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1 Introduccion







1.1 LOS COMPUESTOS POLIFENOLICOS DE UVAS Y VINOS

Los compuestos fenodlicos son un amplio conjunto de metabolitos secundarios
presentes en las plantas superiores. Estos son importantes para la fisiologia de la
planta, ya que la protegen ante condiciones bidticas y abiodticas adversas.
Igualmente, muchos son responsables de las propiedades organolépticas de alimentos
de origen vegetal y, por tanto, de su calidad (Harborne y Williams, 2000). En los
ultimos tiempos, estos compuestos han sido objeto de muchos estudios debido a sus
propiedades antioxidantes y posibles efectos beneficiosos sobre la salud.

Los compuestos fenolicos presentan un amplio rango de estructuras quimicas
cuya caracteristica comun es contener un anillo bencénico con uno o varios grupos

hidroxilo. Se suelen clasificar en dos grupos: flavonoides y no flavonoides, siendo el

siguiente un diagrama general de clasificacion:

Flavonoides <

-

No flavonoides

Esta tesis doctoral se ha centrado en el estudio de antocianos, flavonoles,
proantocianidinas y estilbenos de las uvas y los vinos de la variedad Monastrell,

principalmente por el papel que dichos compuestos juegan en la planta y por su

Antocianos
Flavonoles

Flavanoles

Proantocianidinas o taninos no hidrolizables

N

,

Acidos hidroxicinamicos
Acidos hidroxibenzoicos

Estilbenos

Taninos hidrolizables

importancia a nivel tecnoldgico y nutricional.



1.1.1 Biosintesis de estilbenos, antocianos, flavonoles, flavanoles vy

proantocianidinas

Los polifenoles son sintetizados a partir de la fenilalanina producida en la ruta
del acido siquimico (Figura 1.1). La desaminacion de la fenilalanina catalizada por la
enzima fenilalanina amino liasa es el primer paso de dicha ruta, asi se forma el acido
cinamico que pasa a p-cumarico por la accion de la enzima cinamato 4-hidroxilasa y
este a su vez a p-cumaril coenzima A.

Dos de las clases mas importantes de compuestos fenolicos, flavonoides y
estilbenos, se producen por una bifurcacion de esta ruta metabodlica. Los enzimas
chalcona sintasa y estilbeno sintasa convierten la estructura fenilpropanoide del p-
cumaril coenzima A en un polifenol mediante la formacion de un anillo aromatico por
la adicion de tres unidades de C2 que provienen de tres moléculas de malonil
coenzima A (derivado del metabolismo de los acidos grasos).

La estilbeno sintasa produce directamente trans-resveratrol y a partir de éste
se forman el resto de estilbenos mediante reacciones de glucosilacion (pideido),
hidroxilacion (picetanol y su glucésido astringina), formacion de dimeros y trimeros
(viniferinas), etc.

Dentro de la biosintesis de polifenoles, la de los antocianos ha sido de las mas
estudiadas en diversas especies. Tras la formacion de la chalcona, se requiere la
actividad de cuatro enzimas (chalcona isomerasa, flavanona 3-hidroxilasa,
dihidroflavonol 4-reductasa y antocianidin sintasa) para la formacion de una
antocianidina coloreada llamada pelargonidina. La hidroxilacion del anillo B de los
flavonoides se lleva a cabo por dos enzimas, flavonoide 3’-hidroxilasa y flavonoide
3’,5’-hidroxilasa. Seguidamente, y tras la accion de las enzimas dihidroxiflavonol 4-
reductasa y antocianidina sintasa, se termina sintetizando por un lado la cianidina (a
partir de la cual se forma su glucésido y la peonidina, dando asi a los antocianos
dihidroxilados) y por otro lado la delfinindina (a partir de la cual se forma su
glucosido y la petunidina y malvidina, dando asi a los antocianos trihidroxilados).
Finalmente, sus derivados acilados se forman mediante una acil transferasa.

La formacion de los flavanoles se produce por la actividad de los enzimas
leucoantocianidina reductasa y antocianina reductasa dando catequina, epicatequina

y epigalocatequina, esta ultima ausente en semillas.



Figura 1.1: Sintesis de los polifenoles antocianos, flavonoles, favanoles, proantocianidinas y estilbenos.
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Abreviaturas: PAL, fenilalanina amino liasa; C4H, cinamato 4-hidroxilasa; 4-CL, 4-coumarato/coenzima A ligasa; STS, estilbeno sintasa; CHS, chalcona sintasa; CHI,
chalcona isomerasa; F3'H, flavonoide 3'-hidroxilasa; F3'5'H, flavonoide 3°,5-hidroxilasa; FLS, flavonol sintasa; GT, glucosil-trasferasa; MT, metil-transferasa; DFR,

dihidroflavonol 4-reductasa; ANS, antocianidina sintasa; UFGT, UDPglucosa: flavonoide-O-transferasa; LAR, leucoantocianidina reductasa; ANR, antocianina
reductasa; PA, proantocianidinas.



La polimerizacion de unidades de flavanoles da lugar a las proantocianidinas o
taninos condensados. Esta parte de la ruta metabolica se ve reducida en el momento
del envero que es cuando se activa la formacién de antocianos.

La accion del enzima flavonol sintasa es la responsable de la formacion de
flavonoles como la quercetina, el kampferol y la miricetina. Al contrario que los
antocianos, donde el antociano pelargonidina no existe en la uva, si se encuentra el
flavonol kampferol.

A partir de la quercetina se forma la isoramnetina y de la miricetina la
larigitrina y siringetina mediante metil-transferasas. Todos estos flavonoles tienen
sus derivados glucosilados que son mas comunes en la uva.

El patron de hidroxilacion del anillo B es muy indicativo estructuralmente y
determina en gran medida la coloracion, estabilidad y capacidad antioxidante, por lo
que la composicidn cualitativa de antocianos, flavonoles y flavanoles en las plantas

estara determinada, en gran parte, por las actividades relativas de estos enzimas.

