABA no tuvo efecto sobre el
contenido de sélidos solubles a ninguna temperatura nocturna, coincidiendo con
lo reportado por Kataoka et al. {(1982).
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La acidez titulable de las bayas es mas baja a HNT que a LNT, o que
concuerda con la observacion de Coombe (1987) sobre la correlacion negativa
de la acidez titulable con la temperatura debido al aumento en la tasa
respiratoria y a la utilizacion del malato como sustrato en dicho proceso. El ABA
no tuvo efecto en la acidez fitulable a ninguna temperatura nocturna,
coincidiendo con o reportado por Kataoka et al. (1982).

. 40
35 B
2 |
- = 30 B %
= 15 | £ \
3 3 \
's & 2.0 e
= b \
£ 0} £ A
3 e UNT J IR S
. - I,
3 e aOem e ENTHABA o b et
CIIF Y E—— Seeniing
ceeteas FINT+ABA 0.5 p
0 \ N L 0.0 A 4 .
D 12 24 36 0 12 H 36
Day after treatment Day after treatinent

Figura 5. Sélidos solubles totaies (A) y acidez titulable (B) en uvas Pinot Noir.
LNT: bajas temperaturas nocturnas, LNT+ABA: bajas temperaturas nocturnas
con tratamiento de ABA, HNT: altas temperaturas nocturnas, HNT+ABA: altas
temperaturas nocturnas con tratamiento de ABA. El tratamiento con ABA a 250
ppm fue realizado en envero. Fuente: Mori et al. (2005).

Con respecto al efecto de la temperatura nocturna y el ABA sobre la
composicion de aniocianinas, no se observaron diferencias significativas en
malvidina y peonidina. En las restantes tres la HNT causé una marcada
disminuciébn con respecto a LNT. La aplicacion de ABA aumentd la
concentraciéon de las cinco antocianinas, pero la acumulacion de delfidina,
petunidina y cianidina a HNT+ABA no alcanzé la de LNT (Mori et al., 2005).
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2.5 ACIDO ABSCISICO

2.5.1 Sintesis y evolucion en el fruto

El ABA esta involucrado en el control de ia madurez de las bayas. Inaba
et al. (1974) encontraron que el contenido de ABA aumenta durante el proceso
de senescencia, y que las plantas inducen su senescencia bajo tratamientos de
ABA,

En estudios realizados por Taylor y Smith (1967) se plantea una ruta
indirecta para la sintesis de ABA a partir de la escisién de carotenoides. En esta
ruta metabdlica, las enzimas NCEDs (8-cis-epoxycarotenocide dioxigenasa)
catalizan el paso limitante (Schwartz et al.,, 2003), y la abundancia de
transcniptos en A. thaliana aumenta en presencia de déficit hidrico (Endo et al.,
2008).

Wheeler et al. (2009), encontraron que los niveles de ABA son altos en
frutos jovenes y luego decrecen para aumentar marcadamente después de
envero, donde aumenta también el color de la piel y la acumulacion de azlcares
(Figura 6). Después de este pico, el nivel de ABA decrece llegando a valores
bajos al estado de cosecha, o que indica que no son requeridos altos niveles
de ABA para mantener el estado de madurez.
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Figura 6. Cambios en acumulacion de azicares, acumulacién de antocianos y
concentracion de acido abscisico (ABA) durante el desarrolio de uvas Cabernet
Sauvignon en la estacion 2003/2004. E! contenido de antocianos fue
determinado por lectura de absorbancia a 520 nm. Las barras son los errores
estandar. Envero corresponde a la semana 8 post-floraciéon. Fuente: Wheeler et
al. (2009).
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Este patréon de acumulacién de ABA se mantuvo constante durante los
tres anos del ensayo, lo que indica que las variaciones climaticas no influyen de
forma significativa, y que este proceso estaria controlado genéticamente.

2.5.2 Aplicaciones de ABA como herramienta tecnoidgica

Si bien no hay evidencia de interaccién directa entre vias hormonales en
el proceso de desarrollo de las bayas, hay reportes que indican que la
aplicacion de una hormona puede alterar la acumulacién de otra, lo que
complica la interpretacion de los resultados obtenidos en este tipo de
experimentos (Davies y Bottcher, 2009).

Inaba et al. (1974) encontraron que el ABA acelera el proceso de
madurez del fruto cuando se realizan aplicaciones de esta hormona dentro de
las dos semanas antes de envero. Cantin et al. (2007), encontraron que en la
variedad de mesa "Crimson Seedless’, la aplicacién de ABA a 150 ppm permitié
cosechar la fruta diez dias antes que el control sin aplicar, y en la aplicacién a
300 ppm se logré calidad comercial treinta dias antes. También sostienen que
los tratamientos de aplicacién de ABA dieron mejor apariencia de bayas y
raquis que a los que se le aplicé Ethephon, concluyendo que el ABA es una
alternativa efectiva ai Ethephon para aumentar color y mantener la calidad de
las uvas de esta variedad luego de la cosecha.

Seguln Castellarin et al. (2007a), tanto el ABA como azucares podrian
actuar como sefializadores para acelerar el desarrollo de antocianos; el
agregado de ABA y ramnosa a la piel de las uvas indujo la biosintesis de
antocianos de manera sinérgica (Hiratsuka et al., 2001). Hale y Coombe, citado
por Wheeler et al. (2009), During et al. (1978), Matsushima et al. {1989),
encontraron que la aplicacion de ABA puede aumentar tanto la acumulacidén de
antocianos como de azlcares en frutos. Sin embargo el efecto del incremento
de color es mas significativo (Pirie y Mullins 1976, Kataoka et al. 1982, Yakushiji
et al. 2001, Mori et al. 2005, Cantin et al. 2007, Peppi et al. 2007, Peppi et al.
2008a). Peppi et al. (2008b) concluyen que {a piel de las bayas tratadas con
ABA tuvo menor luminosidad y tono en la primer semana luego de la aplicacién,
y mantuvo un color mas rojizo y oscuro durante todo el experimento.

Peppi et al. (2006, 2007) sostienen que el momento de la aplicacién y la
concentracion de ABA para aumentar color depende de la variedad. Es asi que
Peppi et al. (2008a) encontraron que para ‘Crimson Seedless’ el pico maximo
de acumulacién de antocianos se da al tratar con ABA en envero, pero que las
aplicaciones luego de envero también aumentan ia acumulacién de antocianos.
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Sandhu (2010), concluye que la aplicacion exdgena de ABA durante y después
de envero aumentd significativamente las antocianinas individuales en bayas
del cultivar “Noble”, aumentando también su capacidad antioxidante y su
contenido de fencles. E! mismo autor sostiene gue esos cambios son
generalizados para las variedades muscadinas, pero varian de acuerdo al
cultivar. Kataocka et al. (1982) afirma que la aplicacién de ABA a 1000 ppm al
comienzo del proceso de madurez aumenta la acumulacion de antocianos en la
piel.

En las aplicaciones de ABA tempranas, la concentracion de esta
hormona tiende a hacerse asintéticos al acercarse al estado de cosecha, donde
ya no hay diferencias entre tratar y no tratar con ABA. Estas diferencias se
pueden mantener si también se realizan aplicaciones mas tarde en el desarrollo
(Wheeler et al., 2009).

Ban et al. (2003), concluye que el ABA aumenta el conienido de
antocianos en la piel de las bayas, y la expresidon de los genes PAL, CHS, CHI,
DFRy UFGT de la ruta de biosintesis de antocianos. Segun Peppi et al. (2008a)
el nivel de ARNm UFGT de 'Crimson Seedless' aumenté dentro de la primer
semana de realizado el tratamiento con ABA, para volver a niveles normales
luego de las tres semanas. Mas del 80% de la variacion del contenido de
antocianos esta explicada por una relacién lineal con la integral de la
acumulacién de ARNm (Castellarin et al., 2007b).