1.2 PAPEL DE LOS COMPUESTOS POLIFENOLICOS EN LAS UVAS

1.2.1 Flavonoles

Los flavonoles son en parte responsables del color amarillo de algunos frutos,
en concreto de la piel de las uvas blancas y naturalmente de una parte del color
amarillo del vino blanco (Rivéreau-Gayon, 1964). Su estructura quimica se muestra
en la Figura 1.2.

En la planta actian como protectores de la luz ultravioleta. La energia de la
luz ultravioleta que llega a la tierra puede ser suficiente para ocasionar una
degradacion fotoquimica de algunos componentes de las plantas, siendo los
flavonoles los considerados mejores protectores contra la radiacion UV y de la
formacion de radicales libres (Downey et al., 2006), por ello, aparecen en mayor
concentracion en los tejidos de la planta expuestos a alta radiacién solar como son
las hojas y las flores (Harborne, 1980). En diversos estudios se ha observado que la
luz ultravioleta induce la sintesis de compuestos fendlicos, concretamente induce la
expresion del gen de la chalcona sintasa, enzima clave en la biosintesis de
flavonoides (Merkle et al., 1994).



Figura 1.2: Estructura quimica de los flavonoles.

~

Principales R1 R2
flavonoles
Kaempferol H H
Quercetina OH H
Miricetina OH OH
Isoramnetina | OCH3 H

1.2.2 Antocianos

Los antocianos son los responsables de los colores rojos y azules de flores y
frutos y en concreto, del color rojo azulado de la piel de las uvas tintas y por
consiguiente del color del vino tinto (Glories, 1984; Ribéreau-Gayon, 1964). Su
localizacién en la uva se limita a los hollejos, aunque también estan presentes en la
pulpa en variedades tintoreras (Cheynier et al., 2000). En la naturaleza se
encuentran en forma glicosilada y se diferencian en el nimero de grupos hidroxilo y
en su grado de metilacidon (Figura 1.3), siendo la malvidina 3-glucosido el antociano

predominante en la uva (Baldi, 1995), y por tanto en el vino.

Figura 1.3: Estructura quimica de los antocianos.

\ OH

OH Principales R1 R2
antocianos
OH + Cianidina OH H
RN R, | Peonidina OCH3 H
B Delfinidina OH OH
OGlu Petunidina OCH3 OH
Malvidina OCH3 OCH3

Abreviaturas: Glu, glucosa.




A veces, las moléculas glicosiladas aparecen esterificadas por un acido
organico que suele ser un acido hidroxicinamico como el cafeico, cumarico, ferulico
o sinapico, aunque también puede ser con otros acidos como malonico, p-
hidroxibenzoico, acético, etc. Estos antocianos acilados son mas estables que su
forma aglicona o glucosilada (Mazza y Brouillard, 1987; Bassa y Francis, 1987).

Historicamente, los flavonoides, y especialmente los antocianos, han sido
ampliamente estudiados por su papel en el color de flores y frutos. Ademas de su
funcion de pigmentos, en las plantas juegan una serie de papeles fisiologicos como
atrayentes de insectos polinizadores, dispersion de semillas y proteccion de las

plantas frente a condiciones de estrés.

1.2.3 Flavanoles

Los flavanoles representan una compleja familia compuesta por las diferentes
formas isoméricas de la catequina y sus polimeros (Cheynier et al., 2000) (Figura
1.4).

La estructura basica de la catequina presenta 2 carbonos asimétricos por lo
que existen 4 isoméros: (+)/(-) catequina y epicatequina. Ademas el anillo aromatico
externo puede presentar un tercer grupo OH, dando lugar a las correspondientes
(+)/(-) galocatequina y epigalocatequina. Por otra parte el grupo OH en posicion 3
del heterociclo puede estar esterificado con una molécula de acido galico, por lo que
también se puede incluir los 3-galatos de (+)/(-) (galo) catequina y epi (galo)
catequina.

En la uva, los mayoritarios son la (+)-catequina, la (-)-epicatequina, la (-)-
epigalocatequina y la (-)-epicatequina-3-O-galato (Cheynier et al., 2000). No
obstante, los flavanoles monémeros representan tan solo una pequefna proporcion de
la cantidad de estos compuestos en las uvas, ya que la mayor parte de ellos se
encuentran en forma de polimeros (Czochanska et al., 1980). Estos polimeros se
llaman taninos condenados o proantocianidinas y estan formados por diferente
numero de unidades de los diversos flavanoles unidas mediante enlaces C4-C8 o C4-
Cé (Ricardo da Silva et al., 1991).



Figura 1.4: Estructura quimica de los flavan-3-oles.

R=H (+)-Catequina R=H O-Catequina
R=0OH (+) Galocatequina R=0OH ()-Galocatequina
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’ H
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|¢"H [H
\OH N
oH H H oy o
OH OH
H
= H
|
H O\'x'\ R H o\' R
---H
.OH
- _OH
\H \
oW M H OH "
R=H €)- Epicatequina R=H (+)YEpicatequina
R=0OH (-)- Epigalocatequina R=0OH (+)Epigalocatequin

1.2.4 Proantocianidinas

Las proantocianidinas son los flavonoides cuantitativamente

de la uva y el vino por su gran aporte a las caracteristicas organolépticas y sus
propiedades beneficiosas sobre la salud. Estas moléculas, como se ha comentado, son
polimeros de flavanoles y su estructura aparece representada en la Figura 1.5. En
dicha figura se representa la estructura polimérica de tipo B. Recientemente se ha

detectado la presencia en la uva de polimeros de tipo A que poseen una unién extra

de tipo éter entre el carbono 3 y el 7 (Passos et al., 2007).

Las proantocianidinas pueden presentar un nimero muy elevado de unidades,

ya que los grados de polimerizacion medios son del orden de 11

(Prieur et al., 1994) y de 30 en los hollejos (Souquet et al., 1996), siendo el grado

medio de polimerizacion en el vino de aproximadamente 7 (Sarni-Manchado et al.,

1999).

mas importantes

en las semillas



Figura 1.5: Estructura quimica de las proantocianidinas.

Unidades de extension

El papel de estas estructuras en las plantas es debido a su habilidad para
interaccionar con proteinas y precipitarlas. Por esta razén, son capaces de inhibir
enzimas digestivas y dar sabor astringente. Tanto es asi que, por su amargor y
astringencia, se piensa que actian como repelentes de animales herbivoros e
insectos, contribuyendo asi a la defensa de las plantas ya que también son tdxicos

para algunos animales y bacterias.

1.2.5 Estilbenos

Los estilbenos son un grupo de compuestos sintetizados por una amplia
variedad de plantas, aunque las principales fuentes en la dieta son las uvas, el
mosto, el vino, los cacahuetes y los arandanos (Burns et al., 2002; Aggarwal y
Shishodia, 2006; Athar et al., 2007).

Los compuestos mas representativos en la uva y el vino son resveratrol,
piceido, picetanol, astringina, asi como los dimeros y trimeros de resveratrol que dan
lugar a las viniferinas (Cantos et al., 2003; Romero-Pérez et al., 1999). Sus

estructuras quimicas se muestran en la Figura 1.5.
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El resveratrol es el estilbeno mas ampliamente distribuido siendo mayoritario
tanto en las uvas como en el vino. El piceido es su glucosido y aunque al principio del
proceso de vinificacion se encuentra en mayor cantidad incluso que el resveratrol, a
lo largo del proceso se va hidrolizando, disminuyendo su cantidad y aumentando la
del resveratrol (Mattivi et al., 1995). Las formas cis de estos dos ultimos compuestos
aparecen en las uvas en una concentracion inferior y tienen menor actividad
bioldgica que las formas trans (Vitrac et al., 2005). Otro compuesto de esta familia
es el picetanol que tiene un grupo hidroxilo en posicion 3’y le proporciona una
estructura de o-difenol, confiriéndole mayor capacidad antioxidante y mayor
captacion de radicales (Fauconneau et al., 1997). Este compuesto también tiene una
forma glicosilada que es la astringina que se encuentra en algunos vinos de forma
minoritaria. Finalmente, las viniferinas se encuentran también de forma minoritaria
de forma constitutiva en la uva y vino tinto, aunque son los estilbenos mas

facilmente inducibles junto al resveratrol (Doulliet-Breuil et al., 1999).

Figura 1.5. Estructura quimica de los estilbenos.

e p

Principales estilbenos | R1 R2 R3
Resveratrol OH H OH
AN Piceido OGlu |H |OH
Astringina OGlu |OH |OH
Resveratrolodido OH H OGlu
Picetanol OH OH |OH

N /

Abreviaturas: Glu, glucosa.

Los estilbenos en la uva se localizan sélo en los hollejos (Jeandet et al.,
1991). Desde el punto de vista organoléptico, los estilbenos no son importantes, sin
embargo, el resveratrol ha sido muy estudiado por su importancia en la salud
humana, ya que se le atribuyen propiedades antioxidantes, anticancerigenas
neuroprotectoras y cardioprotectoras (Provinciali et al, 2005; Virgili y Contestabile,
2000; Penumathsa y Maulik, 2009; Fan et al., 2008).
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Estos compuestos son conocidas fitoalexinas, metabolitos secundarios
sintetizados de novo por las plantas tras ser sometidas a algin estrés de tipo biotico
como un ataque de insectos o abidtico como danos fisicos, confiriendo mayor
resistencia a la planta frente a enfermedades. Por ejemplo, tras una infeccion
fangica en las hojas, el trans-resveratrol es sintetizado y convertido en derivados mas
toxicos como viniferinas en las hojas (Jeandet et al., 2002). Hay muchas fitoalexinas
y cada una caracteriza a la familia a la que pertenece, por ejemplo, los estilbenos
son caracteristicos de la familia Vitaceae, las saponinas de la Phytolaccaceae, los

indoles a las Cruciferae, etc (Harborne, 1999).

1.2.6 El papel de los compuestos polifendlicos en los procesos de resistencia de la

planta

Los polifenoles son compuestos importantes en las plantas, concretamente las
protegen de factores estresantes, tanto de tipo bidtico como abidtico. Es mas,
algunos de estos compuestos solo se inducen en presencia de dicho factor estresante,
como por ejemplo las ya comentadas fitoalexinas. Estas fitoalexinas estan
involucradas en mecanismos de defensa de la planta desencadenados tras el ataque
de un patdgeno, una herida o un estrés fisico (Cantos et al., 2003).

Los sistemas de defensa de las plantas son multiples y pueden estar basados
en barreras, tanto fisicas como quimicas, previamente existentes (tales como
paredes celulares gruesas o altas cantidades de lignina o taninos) y en mecanismos de
defensa inducibles. Tras la deteccion del patogeno o herbivoro, los mecanismos de
defensa inducibles se activan en el lugar de la infeccion al igual que en tejidos no
infectados distantes a dicho punto. Dependiendo del tipo de ataque, la planta activa
diferentes rutas de sefalizacion para sintetizar el conjunto de compuestos de
defensa optimos (Gozzo, 2003). Esta resistencia inducida tiene una duracion
determinada y protege a la planta de un amplio rango de patdgenos ya que no es un

mecanismo especifico, pudiendo incluir a virus, bacterias y hongos.

Defensa mediada por especies reactivas del oxigeno. Cuando se produce un
ataque por un patégeno avirulento, en la planta se activa una respuesta
hipersensitiva. Esta respuesta desencadena la produccion de diversas especies

reactivas del oxigeno como son el perdxido de hidrogeno, los radicales superoxido e
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hidroxilo y el oxigeno singlete, con un gran potencial oxidante que si no se destruyen
pueden dafnar los tejidos de la planta. Esta respuesta es duradera y provoca la
muerte celular en el lugar de la invasion quedando asi el patdgeno aislado del resto
de la planta (Gozzo, 2003).

Defensa mediada por acido salicilico. El proceso de resistencia mediado por
la acumulacion de acido salicilico endogeno, un metabolito del inicio de la ruta
biosintética iniciada por la fenilalanina amino liasa, se llama resistencia sistémica
adquirida y esta basada en la induccion de rutas del metabolismo secundario de la
planta y el aumento de la sintesis de productos de dicho metabolismo, flavonoides y
estilbenos entre otros, como respuesta al ataque de un patogeno (Iriti et al., 2005).
Esta resistencia se puede desarrollar en la misma zona o en lugares distales a ésta y
es el resultado tanto de una invasion por un patogeno de tipo necrético como de una
respuesta hipersensitiva (Hammerschmidt, 1999).