Wheeler et al. (2009) concluyeron que aplicaciones de ABA tres, dos y
una semana antes de envero, produjeron un aumento significativo en los niveles
de ABA, una semana antes de envero, comparados al control sin tratar. Luego
de dos semanas de tratar los racimos con ABA, los niveles de transcriptos de
NCED1 y NCED2 aumentaron en la piel y pulpa de fas bayas. Estos tejidos
tuvieron mayores niveles de ABA, lo que sugiere que la aplicacion exégena
pudo actuar como una retroalimentacién positiva que elevd los niveles de estos
transcriptos y aumentd el proceso de biosintesis. Atn asi, los patrones de
expresion de estos genes no se correlacionaron con cambios en los niveles de
ABA durante el desarrollo de las bayas, concluyendo que es incierta la fuente
de donde provino el ABA que se acumulo en las bayas.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 MATERIAL VEGETAL

Se trabajé con plantas de Vitis vinifera cv. Pinot Noir, de 12 afios de
edad, ubicadas en el cuadro N° 33 del vifledo de Establecimiento Juanicé (ruta
5 Km 38, Canelones, Uruguay, 34°35°S-56°15'W). Las cepas estan injertadas
sobre el portainjerto SO4, y el sistema de conduccion es espaldera baja con
poda Royat (Figura 7).

Figura 7. Una planta de Vitis vinifera cv. Pinot Noir, mostrando portainjerto SO4,
sistema de conduccién en espaldera baja y poda Royat.

El cuadro es de 1,27 ha, y el marco de plantacion de 2,5 x 1,25 m,
totalizando 4064 plantas. Dichas plantas no cuentan con sistema de riego.
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3.2 PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

3.2.1 Disefio del experimento a campo

Se eligié una fila de plantas descartando las filas del borde del cuadro y
las que tenian plantas muy diferentes en tamarfio; en esta fila se asignaron al
azar seis plantas por tratamiento, es decir, seis plantas a aplicar ABA en cuajado,
seis plantas a aplicar ABA en envero, y seis plantas a aplicar ABA en vendimia.
Se colocaron cintas de colores en el pie de cada planta para identificar cada
tratamiento. Se tuvo el cuidado de no elegir dos plantas continuas por
posibilidades de deriva del producto a aplicar. De esta forma, las plantas elegidas
quedaron separadas por dos o tres plantas no correspondientes al experimento.
Posteriormente se eligié aleatoriamente un brazo de cada planta para los
tratamientos de aplicacion de ABA, y el otro brazo para la obtencion de los
racimos sin aplicar. Tanto los racimos a aplicar como los no aplicados fueron los
primeros de cada uno de los cuatro mejores pampanos, y se marcaron también
con cintas para su identificacion (Figura 8).

Figura 8. Planta seleccionada a aplicar en cosecha. En su brazo izquierdo se
observan cintas blancas marcando los racimos elegidos para aplicar con ABA.

Las muestras fueron los racimos enteros, debido al pequefio tamafio de
los mismos que pemmitié considerar baja la variabilidad dentro de ellos. Se
retiraron de la planta con un corte del pedicelo a 2-3 cm del extremo superior de
la infrutescencia. En el caso de recolectar dos racimos aplicados de la misma
planta (o dos racimos no aplicados de la misma planta), debido al pequefio
tamario de los mismos, se trataron como una unica muestra al mezclar sus bayas
para la posterior realizacién de las determinaciones analiticas.
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Los estados fenolégicos de cuajado y envero se asignaron de acuerdo a
lo porpuesto por Eichhorn y Lorenz (1977), donde el estado de cuajado
correspondio al 27 y el de envero al 35 en dicha escala. El estado de cosecha
tecnolégica fue el definido por Establecimiento Juanicé considerando las
relaciones entre azucares, acidez total y pH de acuerdo a la O.L.V. (2007).

La recoleccion de los racimos aplicados en cuajado, envero y vendimia, y
de los no aplicados, se hizo pocos dias luego de la aplicacién (24 dias, fechas
en Cuadro 1), para lo cual se corté uno o dos racimos aplicados y uno o dos
racimos no aplicados de cada una de las seis plantas correspondientes a cada
momento de aplicacién. En las plantas aplicadas en cuajado y envero, el resto de
los racimos aplicados con ABA y no aplicados se recolectaron también en
cosecha tecnolbgica, para comparar los resuliados con la recoleccibn 2-4 dias
después de la aplicacion, y evaluar si la respuesta al ABA fue inmediata o no
(Figura 3).

Cuadro 1. Fechas de aplicacion y recoleccidn.

Momento de Fechas de
aplicacién/recoleccion aplicacion/recoleccion
Aplicacidon 20 de noviembre de 2009
CUAJADO Recoleccién 23 de noviembre de 2009
8 de febrero de 2010
Aplicacion 14 de enero de 2010
ENVERO Recoleccion 18 de enero de 2010
8 de febrero de 2010
Aplicacién 5 de febrero de 2010
COSECHA '—pocoleccion | 8 de febrero de 2010
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Momento de aplicacion Aplicacién o no Momento de recoleccidn
Cuajado
Aplicado <
Cosecha tecn.
CUAJADO
Cuajado
No aplicado <
Cosecha tecn.
Envero
Aplicado <
Cosecha tecn.
ENVERO
Envero
No aplicado <
Cosecha tecn.
Aplicado ———3  Cosecha tecn.
COSECHA
TECN.

No aplicado ————»  Cosecha tecn.

Figura 8. Factores estudiados y sus niveles, para la determinacion de parametros
bioguimicos en las bayas.
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Para las determinaciones de expresién de genes la recoleccion de racimos
fue sistematicamente cada 15 dias a partir de la recoleccion de cuajado (fechas
en Cuadro 2). En cada fecha se procedié a cortar cuatro racimos, de los cuales
tres correspondieron al brazo aplicado {racimos aplicados o por aplicar, segun la
fecha de recoleccion) de una planta de cada momento de aplicacidn, y un racimo
testigo fue retirado del brazo no aplicado de una planta del experimento elegida
al azar (Figura 10}.

Cuadro 2. Fechas de recoleccion y estado de fos racimos recolectados para la
medicién de expresion de genes

| Fechas de recoleccion Planta Estado del racimo
recolectado
3 de diciembre de 2009 Cuajado Aplicado
Envero No aplicado
Cosecha No aplicado
Testigo No aplicado
(cuajado)
17 de diciembre de 2009 Cuajado Aplicado
Envero No aplicado
Cosecha No aplicado
Testigo (envero) No aplicado
30 de diciembre de 2009 Cuajado Aplicado
Envero No aplicado
Cosecha No aplicado
Testigo No aplicado
(cosecha)
14 de enero de 2010 Cuajado Aplicado
- Envero No aplicado
Cosecha No aplicado
Testigo No aplicado
{cuajado)
28 de enero de 2010 Cuajado Aplicado
Envero Aplicado
Cosecha No aplicado
Testigo (envero) No aplicado
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Figura 10. Racimos recolectados en envero para la medicion de expresion de
genes. lzq.: racimo aplicado en cuajado. Centro: racimo no aplicado de planta de
envero. Der.. racimo no aplicado de planta de vendimia.

3.2.2 Condiciones de aplicacién y mantenimiento de las muestras

La solucién a aplicar se preparé con ABA comercial suministrado por la
empresa Valent Bioscience USA a una concentracién de 200 ppm, con agregado
de detergente Tween 20 al 0.1% para favorecer su adherencia y penetraciéon a
los racimos. Para obtener una aplicacién dirigida al racimo se utilizé un recipiente
de aspersion, y se procurd el mojado total del racimo aplicando la solucién hasta
el chorreado del mismo. En el caso de ocurrencia de lluvias importantes durante
las 24 horas siguientes a la aplicacién, ésta fue repetida por posibilidad de lavado
del producto.

Luego de cada cosecha se colocaron los racimos en un freezer a -20°C
para su conservacién hasta el momento de realizar las determinaciones de
metabolitos secundarios. Si bien el congelamiento de los racimos puede tener
incidencia en la medida de algunos metabolitos como, azucares y acidos
organicos la imposibilidad de realizar las determinaciones en cada momentod e
cosecha determiné que se siguiera este protocolo. Para las determinaciones de
expresion de genes los racimos se conservaron a -80°C para evitar la
degradacion del ARNm.
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3.3 DISENO EXPERIMENTAL

El experimento consid de 18 plantas ubicadas en la misma fila de
plantacion y de la misma edad, portainjerto, clon, sistema de conduccién, y tipo
de poda. Debido a esto, el disefio fue completamente al azar en parcelas
subdivididas incompleta, porque tanto los racimos aplicados con ABA en
cosecha tecnoldgica como los no aplicados, fueron recolectados Gnicamente en
cosecha tecnoibgica. La parcela mayor fue la planta, donde se aleatorizé el
momento de aplicacion, la siguiente fue la media planta, donde se aleatoriz6 la
aplicaciéon 0 no de ABA, y la menor fue el racimo, donde se aleatorizé el
momento de cosecha.