Este proceso de defensa aun no se conoce en profundidad, pero se cree que el
acido salicilico, al ser un quelante del hierro, puede inhibir enzimas que contienen
este elemento, como puede ser la catalasa, incrementando de este modo la
concentracion de perdxido de hidrogeno, lo que se cree que media en la resistencia
sistémica adquirida (Chen et al., 1993). Ademas, el acido salicilico también actla
como radical libre produciendo otras especies reactivas del oxigeno lo que
desencadena un aumento de calcio en el citosol (Kawano y Muto, 2000). Dicho calcio
también es una sefal del mecanismo que involucra la activacion de especies
reactivas de oxigeno y la muerte celular. Por otro lado, parece ser que el acido
salicilico induce la peroxidacion de lipidos, lo que esta conectado con la activacion
de genes de proteinas de resistencia (Anderson et al., 1998).

Por tanto, se asume que el acido salicilico actta induciendo diversas acciones
que conllevan un aumento de la resistencia. En primer lugar, es uno de los
mecanismos por los que se activan genes de resistencia que dan lugar a proteinas de
resistencia tales como glucanasas, peroxidasas y quitinasas, que tienen actividad
antimicrobiana, ya que producen la hidrolisis de la pared celular del patdgeno
(Peiterse y van Loon, 1999). En segundo lugar, el acido salicilico produce reacciones
oxidativas que desencadenan la produccion de fitoalexinas con propiedades
antifingicas. Finalmente, la ruta de los fenilpropanoides también es promovida
mediante la activacion de la enzima fenilalanina amino liasa que también desemboca

en la formacion de fitoalexinas, ligninas y acido salicilico. La lignificacion de las
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paredes celulares de las plantas es un mecanismo de resistencia a la invasion de
patdgenos (Sticher et al., 1997; Gozzo, 2003).

Defensa mediada por jasmonatos. Ademas de este mecanismo de defensa
sistémica adquirida, se han descrito otros que no dependen de la sefal de acido
salicilico. Hay acidos grasos oxigenados que pueden ser potentes reguladores de
resistencia, especialmente los conocidos como jasmonatos (entre los que se
encuentra el acido jasmonico y su derivado el metil jasmonato) que sefalizan un gran
numero de respuestas de defensa, incluida la sintesis de compuestos flavonoides y
estilbenos (Beckers y Spoel, 2006). El acido jasmonico es inducido rapidamente
cuando la planta es atacada por un patogeno, especialmente si es de tipo
necrotizante, aunque también es inducido por heridas o herbivoros. Este mecanismo
también media la sintesis de las llamadas defensinas y tioninas, que son pequefas
proteinas ricas en cisteina con actividad antimicrobiana (Pieterse y van Loon, 1999).

A pesar de existir muchos ejemplos de interaccion entre las rutas involucradas
en la defensa de la planta, el proceso completo ain no es conocido en profundidad.
Por ejemplo, la infeccion por un patogeno necrotizante desemboca en la expresion
de genes de proteinas de resistencia, algunos dependientes y otros independientes
del acido salicilico (Pieterse y van Loon, 1999). Ademas, el metil jasmonato aumenta
los niveles de expresion de la proteina de resistencia PR-1 que a su vez es inducida
por acido salicilico (Xu et al., 1994). Los jasmonatos y el acido salicilico inducen la
expresion de genes de proteinas de resistencia y aumentan la resistencia al dano por
helada en tomate (Ding et al., 2002) y resistencia a enfermedades causadas por

Penicillium digitatum y P. italicum en naranjas dulces (Igbal et al., 2012).

1.3 PAPEL TECNOLOGICO DE LOS COMPUESTOS POLIFENOLICOS

La mayoria de estos compuestos son responsables de parte de las propiedades
organolépticas y la calidad de los alimentos originados a partir de dichas plantas. Por
ejemplo, los antocianos son pigmentos responsable del color de una gran variedad de
frutas, flores y hojas (Harborne y Williams, 2000) y los flavan-3-oles son polifenoles
implicados en la astringencia y el amargor del té, la uva y el vino (Noble, 1994;

Halsam y Lilley, 1988). A pesar de tener un papel tecnologico importante en muchos
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vegetales, este apartado se va a centrar en su papel en la uva y el vino, y por tanto

de los compuestos que tecnologicamente tienen relevancia.

1.3.1 Color de uvas y vinos

Los antocianos, como ya se ha comentado, son fundamentales para el color de
las uvas y los vinos obtenidos de ellas. El color de un vino es uno de los aspectos
organolépticos mas importantes ya que es la primera impresion que tenemos del
producto y es un indicador de aspectos relacionados con el aroma y el sabor. Los
antocianos son los responsables del color rojo azulado de la piel de las uvas tintas y
del vino tinto.

Estos compuestos presentan un equilibrio entre formas quimicas distintas en
funcion del pH, lo que condiciona su color (Figura 1.6). A pH muy acido, de un valor
de 3 o menor, predomina el cation flavilio de color rojo. Sin embargo, a valores
superiores de pH (4-5) se desprotona un grupo OH" de las posiciones 5, 7 0 4, ya que
al menos una de éstas esta libre de metilacion y glucosidacion, dando un compuesto
incoloro (forma carbinol) que se puede transformar en chalconas cis y trans amarillas
favorecido por temperaturas elevadas. En el intervalo de pH entre 6 y 7, se forman
quinonas con color violaceo, aunque si hay un segundo radical OH" libre, se forma una
base quindnica ionizada azul oscuro intenso. Este compuesto por apertura de uno de
los anillos se transforma en una chalcona de color amarillo.

La presencia de anhidrido sulfuroso en los vinos tintos también produce una
decoloracion de antocianos reversible que supone una pérdida de intensidad de color
temporal. Al pH del vino, la mayor parte del anhidrido sulfuroso libre esta en forma
de anion que puede combinarse con los antocianos en la forma de catién flavilio,
produciéndose un complejo incoloro, que transcurrido un tiempo se descombina al

reducirse la fraccion de anhidro libre.
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Figura 1.6. Cambios de la estructura de los antocianos en funcion del pH.

Cation flavilio Forma carbinol
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Trans-chalcona
(amarillo)

En medio acuoso y al pH del vino (3-4), los cationes flavilio estan también en
equilibrio, por fenémenos de transferencia de protones y reacciones de hidratacion
con compuestos de adicion incoloros (hemiacetal). El hemiacetal en equilibrio con su
isomero abierto (cis-chalcona) es en realidad la forma mas abundante. Finalmente, la
chalcona trans puede ser oxidada dando acidos fendlicos incoloros, siendo esta
reaccion irreversible a diferencia de las demas (Zamora, 2003) (Figura 1.7).

El color del vino joven tinto es principalmente debido a los antocianos que se
han extraido de las pieles de uva durante la maceracion. Durante el envejecimiento
de los vinos, el color evoluciona constantemente pasando de tonos rojos violaceos a
tonos teja. Estas modificaciones se deben a transformaciones de los antocianos que
aumentan la estabilidad de color de los vinos por la formacion de nuevos compuestos
y reacciones de condensacion con proantocianidinas principalmente (Mateus et al.,
2002; Vidal et al., 2002).
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Figura 1.7. Cambios de la estructura de los antocianos en medio acuoso y a pH del
vino (3-4).

Cation flavilio
pH < 3 (rojo)

Forma carbinol
pH 4-5 (incoloro)

Cis-chalcona
(amarillo)

Trans-chalcona
(amarillo)

La formacion de pigmentos nuevos en el vino derivados de los antocianos da

lugar a los llamados piranoantocianos (Fulcrand et al., 1996). Se originan por
reaccion de cicloadicion de los antocianos con metabolitos de bajo peso molecular
derivados de las levaduras como acetaldehido, acido pirGvico y vinilfenol (Figura
1.8). Ademas pueden incluir especies de mayor peso molecular en las que la
molécula de piranoantociano esta unida a taninos mas o menos polimerizados dando
los flavanil-piranoantocianos (Francia-Aricha et al., 1997). Estos compuestos son muy
poco sensibles a cambios de pH y a decoloracion por SO, y son quimicamente muy
estables (Oliveira et al., 2006).

Dentro de la familia de los piranoantocianos se encuentran las vitisinas, el
grupo mas estudiado y que resultan de la reaccion entre un antociano y acido
pirtvico, acetoacético o acetaldehido. Dentro de este grupo destacan las vitisinas
tipo A y B. Las primeras se forman por la combinacion entre un antociano y el acido
pirtvico en forma enol y la mas abundante es la vitisina A formada con la malvidina
3-glucosido. La vitisina A tiene bajo ritmo de degradacion y alta estabilidad (Mateus y
De Freitas, 2001; Romero y Bakker, 2001) y se ha visto que persiste en el vino tinto
durante varias décadas (Schwarz et al., 2003). Por otro lado, las vitisinas tipo B se

forman por cicloadicion de una molécula de acetaldehido y una de antociano durante
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el final de la fermentacion, que es cuando este metabolito se encuentra en la

proporcion adecuada.

Figura 1.8. Estructura quimica de los piranoantocianos.

Principales R
piranoantocianos
Acido piravico Vitisina A
Acetaldehido Vitisina B
Acetona Metil-piranoantocianos
Vinilfenoles Vinil-piranoantocianos
Taninos Flavanil-

piranoantocianos /

Abreviaturas: Glu, glucosa.

Otro factor que afecta al color de los vinos es la copigmentacion, que es un
fenomeno que se produce tipicamente en medio acuoso y que afecta a los antocianos
monoméricos (pigmentos) a la vez que a otros compuestos fenolicos presentes en el
medio, denominados cofactores de copigmentacion o copigmentos. La
copigmentacion consiste en la union de tipo débil entre la molécula plana del
antociano y un copigmento. Dicho copigmento puede ser otra molécula de antociano
(copigmentacion intramolecular) u otra molécula diferente como los acidos
cinamicos, flavanoles y flavonoles y sus glicésidos (copigmentacion intermolecular).
Entre los antocianos y los cofactores se forma una estructura en capas, en un nUmero
variable de dos a diez.

Al pH del vino, aproximadamente el 80% de los antocianos estan en la forma
hidratada incolora, a no ser que tenga lugar alglin tipo de mecanismo estabilizador
del color. La copigmentacion genera un ambiente hidrofobico que impide el ataque
nucleofilico de una molécula de agua o de bisulfito, evitando la disminucién de color
que ello supone (Glories, 1984). Igualmente, desplaza el equilibrio favoreciendo la
formacion de estructuras coloreadas (cation flavilio) (Liao et al., 1992). Los
flavonoles, aunque son incoloros, pueden participar en el color de los vinos tintos a
través de reacciones de copigmentacion ya que son buenos copigmentos (Boulton,
2001). Este fenomeno también protege a los antocianos de las reacciones de

oxidacion y polimerizacion que disminuyen el color porque éstos no estan disponibles
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en su forma libre (Darias-Martin et al., 2001). Se estima que este fenomeno
determina entre el 25 y el 50% del color de los vinos tintos jovenes (Boulton, 2001),

aunque su influencia en el color del vino decrece con el envejecimiento.

1.3.2 Astringencia, cuerpo y amargor de los vinos

Las proantocianidinas o taninos del vino tienen un papel importante en sus
propiedades gustativas porque contribuyen al cuerpo, el amargor y la astringencia de
los vinos (Gawel, 1998). La habilidad de los taninos de formar complejos y precipitar
las proteinas se cree que es la responsable de la astringencia de estos compuestos.
Sin embargo, la sensacién de astringencia en boca es compleja a la hora de ser
evaluada, ya que la precipitacion de las proteinas no es una condicion necesaria para
dicha sensacion (Obreque-Slier et al., 2010) y la respuesta fisiologica de cada
individuo es distinta ya que el flujo salival, la viscosidad y la composicion proteica
varia entre persona y tiene un efecto significativo sobre la percepcion de la
astringencia (Demiglio y Pickering, 2008; Dinnella et al., 2009; Condelli et al., 2006).