3.4 MEDICIONES

Para poder determinar los efectos del ABA sobre la acumuiacion de
antocianos y composicién interna de las bayas se hicieron dos tipos de
mediciones: parametros bioquimicos y expresion genica. Para evaluar si los
efectos se lograron expresar a nivel del fruto se midieron los siguientes
parametros bioquimicos: pH, sdlidos solubles, antocianos totales, aminoacidos
totales, acidos organicos y protina. La determinacion de posibles efectos a nivel
molecular se hizo midiendo la expresioén de cince genes de la ruta de biosintesis
de antocianos (PAL, CHS, CHI, F3H, DFR) y uno de la ruta de biosintesis del
ABA (NCED1). Se utitizé la ubiquitina (UB) como control de expresidén interna y
DGK2 como control de integridad.

3.4.1 Métodos de extraccion

Todos los parametros fueron medidos inmediatamente luego del
macerado de las bayas.

3.4.1.1 pH y sdlidos solubles

Se triturd el total de las bayas del racimo (tratado o no tratado). Luego se
centrifugé a 7500 rpm durante 10 min a una temperatura de 4°C, en una
centrifuga SIGMA.

3.4.1.2 Antocianos {otales

Para la extraccidn de antocianos se tomé 2 gramos del sedimento
resultante de la centifugacién del macerado de bayas (3.4.1.1) pesados en una
balanza OHAUS, y se le agregd 4 mL de metanol acido. Luego se dej6 toda la
noche a 4°C y se centrifugé a 5000 x g por 5 min a una temperatura de 10°C.



3.4.1.3 Prolina, aminoacidos totales y acidos organicos

Una alicuota de 0.2 ml de la fase superior acuosa obtenida en (3.4.1.1) se
utilizd para la determinacién de aminoacidos, acidos organicos y prolina.

3.4.1.4 Extraccion de ARN de la piel de las uvas

La extraccion de ARN de la piel de uva se realizé en primera instancia
mediante el protocolo de Davies y Robinson (1996) sin dar resultados favorables,
por lo que se procedié a utitizar una modificacion del protocolo de Chang et al.
(1993), gue se describe a continuacién.

Se trabaj6 siempre con materiales libres de ARNasa. El primer dia se
pesaron 2 g de polvo de piel de uva en un Falcon de 50 mL previamente enfriado
en N, liquido. Se agregaron 10 mL de tampén de extraccion previamente
calentado a 65°C, y 200 yL de B-mercaptoetanol. Se mezcld por inversion 5 min
y se agregé 10 mL de CIA. Nuevamente se mezclé por inversién 5 min, y se
centrifugé 15 min. a 9000 x g a temperatura ambiente. Posteriormente se
transfirié el sobrenadante a otro tubo y se agregaron 10 mL de CIA. Luego de
agitar 5 min se centrifugd 15 min. a 9000 x g temperatura ambiente. Se transfirio
el sobrenadante a otro fubo en hielo y se repitieron los pasos con ClA hasta no
ver interfase. Se afiadieron 0,25 vol de LiCl 10M y se dejé precipitar o/n a -20°C.

El segundo dia se centrifugé 30 min a 9000 g. Posteriormente se
afadieron 500 pl. de tampon SSTE previamente calentado a 65°C y se
resuspendié con micropipeta. Se afiadié 500 pul. de CIA y se mezclé volteando.
Se centrifugd 10 min a 13000 rpm a temperatura ambiente. Recuperando e}
sobrenadante y paséandolo a otro eppendorf, se agregaron nuevamente 500 pl
de CIA y se mezcld. Se centrifugd 10 min a 13000 rpm a temperatura ambiente y
se recuperd el sobrenadante en otro eppendorf para luego agregar 2 vol de
etanol absoluto frio a -20°C. Se dejé precipitar 3 h minimo a -20°C y se centrifugé
25 min a 13000 rpm a 4°C. Se retird el sobrenadante y se afiadié 1 mL de etanol
95% (frio a -20°C). Se centrifugé 10 min. a 13000 rpm a 4°C por segunda vez, y
se retiré el sobrenadante. Se centrifugd otra vez 2 min a 13000 rpm a 4°C. Se
resuspendio el pellet en 50 plL de agua estéril tratada con DEPC, se cuantificé en
espectrofotémetro, y la calidad del RNA se visualizé en gel de agarosa al 2%,
con cargas de 20 pl en los pocillos.
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3.4.2 Determinaciones analiticas
3.4.2.1 Cuantificacion de pH y sélidos solubles

Para la determinacion de pH y sélidos solubles en mosto se siguieron los
protocolos de O.LV (2007). Los sdlidos solubles fueron determinados por
refractometria utilizando un refractdémetro FORLI sin control de temperatura, y el
pH con un pHmetro MeterLab.

3.4.2.2 Cuantificacion de antocianos totales

Se procedié a tomar 100 pL de sobrenadante obtenido en (3.4.1.2) y se le
agregd 900 uL de metanol acido. Se leyd la absorbancia de la mezcla en
espectrofotébmetro SHIMADZU a 520 nm para determinar el contenido total de
antocianos.

L.a concentracién de antocianos monoméricos se calculd de la siguiente

forma (Giusti y Wrolstad, 2001):

Antocianinas monomeéricas (mg/itro) = (A x MW x DF x 1000)/(3 x 1)
donde
A: absorbancia
MW: peso molecular (para muestras de composicién desconocida, se usa el de
la cianidina-3-glucésido MW=449.2)
DF: Factor de dilucién
Y= 26,900 (para muestras de composicién desconocida se usa et de la
cianidina-3-glucésido)

3.4.2.3 Cuantificacion de prolina

La prolina se cuantificd segin Troll y Lindsley (1955). Se tomd 0.1 mL de
la fase acuosa que contenia la prolina (3.4.1.1) y se le agregd 1 mL de acido
acético y 1 mL de ninhidrina acida consistente en HisPO, 6 M, 4cido acético 12,6
M vy ninhidrina 0,14 M. Se usaron tubos con tapén de rosca que se caientaron
en bafo de agua a 90°C durante 1 h y se dejaron enfriar a temperatura
ambiente. De cada tubo se tomo 450 uL y se le adiciond 1,5 mL de tolueno, se
agitd vigorosamente durante 5 min. y se dejé decantar hasta la formacion de
dos fases (aprox. 12 h). Para cuantificar prolina se tomaron muestras de 1 mL
de la fase superior y se leyd la absorbancia a 515 nm en especirofotdOmetro
SHIMADZU. Como estandar se usé L-prolina.
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3.4.2.4 Cuantificacion de aminoacidos totales

Se tomaron 0,1 mL de la fase acuosa obtenida en (3.4.1.1), se agregaron
0,6 mL de solucién A (8,4 g de Acido citrico, 3,2 g de NaOH y agua hasta 50
mL) y 0,5 mL de solucién B (0,48 g de ninhidrina, 0,0165 g de acido ascérbico y
cellosolve 50 mL). Posteriormente se hirvié durante 25 min y se dej6 enfriar. Se
afiadid 3 mL de etanol 60%, se mezcld bien, y se leyé absorbancia a 570 nm.

3.4.2.5 \dentificacion y cuantificacion de acidos organicos

Los &cidos organicos de las diferentes muestras obtenidas en (3.4.1.1)
se identificaron y cuantificaron por HPLC SHIMADZU. Las muestras fueron
filtradas con filtros Millipore y se inyectaron en un HPLC provisto de un loop de
20.0 pl.. La elucidn y separacién de los acidos organicos se realizé empieando
una columna CP18 como fase estacionaria y como fase moévil se utilizo H,O
MilliQ, pH 2,3 ajustado con H3PO,.

Los &cidos organicos separados por la columna fueron detectados por
absorbancia a 210 nm con un detector de arreglo de fotodiodo. Los picos de los
diferentes acidos organicos se identificaron por comparacién con los tiempos
de retencion de cada acido organico inyectado solo, y posteriormente en
mezclas con otros acidos organicos. Las concentraciones de los Aacidos
orgénicos de las muestras se determinaron previa realizacion de curvas
de calibracion de acidos orgdnicos de concentraciones conocidas (entre 0,25
y 5,0 mg/mL, inyectados por duplicado). Asi se determind para cada 4cido
organico una curva de calibracion cuyas variables y pardmetros se presentan
en la cuadro 3.

Cuadro 3. Ecuaciones de las curvas de calibracién de
los acidos organicos (y = area, en unidades arbitrarias
y x = cantidad, mg/mL.).

Acido organico ecuacion r?

Malico y = 1047050 x - 57721 0.990
Tartarico y = 1143321 x + 85501 0.901
Citrico y = 1809595 x + 84508 0.990

Se utilizé la suma de estos tres acidos como una aproximacién a la
acidez total para el analisis de la relacidn azlcares/acidez.
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3.4.2.6 Obtencion de ADNc

El ARN total extraido (descripcién en 3.4.1.5) fue purificado con 1 L de
DNAasa y 1 yL de buffer 10X DNAasa cada 10 pL de ARN. Posteriormente fue
calentado a 37°C por 30 min y a 80°C por 10 min.

El contenido de ARN/uL fue variable segun la muestra. El ADNc de todas
las muestras fue obtenido por transcripcion reversa de 0,5 yL del ARN total
extraido, usando el protocolo descrito por el fabricante SuperScript Il First-
Strand Syntesis System for RT-PCR (Invitrogen). Ef ADNc se conservé a -80°C
hasta su uso. Las reacciones fueron ilevadas a cabo en un termociclador
Corbett.

3.4.2.7 Anadlisis de expresion génica por PCR semicuantitativa

La amplificacion por PCR semicuantitativa fue llevada a cabo con
oligonucledtidos especificos de los ocho genes de interés, proporcionados por
SBS Genetech Co., Ltd., usando entre 2 y 4 pL de ADNc, buffer minus Mg++
10X, dNTP 12,5 mM, MgCl, 25 mM, cebadores 10 uyM y Taq SU/uL. Se
siguieron las recomendaciones dadas por el fabricante, Invitrogen. Ef programa
en el termociclador Carbett consistid en 40 ciclos a 15 s a 95°C, 30 s a
temperatura de unealling (Cuadro 6) y 30 s (1 min para DGK2) a 65 °C.
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Cuadro 4. Cebadores utilizados, largo del fragmento amplificado, y
temperaturas de anealling utilizadas en la reaccion de PCR.

cavntr| LrO el | i
UB b 50
PAL gg o8
CHS - 58
CHI ” 55
F3H 2 58
DFR p 58
DGK2* 20 57
NCED1 9?, 62 |

*1 minuto de extensién

En el Cuadro 5 se muestra la categoria, denominacién, genes y
secuencia de oligonucledtidos correspondientes.
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Cuadro 5. Cebadores usados para la PCR. UB (Ubiquitina), PAL (Fenilalanina
amonio liasa), CHS (Chalcona sintasa), CHI (Chalcona isomerasa), F3H
(Flavonona 3 hidroxilasa), DFR (Dihidroflavonol 4 reductasa), DGK2
(Diacylglycerol kinase}, NCED1 (nueve-cis-epoxycarotenoide dioxigenasa).

Categoria | Denomin | Gen | Secuenciadel oligonucléotide
acion
Control de | DGK2_F | DGK2 | F 5-ACTTCATTCCTCACCCCAAA

integridad | DGK2_R | DGK2 | R 5'- GGGAGCGGGATTAGAGAAAG

House UB_F uB F 5'-GAGTATCAAAACAAAAGC
keeping UB_R uB R5-AGTAGATGACTGCATTGG

Biosintesis | PAL_F PAL | F 5-TTTGTGAGGGAAGAACTGGG

de PAL_R PAL | R 5-AAGTGTAGGGAAAGGGGTGTCT
Antocianos | CHS_F CHS | F 5-GGGCCTCACCTTTCATTTACT
CHS R |CHS | R5-GCCGAGTTGCTCTCAGTTTC
CHIF CHI F 5 -TGAAGGAGAGATGGGAAGAA
CHI_R CHI | RE-GCACCAAGAACACTACAAATAAAA
F3H_F F3H | F 5-GTGGAAGGAGCATTTIGTTGTC
F3H_R F3H | RE-CCACCATCACCGACTTCTCT
DFR_F DFR | F 5-GCGAGAGCGTAGAAATGTCC
DFR_ R |DFR |R5-CTCAAAGGGAACGAACTCTC

Metabolis | NCED1_ | NCE | F5'-

mo del F D1 | GCAGAGTAAAAACACATGAAGCTAGTG
ABA NCED1_ |NCE |RS5-
R D1 | GCAGAGTAAAAACACATGAAGCTAGTG

Fuente: Sparvoli et al. (1994)
3.4.2.8 Electroforesis de acidos nucleicos en geles de agarosa

La determinacién de la integridad del RNA se realizd por medio de
electroforesis en geles de agarosa 2 % en condiciones desnaturalizantes
(Sambrook et al., 1989). Las muestras de RNA (3 pg) se desnaturalizaron
calentandolas a 55° C durante 5 min en 16 yl. de una solucién de tampodn
MOPS 200 mM pH 7, formamida 60 %, formaldehido 20 %, glicerol 10 %, azul
de bromofenol 0.1 % y bromuro de etidio 0.2 %. Como tampén de corrida se
usé MOPS 200 mM pH 7, acetato de sodio 40 mM, EDTA 10 mM. La
electroforesis se corrié a 70 mA durante 2 h.
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l.a visualizacion del cDNA y de fragmentos de PCR se realizé mediante
electroforesis en geles de agarosa al 1 o al 2 % respectivamente (Sambrook et
al., 1989). A 10 ylL de muestra se agregaron 2 uL de tampdn de carga
consistente en glicerol 50 %, azul de bromofenol 0.1 % y xilenxianol 0.1 %.

Como tampén de corrida se usd Tris-HCI 80 mM, acetato 0.1142% y
EDTA 3 mM. La electroforesis se corrid a 100 mA durante 1 h. Los geles se
tifieron con bromuro de etidio (Sambrook et al., 1989).

Los acidos nucleicos se visualizaron en un transiluminador UV provisto
de un sistema de captura de imagen Gel Logic 100 Imaging System {Kodak).

3.4.2,9 Medicién del nivel de expresion de genes

La determinacidén del nivel de expresién se hizo mediante analisis de
imagen (software ImagedJ 1.39) que midié la intensidad de las bandas obtenidas
en la fotografia del gel de PCR.

3.5 ANALISIS ESTADISTICO
3.5.1 Andlisis realizados

Dado que todas las variables de interés son continuas y con distribucién
que se espera a priori que sea normal (pH, sblidos solubles, aminoacidos totales,
antocianos totales, acidos organicos y prolina), el efecto de los factores de
interés (momento de aplicacion, aplicacion o no de ABA, y momento de
recoleccidn), fue estudiado ajustando modelos lineales generales (Anava).

Las medias de los efectos significativos fueron comparadas usando
contrastes ortogonales y no ortogonales. En los casos en que por el andlisis de
residuales se detectd heterogeneidad de varianzas, las mismas fueron
modeiadas y se usd el método de minimos cuadrados generalizados. Se utilizé el
procedimiento MIXED del paquete estadistico SAS version 9.2 (SAS Institute,
2007).
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3.5.2 Modelo estadistico

El efecto de los tres momentos de aplicacion {cuajado, envero y cosecha),
la aplicacién o no de ABA, y el momento de cosecha (cajado y envero vs.
cosecha tecnologica), sobre parametros bioquimicos en la uva, fue analizado a
través del siguiente modelo estadistico.