A pesar de esto, se ha demostrado que esta sensacion de astringencia
depende de la estructura de los taninos, concretamente de su grado medio de
polimerizacion (GPm) y su porcentaje de galoilacion. Al estudiar fracciones de
taninos purificados de uva y manzana, se ha demostrado que la astringencia aumenta
con el grado medio de polimerizacion. La sensacion de aspereza se correlaciona con
el aumento del porcentaje de galoilacion y, finalmente, la presencia de unidades de
epigalocatequina hace que el vino dé una sensacion mas suave en boca (Vidal et al.,
2003). Los taninos, en especial los taninos condensados mas pequefos, también
interaccionan con los receptores del gusto amargo influenciando asi la sensacion de
amargor (Kallithraka et al., 1997; Kallithraka et al., 2001; Brossaud et al., 2001).

1.4 PAPEL NUTRICIONAL DE LOS COMPUESTOS POLIFENOLICOS

En los dUltimos tiempos la industria esta cada vez mas interesada en alimentos
funcionales, que son definidos como alimentos que pueden "satisfactoriamente
demostrar que afectan beneficiosamente a una o mas funciones importantes del
organismo humano mas alla de tener adecuados efectos nutricionales y es relevante

bien para mejorar la salud y bienestar o reduccion de riesgo de enfermedad”
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(Diplock et al., 1999). Esto se debe a que los consumidores cada vez le dan mas
importancia a la nutricién y la salud.

El vino ha sido parte de la cultura humana desde hace miles de afos.
Antecedentes historicos relacionan al vino con la salud y la longevidad,
especialmente en la cultura mediterranea y principalmente en la prevencion de
enfermedades cronicas asociadas al estrés oxidativo (arteriosclerosis, artritis,
demencia, cancer, etc.). Estos beneficios guardan relacion, en parte, con las
conclusiones de un estudio llevado a cabo en 1992 en el que se compar¢ la tasa de
mortalidad por enfermedad cardiovascular (ECV) y el nivel de colesterol sérico en
distintas poblaciones del mundo (Renaud y Delorgeril, 1992). La correlacion obtenida
en este estudio fue altamente positiva para las poblaciones estudiadas, excepto para
Toulouse, cuya poblacién mostraba los mismos niveles de colesterol en sangre que la
de Glasgow pero una tasa de mortalidad por ECV mucho menor. Esta aparente
discrepancia entre el riesgo de sufrir ECV (alto colesterol en sangre) y muerte por
ECV se denomino "Paradoja Francesa".

Tras el estudio minucioso de las variables que podrian contribuir a esta
discrepancia, se sefalo al elevado consumo de vino tinto en Toulouse como presunto
responsable de la citada "Paradoja Francesa®. Muchos estudios posteriores han
corroborado que el elevado contenido en fenoles del vino tinto le confiere estas
propiedades beneficiosas para la salud.

En esta linea se ha sugerido que una elevada ingesta de alimentos ricos en
dichos compuestos confiere cierta proteccion ante enfermedades cardiovasculares,
cancer, Alzheimer, etc (Leifert y Abeywardena, 2008; Croizier et al., 2009; De
Pascual-Teresa et al., 2010; Pezzuto, 2007).

Una de las propiedades mas reconocidas de los compuestos fendlicos es su
capacidad antioxidante debida a varios mecanismos (Parr y Bolwel, 2000): tienen la
capacidad de captar radicales libres que se estabilizan por resonancia, son quelantes
de iones metalicos disminuyendo la generacion de radicales libres catalizada por
metales, son donadores de hidrogenos que pueden reaccionar con los radicales
generados al deshidrogenar macromoléculas como ADN (relevantes en la induccion de
cancer) o lipidos (relevantes en la induccion de ECV) y, finalmente son inhibidores de
enzimas pro-oxidantes.

La Organizacion Mundial para la Salud indica que los polifenoles en general
pueden reducir el riesgo de enfermedad cardiovascular debido a distintos

mecanismos: por ser antioxidantes previenen la oxidacion de las lipoproteinas de
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baja densidad LDL (evitando asi la deposicion de las grasas en las arterias), inhiben la
agregacion de las plaquetas sanguineas bloqueando la accion de la trombina y de
otros factores agregantes y evitando asi la formacion de trombos, favorecen la
produccion de oxido nitrico que relaja y dilata las arterias, reducen los niveles de
triglicéridos y de colesterol en sangre y finalmente, estimulan la sintesis de
sustancias vasodilatadoras.

Ademas, es de destacar que a los compuestos fenolicos en general también se
les atribuye actividad anticancerigena con dos posibles mecanismos segun el punto
de accion: agentes bloqueantes y agentes supresores. Los agentes blogueantes
principalmente estimulan los enzimas detoxificantes carcinogénicos (como glutation
S-transferasa) e inhiben enzimas que tienen el potencial de activar precarcindégenos
en carcinégenos (como algunas formas del citocromo P450). Este es el caso de
fenoles como catequina, epigalocatequina, cumarina y acido elagico. Los agentes
supresores modelan rutas de transduccion de la senal inhibiendo la carcinogénesis
como es el caso de inhibidores de la tirosina quinasa (quercetina y cumarina) (Parr y
Bolwell, 2000). El resveratrol y algunos de sus derivados inhiben el proceso de la
carcinogénesis en sus tres etapas: iniciacion, promocion y progresion del tumor
dependiendo de la dosis empleada (Yang et al., 2001). Provinciali et al. (2005)
demostraron que el resveratrol induce la apoptosis como parte de su actividad

anticancerigena en diferentes cultivos celulares.

1.5 LOS COMPUESTOS VOLATILES DE UVAS Y VINO

La fraccion aromatica tanto del vino como de la uva es compleja ya que esta
formada por una gran cantidad de compuestos con diversas estructuras quimicas, que
estan presentes en concentraciones pequeias y cuyo umbral de percepcion abarca un
amplio rango de valores (Bayonove et al., 2000; Styger et al., 2011). En el vino, dicha
fraccion juega un papel importante ya que afecta a la calidad, por su contribucion a
sus caracteristicas organolépticas.

El aroma del vino se atribuye a un amplio nUmero de compuestos tales como
ésteres, aldehidos, cetonas, terpenos, isoprenoides, alcoholes, derivados azufrados,
etc. Dichos componentes se clasifican segin su origen como aromas varietales o
primarios (procedentes de la uva); aromas secundarios (provenientes de la

fermentacion alcohdlica y malolactica) y aromas post-fermentativos o terciarios
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(derivados del envejecimiento del vino y su conservacion) (Cordonnier y Bayonove,
1981). El estudio de estos compuestos puede contribuir a la seleccion de la variedad
mas adecuada y a las condiciones optimas de vinificacion y envejecimiento. Puede
incluso tener un papel en la seguridad alimentaria, ya que la deteccion de ciertos
aromas puede implicar infeccion microbiana.

El aroma primario o varietal del vino depende, por tanto, de la variedad de
uva y puede ser modulado por otros factores como el clon (Gomez-Plaza et al.,
1999), el area de cultivo, las practicas culturales como aclareo de hojas o racimos
(Zoecklein et al., 1998), el efecto de sombreado y la luminosidad (Bureau et al.,
2000a; Bureau et al., 2000b), parametros de cultivo (Oliveira et al., 2004; Oliva et
al., 2008), caracteristicas climaticas (Zamuz et al., 2009) y tratamientos efectuados
a las uvas.

Una familia importante de estos compuestos volatiles, cuyo origen esta en la
uva, es la que comprende los terpenoides y los norisoprenoides. Los terpenoides mas
comunes son monoterpenos tales como geraniol y linalool y entre los norisoprenoides
los mas significativos son P-ionona and PB-damascenona (Figura 1.9). Estos son
potentes compuestos de flavor que contribuyen a los atributos florales y frutales de
los vinos (Mathieu et al., 2005).

Todos los procesos que ocurren desde la vendimia hasta el inicio de la
fermentacion alcohdlica dan lugar a la aparicion de los aromas pre-fermentativos.
Los compuestos volatiles de tipo Cé son los compuestos que contribuyen
mayoritariamente a este aroma pre-fermentativo de los vinos. Estos incluyen
aldehidos tales como hexanal, cis 3-hexanal y trans 2-hexanal y sus alcoholes. Este
tipo de compuestos tienen un impacto en el aroma herbaceo y el flavor amargo del
vino.

Las sustancias volatiles generadas durante la fermentacion son muy numerosas
y complejas y son responsables de las notas vinicas o aromas fermentativos. Entre
dichos metabolitos, los mas abundantes son los alcoholes y los ésteres junto con

algunos aldehidos y acidos.
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Figura 1.9: Estructuras generals de los monoterpenos geraniol y linalool y los

norisoprenoides 3-ionona and 3-damascenona.
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Finalmente, los aromas post-fermentativos son aquellos que aparecen debido

a las reacciones quimicas que tienen lugar durante el almacenamiento y el
envejecimiento del vino como hidrélisis de ésteres, compuestos aromaticos
reductivos, etc. Ademas, el tipo de envejecimiento marcara notablemente el aroma
del vino, los vinos envejecidos en barricas de roble reciben de la madera un conjunto
de sustancias que modifican las caracteristicas organolépticas de éstos. Su
concentracion o presencia depende de diversos factores ampliamente estudiados
tales como el tiempo de contacto, el origen de la madera, el volumen de la barrica 'y
el tipo de tostado (Rodriguez-Rodriguez y Gomez-Plaza, 2011; Ortega-Heras et al.,
2007; Pérez-Prieto et al., 2003). Compuestos como vainillina, eugenol y
whiskylactonas son procedentes de la barrica y tiene gran repercusion en el aroma
del vino ya que tienen un bajo umbral de percepcién, dando notas a vainilla, clavo y

tostado, respectivamente.

1.5.1 Papel de los compuestos volatiles en la planta

Las sustancias aromaticas, al igual que los flavonoides, son metabolitos

secundarios con diversas funciones dentro de la planta. Su papel es preponderante en
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el ciclo de la vida de la planta por transmitir y proporcionar informacion con el
ambiente que la rodea, generando redes interactivas con implicaciones ecologicas,
fisiologicas y atmosféricas (Pefuelas y LLusia, 2001; Holopainen, 2004). Este papel

implica diversas propiedades que se exponen a continuacion:

Atrayentes de polinizadores. Se supone que el principal motivo por el que un
insecto polinizador se aproxima a una flor es por su olor que esta determinado por la

mezcla de compuestos volatiles producidos por la planta (Harborne, 2001).

Seleccion y localizacion del huésped. Los insectos que utilizan la planta como
alimento, lugar de refugio, apareamiento u ovoposicion lo suelen hacer en unas
especies concretas que son localizadas por su olor, color y morfologia,

distinguiéndolas asi del resto (Marin-Loaiza y Céspedes, 2007).

Defensa. La mayoria de metabolitos secundarios se consideran parte de la defensa
quimica de la planta porque son toxicos para muchos insectos y microorganismos
como es el caso de los terpenos. Hay compuestos volatiles que se emiten cuando la
planta es danada por un insecto herbivoro como una sefal para activar el mecanismo
de defensa, disminuyendo, por un lado, la ovoposicion de dichos insectos y
atrayendo, por otro lado, a los predadores de sus huevos como es el caso de
terpenos, aldehidos y compuestos C6 (Kessler y Baldwin, 2001). Tanto los compuestos
fenolicos, ya mencionados, como los volatiles son sintetizados por la planta como
parte de los mecanismos de defensa inducidos por moléculas sefal como el acido

salicilico y los jasmonatos para protegerla ante un ataque.

Comunicacion entre plantas. Parece que hay plantas que pueden reconocer volatiles
emitidos por otras cercanas tras sufrir un ataque por un herbivoro o patdgeno,
activando asi su mecanismo de defensa y estando preparadas para un posible ataque
(Dicke y Bruin, 2001).