Yig = p + My + O+ Ay + (MA)i + Gk + C{MA) + €,

donde:

Yi: variable de respuesta (pardmetros bioquimicos: antocianos totales, pH, °Brix,
prolina y aminoacidos totales)

M: media general

M;: efecto del i-ésimo momento de aplicacién (i: 1, 2, 3)

§;: error entre plantas

A efecto del k-ésimo nivel de aplicacion (k: 1, 2)

(MA),: efecto de la interaccion momento de aplicacion x nivel de aplicacién

dy: error entre brazos de plantas

Ci{MA): efecto del momento de cosecha (I: 1, 2) anidado a momento de
aplicacion x nivel de aplicacién

Eiki: eror entre racimos
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4. RESULTADOS

41 EVOLUCION DE PARAMETROS BIOQUIMICOS EN RACIMOS NO
APLICADOS CON ABA

4.1.1 Antocianos totales

En racimos donde no se aplicd ABA, el momento de recoleccion fue
significativo sobre el contenido de antocianos totales, siendo mayor en bayas
maduras que en inmaduras. En cosecha tecnologica se alcanzé una
concentracion de antocianos significativamente mayor a la obtenida en cuajado,
y en envero no hubo diferencias significativas con ninguno de los otros dos
momentos de recoleccion (Figura 11).

100 |
50 | B
0/}  =———— . . = .

cuajado envero cosecha tecnologica

Momento de recoleccién

Figura 11. Concentracion de antocianos totales (mg/L) en uvas V.vinifera cv.
Pinot Noir no aplicadas con ABA, segun el momento de recolecciéon de racimos
(cuajado, envero y cosecha tecnolégica). Letras diferentes indican diferencias
significativas seguin contrastes (p< 0.05).

4.1.2 pH, °Brix y prolina

Se registré un aumento significativo de pH y azlcares desde cuajado a
envero y desde envero a cosecha tecnolégica, cuando se analizaron racimos
donde no se aplic6 ABA. La concentracion de prolina aumenté
significativamente desde cuajado y envero, que no presentaron diferencias,
hasta vendimia (Cuadro 6).
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Cuadro 6. pH, azlcares (°Brix) y prolina (umol/g peso seco) en uvas V.vinifera
cv. Pinot Noir segin momento de recoleccion (cuajado, envero y vendimia), en
racimos no aplicados con ABA. Letras diferentes indican diferencias
significativas segln contrastes (p< 0.05).

Variable | Momento de recoleccién | No aplicados

Cuajado 3.0C

pH Envero 3.2B
Cosecha tecnol6gica 3.9A

Cuajado 24C

°Brix Envero 134 B
Cosecha tecnolbgica 18.2 A

Cuajado 268
Prolina Envero 1438
Cosecha tecnolégica 354 A

4.1.3 Aminoacidos totales

La concentracién de aminoacidos totales se mantuvo estable desde
cuajado a cosecha (p-valor=0.1996).

4.1.4 Relacién azlcares-acidez

La relacion azlcares-acidez es cada vez mayor, lo que indica que el
contenido de azlcares va creciendo y el de acidos disminuyendo en el proceso
de madurez de las bayas (Figura 12).

14 -

-k
L= T

Indice de madurez
(AzGcares/acidez)

o N b O @

cuajado envero cosecha tecnolégica
Momento de recolecciéon

Figura 12. Relacién azucares-acidez en uvas V.vinifera cv. Pinot Noir sin ABA,
segin momento de recoleccion (cuajado, envero y cosecha tecnolégica).
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4.1.5 Relacién acido malico-acido tartarico

En las etapas iniciales de crecimiento de los frutos la concentracién de
ambos acidos es alta, pero mayor la de tartarico. De cuajado a envero aumenta
la relacion hasta igualarse sus concentraciones en el estado de envero. Sin
embargo, al alcanzar la madurez, las bayas poseen mayor concentracién de
acido tartarico que de malico, y la relacion disminuye (Figura 13).

1,2
1.

0,8 -

o
»

Ac. mélico/Ac. tartarico
(=]
>

(=]
[3S]

o o

cuajado envero cosecha tecnolégica

Momento de recoleccién

Figura 13. Relaciéon acido malico-acido tartarico en uvas V.vinifera cv. Pinot Noir
sin ABA, segin momento de recoleccion (cuajado, envero y cosecha

tecnologica).

42 EFECTO DE LA APLICACION DE ABA, SOBRE PARAMETROS
BIOQUIMICOS EN LA UVA

En todas las variables afectadas por el ABA, los cambios en las
concentraciones se produjeron dias después de la aplicacion y no se
mantuvieron hasta la cosecha tecnolégica de racimos.

4.2.1 Antocianos totales

No hubo diferencias significativas en la concentracién de antocianos
totales, al comparar los racimos aplicados con ABA y los no aplicados, en
cuajado, envero y cosecha tecnolégica (Figura 14).



45

A A

—_

cuajado enhvero cosecha tecnoldgica
Momento de aplicacién y recoleccién

Figura 14. Concentracion de antocianos totales (mg/L) en uvas V.vinifera cv.
Pinot Noir segun aplicacién o no de ABA (barra azul: aplicado, barra roja: no
aplicado) en los tres momentos de aplicacion y recoleccién (cuajado, envero y
cosecha tecnologica). Letras diferentes indican diferencias significativas segun
contrastes (p< 0.05), dentro de cada momento de aplicacion y recoleccion.

Con la aplicaciébn de ABA en envero y recoleccién de racimos dias
después, se alcanz6 la concentracion maxima, ya que no difirié de la obtenida
en racimos aplicados y no aplicados en cosecha tecnologica. Sin embargo, la
aplicacion de ABA en cosecha tecnoldgica produjo concentraciones de
antocianos significativamente mayores a racimos no aplicados y cosechados en
envero (Cuadro 7).

Cuadro 7. Concentracion de antocianos totales (mg/L) en racimos aplicados con
ABA y no aplicados, recolectados en envero, y en racimos aplicados y no
aplicados recolectados en cosecha tecnoldgica. Letras diferentes indican
diferencias significativas segun contrastes (p< 0.05).

Momento de Aplicacién o no de ABA | Antocianos totales
recoleccion y momento de aplicacién (mg/L)
Envero No aplicado 232.3 BC
Envero Aplicado en envero 395.2 AB
Cosecha Aplicado en cos. tecn. 553.4 AB
tecnoldgica
Cosecha No aplicado 405.8 A
tecnolégica
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422 pH

No hubo diferencias significativas de pH entre aplicar y no aplicar ABA,
en cuajado y cosecha tecnolégica. En cambio en envero, el pH en la pulpa de
uvas aplicadas con ABA fue mayor que el de las no aplicadas con ABA (Figura
15).

cuajado envero cosecha tecnolégica
Momento de aplicacién y recoleccidn

Figura 15. pH en uvas V.vinifera cv. Pinot Noir segin aplicacion o no de ABA
(barra azul: aplicado, barra roja: no aplicado) en los tres momentos de
aplicaciéon y recoleccién (cuajado, envero y cosecha tecnolbgica). Letras
diferentes indican diferencias significativas segun contrastes (p< 0.05), dentro
de cada momento de aplicacion y recoleccion.

4.2.3 °Brix, prolina y aminoacidos totales

No hubo diferencias significativas entre aplicar y no aplicar ABA en las
concentraciones de sélidos solubles (p-valor=0.3780), prolina (p-valor=0.2250) y
aminoacidos totales (p-valor=0.2295), en ninguno de los tres momentos de
aplicacién analizados.

4.2.4 Relacién azucares-acidez

Cuando se aplicé ABA, no se observé una tendencia a aumentar la
relacién azucares-acidez con respecto a racimos sin aplicacién. Por lo tanto no
aumento la velocidad de maduracion de las bayas (Figura 16).
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Figura 16. Relacion azucares-acidez en uvas V.vinifera cv. Pinot Noir segin
aplicacion o no de ABA (barra azul: aplicado, barra roja: no aplicado) en los tres
momentos de aplicacion (cuajado, envero y cosecha tecnolégica).

4.2.5 Relacién acido malico-acido tartarico

El ABA aumenta la relacion malico-tartarico cuando es aplicado en
envero. Al aplicarlo en cuajado y en cosecha tecnolégica no parece tener efecto
sobre la relacion entre estos acidos (Figura 17).
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Figura 17. Relacién acido malico-acido tartarico en uvas V.vinifera cv. Pinot Noir
segln aplicacion o no de ABA (barra azul: aplicado, barra roja: no aplicado) en
los tres momentos de aplicacion (cuajado, envero y cosecha tecnolégica).
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4.3 CLIMA

Las condiciones de precipitacion y temperatura durante el periodo de
crecimiento de la baya se muestran en la figura 18.
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Figura 18. Temperatura maxima y minima, y precipitacion durante las etapas de
cuajado, envero y cosecha tecnolégica (linea violeta: temperatura maxima, linea
rosada: temperatura minima, barras verdes: precipitacion). Las flechas indican
los momentos de aplicacion en cuajado, envero y cosecha tecnologica. Datos
proporcionados por la casilla meteorolégica de Establecimiento Juanicé S.A.
(20/11/2009-08/02/2010).

Comparando con la serie histdrica para ei departamenio de Canelones,
se observa que en la zafra estudiada la precipitacion total fue aproximadamente
el doble, las temperaturas maximas y minimas un poco superiores en la ultima
semana de enero y en la primera de febrero.
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4.4 ANALISIS EXPLORATORIO DE LA EXPRESION DE GENES
4 4 1 Estado fenoldgico de la baya y eficiencia en la extraccion de ARN

La eficiencia en la extraccion de ARN fue mayor en las muestras en
estado fenologico mas avanzado (Cuadro 8). En los racimos en cuajado no fue
posible extraer ARN por ninguno de los métodos probados.

Cuadro 8. Cantidad de ARN extraido por muestra

Muestra ARN (ug/g tejido)
Aplicada en cuajado. Recoleccion en envero 24
No aplicada. Recoleccion en envero 22
No aplicada. Recoleccién en envero 9
No aplicada. Recoleccién en envero 10
Aplicada en cuajado. Cosecha tecnolégica 44
Aplicada en envero. Cosecha tecnolégica 71
No aplicada. Cosecha tecnolégica 5
No aplicada. Cosecha tecnolégica 12

La calidad del ARN extraido también varié segun la muestra (Figura 19).
| 1 2 1 3

Figura 19. Geles de agarosa mostrando la calidad del ARN extraido. |: Carril 1:
ABA aplicado en envero, cosecha tecnologica, carril 2: ABA aplicac_io en
cuajado, cosecha tecnolégica, Il carril 3: sin aplicacion de ABA, recoleccion en
envero.
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4.4.2 Niveles de expresion

El nivel de expresion de los seis genes estudiados varid segln la
aplicacion o no de ABA, el momento de aplicacion, y el momento de
recoleccion, lo que se puede ver en las distintas intensidades de bandas
obtenidas en corridas de electroforesis (Figura 20 1 y I1).

ACNA NA NA AC AE NA NA

CHS

PAL

NCED1

Figura 20. Nivel de expresion de los genes DFR, F3H, CHI, CHS, PAL y
NCED1, en muestras donde la recoleccién fue en envero (I) y en cosecha
tecnoldgica (lI), segun tratamientos (AC: aplicado en cuajado, NA: no aplicado,
AE: aplicado en envero).

En muestras no aplicadas, hubo una tendencia de los genes a aumentar
su expresion desde envero a cosecha tecnolégica. En relacion a NCED1, éste
se expresd en envero pero no en cosecha tecnologica (Figura 21 I). En
muestras aplicadas en cuajado y recolectadas en envero, también se observa
en general una tendencia al aumento en la expresion en respuesta a la
aplicacién de ABA (Figura 21 Il).
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Figura 21. Nivel de expresion de genes de la ruta de biosintesis de antocianos y
ABA en i: racimos sin apiicacion de ABA, segin momento de recoleccion (Barra
violeta: recolectados en envero, barra azul: cosecha tecnolédgica). II: racimos
aplicados en cuajado y recolectados en envero, segun aplicacién o no de ABA
(Barra roja: no aplicados, barra celeste: aplicados).

En racimos en cosecha tecnolégica aplicados en cuajado, no se observo
una tendencia general en el comportamiento de los genes con la aplicacion de
ABA. NCED1 no se expresé en los racimos en cosecha tecnol6gica (Figura 22
1). En racimos en cosecha tecnologica aplicados en envero tampoco hubo una
tendencia definida en la expresion de los genes (Figura 22 II).
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DFR F3H CHI CHS PAL NCED1
Gen
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F3H CHI CHS PAL NCED

Figura 22. Nivel de expresion de genes de la ruta de biosintesis de antocianos y
ABA en |: racimos aplicados o no aplicados en cuajado recolectados en
cosecha tecnoldgica, segun aplicacién o no de ABA (Barra roja: no aplicados,
barra celeste: aplicados). Il: racimos aplicados o no aplicados en envero
recolectados en cosecha tecnolégica, segun aplicacion o no de ABA (Barra roja:
no aplicados, barra celeste: aplicados).
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5. DISCUSION
| 5.1 EVOLUCION DE LOS COMPONENTES DE LA BAYA

5.1.1 Az(cares y antocianos totales

La evolucion de azicares mostrdé aumentos significativos desde cuajado
a envero y desde envero a cosecha tecnoldgica. Segun Wheeler et al. (2009), la
acumulacion de azilcares comienza a partir de envero y contindla hasta la
cosecha. Con respecto a los antocianos, estos aumentaron hacia el estado de
cosecha, coincidiendo con los resultados de Togores (2003), que sostiene gue
a partir de envero ocurre la acumulacién de antocianos, y continlla en etapas
posteriores. Después de envero, el valor de °Brix es una estimacién confiable
del nivel de azucares, ya que la mayoria de los sélidos solubles a partir de este
momento se deben a la presencia de glucosa y fructosa. Junto con el aumento
en el nivel de azucares también se dio un aumento del color, gque coincide con
el pasaje del fruto desde la etapa lag a la segunda fase de crecimiento rapido.

5.1.2 Pardmetros bioquimicos

El aumento de pH en el desarrollo de las bayas ocurre por tres razones:
dilucién, salificacién (la formacion de sales a partir del acido tartarico es el factor
principal en el aumento de pH) y actividad respiratoria (el acido malico es et
principal sustrato) (Catalina et al., 1982). Nuestros resuitados indican que el pH
aumentd significativamente desde cuajado a envero y desde envero a cosecha
tecnolégica, y superé el valor de pH minimo requerido para la cosecha
(PH=3,3).

La concentraciéon de aminoacidos totales no evolucioné de acuerdo a lo
encontrado por Stines et al. (2000) de un aumento de la concentracién a
medida que avanza el estado de desarrollo de las bayas, ya que no
encontramos diferencias significativas entre los tres momentos estudiados.
Segln Flanzy y Poux, Feuillat, citados por Feuillat (2003), los contenidos en
aminoécidos de un mosto o vino pueden variar fuertemente en funcion de las
condiciones climaticas de! ano.

El contenido de prolina aumentd con el desarrolio de las bayas,
presentando valores significativamente mayores en cosecha tecnolégica con
respecto a envero y cuajado, acorde con o encontrado por Stines et al. (1999b).
Millery et al. (1986) confirmaron este resultado para los tres cepages de
Champagne (Chardonnay, Pinot Noir y Pinot Meunier), observando una subita
subida en la concentracién de prolina entre 8 y 15 dias antes de la vendimia.



5.1.3 Relacion azdcares-acidez

La relacién aziucares-acidez es cada vez mayor, lo que se explica por un
aumento en la concentracion de azicares y una disminucion en la
concentracion de acidos, a medida que transcurre el desarrollo de las bayas.
Esto coincide con lo reportado por Deluc et al. (2007), donde en la fase | las
bayas acumulaban acidos orgénicos entre otros, en la fase Il o fase lag se
empezaban a acumutar los azucares, y en la tercera fase, aumentaba el
contenido de azicares y habia un declive en la acumulacidbn de acidos
organicos (Deluc et ai., 2007).

5.1.4 Relacidén acido malico-acido tartarico

En las etapas iniciales de crecimiento de los frutos la concentracion de
ambos acidos es alta, pero mayor la de tartarico porque su acumulacion ocurre
a aitas tasas luego de antesis (Terrier y Romieu, 2001). De cuajado a envero
aumenta la relacion, ya que el malato es acumulado hasta envero, y el tartarico
no. Sus concentraciones son aproximadamente iguales en el estado de envero.
Sin embargo, al alcanzar la madurez, las bayas poseen mayor concentracién de
acido tartarico que de mdlico, yva que este Ultimo es el principal sustrato de la
respiracién (Terrier y Romieu, 2001), y la relacién disminuye.

5.2 EFECTOS DE LA APLICACION DE ACIDO ABSCISICO

5.2.1 Azucares y antocianas totales

Wheeler et al. (2009) afirman que al acercarse el estado de cosecha, en
las aplicaciones de ABA tempranas, ya no hay diferencias en el contenido de
esta hormona entre tratar con ABA y no. Acorde con esto, los resultados de
esta tesis muestran que la aplicacién de ABA en cuajado no tuvo efecto sobre la
concentracién de antocianos. Tampoco se encontré efecto significativo de la
aplicacion de ABA en envero y en cosecha tecnologica sobre la concentracién
de antocianos. Segun Coombe y Hale (1973), para que la aplicacién de ABA
exogeno sea efectiva en acelerar el proceso de madurez, ésta debe hacerse
una semana antes de envero, una vez que el ABA enddgeno ha alcanzado su
concentracion mas baja. En esta tesis la aplicacion se realizd en el estado de
envero, donde la concentracion de ABA quizas ya haya aumentado, lo que
puede explicar su falta de efectividad.

Los racimos aplicados y recolectados en envero presentaron una
concentracién de antocianos totales estadisticamente igual a la maxima
obtenida para racimos no aplicados. Este mismo comportamiento fue
encontrado por Koyama et al. (2010), donde la maxima concentracién de
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antocianos fue luego de 14 dias de envero para los aplicados con ABA,
permaneciendo relativamente estable durante el proceso de madurez, y en
cosecha tecnolégica para los no aplicados. Sin embargo el valor maximo no fue
diferente en los racimos aplicados que en los control, resultado encontrado
también por Jeong et al. (2004).

Con respecto a la concentracibn de azGcares, no se encontraron
diferencias significativas entre aplicar ABA y no aplicar, en ninguno de los
momentos de aplicacion, lo que coincide con ios resultados encontrados por
Mori et al. (2005), respecto a la nulidad de efecto del ABA sobre la
concentracién de los azicares en Pinot Noir. Sin embargo, en otras variedades
ocurre un aumento de azicares producto de ia aplicacion, en este sentido
Koyama et al. (2010) afirman que en Cabernet Sauvignon, el tratamiento con
ABA aumenta ta abundancia de transcriptos que codifican para una invertasa
que fompe la sacarosa en glucosa y fructosa, y para sacarosa sintasa, que
degrada la sacarosa en UDP glucosa y fructosa.

5.2.2 Parametros bioquimicos

El pH aument6 a los pocos dias de aplicar ABA en envero, con respecto
a los racimos donde no se aplicé ABA. Sin embargo, este aumento no se
mantuvo hasta vendimia. Si bien Koyama et al. (2010) no encontraron
diferencias de pH como resultado de la aplicacibn de ABA, para ningun
momento de muestreo, Inaba et al. (1974) afirman que el ABA acelera el
proceso de madurez del fruto, y que las plantas inducen su senescencia bajo
tratamientos de esta hormona.

La concentracion de aminoacidos totales no se vio afectada por la
aplicacién de ABA. Okamoto et al. (2004) sostienen que en uvas de la variedad
Chardonnay aumenta el contenido de aminoacidos al imponer estrés hidrico
después de envero, sin embargo Deluc et al. (2009a) mostraron que los
impactos del déficit hidrico sobre el metabolismo de las uvas depende del
cultivar y de su color. El contenido de prolina no aumenté de acuerdo a lo
esperado, sino que no se vio afectado por la aplicacién de ABA. Okamoto et al.
(2004) encontré estos mismos resultados al imponer déficit hidrico en
Chardonnay.
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5.2.3 Relacidn azicares-acidez

Cuando se aplicd ABA en esta tesis, no se observé una tendencia a
aumentar la relacion azucares-acidez con respecto a racimos sin aplicacion,
debido a que no se modificaron ninguno de los dos componentes con el ABA.
Segin Coombe y Hale (1973), Pirie y Mullins (1976), Wheeler et al. (2009), la
aplicacion de ABA exégeno en envero aumentd la acumulacién de solidos
solubles y disminuyé la de acidos organicos. Segun Amrani Joutei et al. {2008)
la aplicacion de etileno, mediante un aumento en la sintesis de ABA, aument6 el
contenido de azucares y disminuy® el de acidos, causando un incremento de Ia
relacién azlOcares/acidez.

5.3 ANALISIS EXPLORATORIO DE LA EXPRESION DE GENES

Ban et al. (2003} reportan que durante el desarrollo del fruto, todos los
genes estructurales de sintesis de antocianos se expresan de forma continua,
salvo UFGT. Segun Boss et al. (1996), en envero todos los genes se inducen
de forma coordinada y a partir de este momento se da la acumulacién de
antocianos en la piel de las uvas. Los resultados de este estudio muestran que
de envero a cosecha tecnolégica, que fueron los momentos en que se pudo
extraer ARN y cuantificar la expresién de genes, hubo una tendencia general de
los genes a aumentar su expresion. Segun Koyama et al. (2010}, los genes
PAL, CHS, F3H, y el factor de transcripcion VWMYBA1Y2, que regula la ruta de
biosintesis de antocianos, fueron sobre-expresados luego de 14 dias de envero.
Ademas afirman que ia expresién relativa de estos genes fue consistente con a
induccién de antocianos, concluyendo que el proceso de biosintesis esta
reguiado predominaniemente al nivel de la transcripcion. En esta tesis se
encontrd un aumento en la concentracién de antocianos en la piel de ias uvas
desde envero a cosecha tecnolbgica.

Ban et al. (2003) concluye que el ABA aumenta la concentracién de
antocianos en la piel de las bayas, y ia expresion de los genes PAL, CHS, CHi,
DFR y UFGT. Los resultados obtenidos muestran que en racimos en el estado
de envero, aplicados en cuajado, hubo una tendencia a aumentar la expresion
de los genes con respecto a los racimos no aplicados con ABA. Sin embargo
este efecto del ABA no se mantuvo hasta cosecha tecnholbgica. Parece
entonces que el efecto del ABA aplicado en cuajado sobre la expresion de
genes se fuera perdiendo a medida que va transcurriendo el procesc de
madurez. Acorde con estos resultados Ban et al. (2003) encontré que el efecto
del tratamiento con ABA desaparecié luego de 21 dias de una aplicacion
realizada 42 dias luego de floracion. Koyama et al. (2010), encontraron que el
rol del ABA en la modificacion de la expresion de transcriptos va siendo cada
vez menos importante a medida que avanza el estado de madurez de las
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bayas. Esto también sucedid en racimos en cosecha tecnolégica aplicados en
envero, donde el ABA no parece haber tenido efecto sobre la expresion de
genes.

Segin Zhang et al. (2009) NCED1 incrementa su expresién al comienzo
del proceso de madurez de las bayas, cuando el contenido de ABA en los frutos
aumenta. Los resultados en racimos no aplicados muestran que esta enzima se
expresd en envero pero no en cosecha tecnolégica, lo que significa que al
comenzar el proceso de madurez en las bayas, éstas poseen el potencial de
sintetizar ABA in situ, pero este potencial se pierde mas adelante. Wheeler et al.
(2009) afirman que la expresidén de los genes NCED es variable dentro y entre
estaciones, con la lnica caracteristica consistente de tener muy bajos niveles
de expresidon en las cuatro semanas previo a cosecha. Encontraron niveles de
expresion considerablemente mayores para NCED1 con respecto a NCED2,
mientras que en este trabajo los niveles de expresién de NCED2 no fueron
detectables con la metodologia usada.

Seglin Wheeler et al. (2009), luego de una aplicacion de ABA tres
semanas antes de envero, los niveles de {ranscriptos de NCED1 y NCED2
aumentaron en la piel y pulpa de las bayas, luego de dos semanas de la
aplicacion. Kataoka et al. (2010) también report6 la induccion de esta enzima
producto del ABA exégeno. De acuerdo con estas afirmaciones, los resultados
en este trabajo muestran que en envero el nivel de expresién de NCED1 parece
aumentar con la aplicacion de ABA en cuajado.

5.4 OTROS FACTORES QUE PUDIERON INFLUIR EN LA COMPOSICION DE
LAS BAYAS

5.4.1 Factores climaticos

En el periodo de envero, la temperatura de la zona superdé en varias
oportunidades los 27°C, limite superior de temperatura dptima para la sintesis
de antocianos segun Mori et al. (2007), lo que pudo haber afectado su
contenido. De todos modos nunca se sobrepasaron los 35°C, temperatura a la
cual ocurre degradacién de antocianos. El limite inferior segun estos autores es
de 15°C. En el periodo de cuajado principalmente la temperatura minima
alcanzd valares menores a este umbral, pero no fue lo comin y no se alejé
considerablemente de él. Ademas en este estado aun no comenzd la sintesis
de estos compuestos.

El cultivo normal de la vid exige precipitaciones medias anuales de 600
mm (Andrades y Gonzalez, 1995). En la zona del ensayo, desde cuajado a
cosecha, la precipitacion total fue de 411,20 mm., por lo que la disponibilidad
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hidrica fue muy buena, con periodos sin lluvias menores a 15 dias. Fregoni
(1977) sostiene que afios lluviosos provocan menores composiciones
polifendlicas en las uvas.

5.4.2 Etefén

El etefén, sustancia utilizada como raleador de racimos y bayas,
determina un aumento en la concentracion de etileno natural de las plantas,
acelera la abscisién y actia sobre los procesos de maduracion y sintesis de
antocianos y taninos (Szyjewicz et al., 1984). En un trabajo de Gonzélez-Neves
et al. (2002) los vinos obtenidos con ia aplicacién de etefén en cuajado tuvieron
mayores contenidos de alcohol, y cuando la aplicacidon fue en enverc se
alcanzaron mayores contenidos de polifenoles totales, antocianos, e
intensidades colorantes, sin disminuir la produccién.

Aplicaciones de etefén aumentaron el pH y redujeron la acidez titulable
en mostos, aumentaron el contenido total de polifenoles 20 dias luego de la
aplicacion, y aumentaron el contenido de antocianos en la piel de las bayas de
forma inmediata a la aplicacion (Galiegos et al., 2006).

Cantin et al. (2007) encontraron que el ABA representa una alternativa
efectiva al etefon para lograr aumentar el color en bayas de la variedad de
mesa Crimson Seedless, manteniendo mejor la calidad de las uvas fuego de la
cosecha.
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6. CONCLUSIONES

La evolucion de azlcares, pH, prolina, antociancs, y las relaciones
azucares-acidez y acido malico -acido tartarico al estado de vendimia fueron las
esperadas en condiciones del cultivo no aiteradas.

El pH se vio afectado por el ABA, aumentando su valor, al ser aplicado
en envero. Aun asi, no podemos concluir que el ABA haya alterado la madurez
interna de los frutos, ya que no se maodificaron los niveles de sélidos solubies,
aminoacidos, prolina, ni la relacion azucares-acidez, con la aplicacion.

La aplicacion de ABA no modificd Jos niveles de antocianos encontrados
en cuajado, envero y cosecha tecnolégica, por lo que no se logré un aumento
de color en las bayas que pueda reflejarse posteriormente en el color del vino.

El nivel maximo de antocianos alcanzado en cosecha tecnolégica en
racimos no aplicados con ABA fue el mismo que ef obtenido al aplicar ABA en
envero y recolectar los racimos dias después.

Mediante un analisis exploratorio se cuantificaron los niveles de
expresidn de genes de la ruta de biosintesis de antocianos en distintos
momentos del desarroilo de las bayas y en distintos momentos de aplicacién de
ABA.

Se detectd la presencia del gen NCED1 en envero, clave en la sintesis
de ABA enddgeno en los frutos.
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7. RESUMEN

Pinot Noir es una de las variedades de Vitis vinifera que produce uno de
los vinos mas prestigiosos y valorizados a nivel mundial, a pesar de que su
vinificacion en tinto da como resultado vinos de color poco intenso y mediana
concentracion tanica. Sumado a esto, en nuestro pais existen pocos estudios
sobre su comportamiento y adaptacion. En este contexto esta tesis se plante6 el
objetivo de estudiar el efecto del acido abscisico (ABA) sobre la composicidn
interna y externa de los frutos y realizar un andlisis exploratorio de la expresién
de genes de las enzimas de la ruta de biosintesis de antocianos, y un gen de la
ruta de biosintesis del ABA. Las variables medidas fueron sélidos solubles, pH,
aminoacidos totales, prolina, acidos organicos y antocianos totales, y los genes
estudiados correspondieron a las enzimas PAL, CHS, CHI, F3H, DFR y NCED1.
A su vez se estudid la evoluciéon natural de los componentes del fruto para la
caracterizacion de {a variedad en nuestro pais. En ios frutos no aplicados, los
componentes internos evaluados evolucionaron de acuerdo a lo esperado. La
concentracion de antocianos fue mayor en cada etapa de desarrollo del fruto
medida. El ABA tuvo efecto inmediato sobre el pH, aumentando su valor al
aplicarse en envero. A pesar de esto, no se considera que el ABA haya
modificado significativamente el proceso de madurez interna de los frutos. Con
respecio a la concentracion de antocianos, la aplicacion de ABA no tuvo efecto
respecto a la no aplicacién, por lo que el ABA no logré aumentar el color de los
frutos. Ei tratamiento con ABA en envero logré alcanzar los niveles maximos
obtenidos en cosecha tecnolégica para racimos no aplicados. Se cuantificaron
los niveles de expresion de genes de la ruta de biosintesis de antocianos en
distintos momentos de! desarrollo de las bayas y en distintos momentos de
aplicacion de ABA. La enzima NCEDA1, clave en la ruta de biosintesis del ABA, se
exprest en envero y no en cosecha tecnolégica.

Palabras clave: Pinot Noir; Antocianos; Ruta de biosintesis de antocianos; Acido
abscisico; Proceso de madurez de los frutos de vid: Déficit
hidrico en los frutos de vid.
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8. SUMMARY

Pinot Noir is one of the varieties of Vitis vinifera to produce one of the
most prestigious wines and valued worldwide, despite its red wine in wine
results in very intense color and medium tannin concentration. Added to this, in
our country there are few studies on their behavior and adaptation. In this
context this thesis's aim of studying the effect of abscisic acid (ABA) on the
internal composition and external fruit and conduct an expioratory analysis of
gene expression of enzymes of the biosynthetic pathway of anthocyanins and a
gene in the ABA biosynthetic pathway. The variables measured were soluble
solids, pH, totai amino acids, proline, organic acids and total anthocyanins, and
the genes studied corresponded to the enzymes PAL, CHS, CHI, F3H, DFR and
NCED1. In turn, we studied the natural evoliution of the components of the fruit
for the characterization of the variety in our country. In the fruits applied
internally assessed components evoived as expected. The concentration of
anthocyanins was higher in each stage of fruit development measure. The ABA
had an immediate effect on pH, increasing its value when applied to ripening.
Despite this, it is considered that the ABA has significantly not modified the
process of internal ripeness of the fruit. With respect to the concentration of
anthocyanins, the application of ABA had no effect with respect to the non-
impiementation, but treatment with ABA at veraison achieved peak levels
achieved in technology to harvest bunches are not applied. Quantified the
expression levels of genes in the anthocyanin biosynthetic pathway in different
stages of development of the berries at different times of application of ABA.
The enzyme NCED1 key in the ABA biosynthetic pathway, was expressed in
ripening harvest, not technology.

Keywords: Pinot Noir; Anthocyanins; Anthocyanin biosynthesis
pathway; Abscisic acid; Maturation of the fruits of vine; Water
deficit in the fruits of vine.
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