Interaccion con feromonas. Los volatiles de las plantas pueden interactuar con las
feromonas de ciertos insectos provocando distintos comportamientos en éstos:
algunos los secuestran para usarlos como hormonas sexuales o precursores, otros

liberan dichas hormonas en respuesta a los volatiles de la planta huésped v,
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finalmente, los volatiles pueden tener un efecto sinérgico o inhibitorio con dichas

hormonas (Reddy y Guerrero, 2004).

Antioxidantes y termorreguladores. Volatiles como el isopreno y algunos
monoterpenos tienen actividad antioxidante ya que atrapan los radicales libres,
protegiendo a las membranas del dano oxidativo (Holopainen, 2004). Igualmente,
existe la hipbtesis de que estos mismos compuestos protegen a la planta de altas
temperaturas porque las que los producen parecen ser mas termorresistentes
(Pefuelas y Llosia, 2004).

1.6 MECANISMOS PARA AUMENTAR LOS COMPUESTOS
POLIFENOLICOS Y VOLATILES EN LAS UVAS

Por todo lo comentado hasta ahora y que pone de manifiesto la importancia
de los compuestos fendlicos y volatiles, diferentes mecanismos se han ensayado para

el incremento de sus niveles en las plantas.

1.6.1 Practicas culturales

Las técnicas mas utilizadas para este fin afectan a practicas culturales como
poda, aclareo de racimos y riego deficitario. En esta linea, Pérez-Lamela et al.
(2007) estudiaron la influencia del sistema de conduccion y la poda en la intensidad
de color, los polifenoles totales y los antocianos y taninos totales de vino elaborado
con tres variedades de uva tinta. El efecto de la intensidad de poda en los fenoles
totales también ha sido investigado en otras frutas como mangos, y los resultados
indicaron que la poda moderada aumenta dichos compuestos comparado con el
control (Singh et al., 2010). El aclareo de racimos y la poda aumentaron la cantidad
de antocianinas totales tanto en uvas tintas Tannat como Malbec (Gonzalez-Neves et
al., 2002; Fanzone et al., 2011), mientras que Soufleros et al. (2011) también
encontraron que el aclareo de racimos aumentaba la concentracion de antocianos
(de 52 a 89%) y taninos (de 56,2 a 114%) en uva tinta durante la maduracion. El
aclareo de racimos y de hojas basales también se ha estudiado en diversas variedades

de uva como Merlot, Cabernet Franc y Cabernet Sauvignon resultando en
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modificaciones en el aroma de los vinos resultantes (Di Profio et al., 2011). El
aclareo de sarmientos aumentd los niveles de antocianinas y disminuyo los de
alcoholes C6 en uvas de la variedad Marechal Foch (Sun et al., 2011).

Otra practica cultural que puede modificar el contendido de los compuestos
estudiados es el riego deficitario que, especialmente cuando se aplica antes del
envero, produce un aumento en antocianos de hollejo en uvas de Cabernet Sauvignon
(Koundouras et al., 2009). Basile et al. (2011) estudiaron distintos regimenes de
irrigacion durante tres estados de desarrollo distinto de la uva, encontrando que la
concentracion de antocianos y polifenoles aumentd cuando la escasez de agua se
produjo de la antesis hasta la fructificacion, seguido de estrés hidrico moderado
entre el cuajado del fruto y la maduracion y de estrés hidrico de moderado a severo
tras la maduracion. Este parametro también influencia el aroma del vino, por
ejemplo, se han encontrado aromas y sabores retronasales diferentes en vinos
elaborados con uvas de Pinot Noir cultivadas a bajo régimen de irrigacién y un menor
aroma floral y especiado, aunque se observé una influencia de la anada estudiada
(Ledderhof et al., 2014). La deshidratacion tras la vendimia de uva de la variedad
Tempranillo para la elaboracion de vinos dulces también resulté Gtil en el incremento
de compuestos aromaticos con notas a especias y fruta madura y para la disminucion

de alcoholes C6 y aldehidos con notas herbaceas (De Lerma et al., 2014).

1.6.2 Mejora clasica, seleccion clonal e hibridos

Los métodos de mejora para modificar ciertas caracteristicas en las plantas se
han practicado a lo largo de muchos anos. Esto se puede llevar a cabo mediante
diferentes técnicas como la mejora clasica (seleccion de plantas con las
caracteristicas deseadas y su propagacion vegetativa), el cruce entre individuos
relacionados o no para producir nuevas variedades o hibridos con las propiedades
deseadas y la seleccion de clones de la misma variedad que expresen atributos
interesantes.

En esta linea, el perfil antocianico y las caracteristicas cromaticas de una
coleccion de 143 plantas provenientes de cruces de uvas tintas de las variedades
Monastrell x Cabernet Sauvignon han sido estudiadas para seleccionar las mas
interesantes segun sus caracteristicas enologicas, detectando descendientes con
perfiles fendlicos muy interesantes (Gomez-Plaza et al., 2008). Hernandez-Jiménez

et al. (2009) estudiaron el perfil tanico de hollejo y semilla de cruces de uva tinta de
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Monastrell x Syrah (Vitis vinifera L.). Cadwallader et al. (2004) estudaron una nueva
variedad de uva, Chardonel, resultado del cruzamiento entre Chardonnay x Seyval,
caracterizando su composicion aromatica mediante la identificacion de varios
esteres, B-damascenona, 3-metil-1-butanol y 2-feniletanol.

La seleccion clonal también ha sido una herramienta importante para mejorar
el contenido de estos compuestos. La composicion fendlica de clones de una variedad
dada puede ser usada como factor discriminante entre clones. Un ejemplo de ello es
el analisis de antocianos, flavonoles y acidos hidroxicinamicos para distinguir entre
clones de Vitis vinifera L. de la variedad Barbera (Ferrandino y Guidoni, 2010).
Durante el estudio de distintos clones de uva Tempranillo, Revilla et al. (2009)
observaron diferencias con respecto a su contenido fendlico. Ademas, algunos clones
han mostrado la capacidad de producir vinos con un color, un perfil cromatico y un
contenido fendlico distintivos (Gomez-Plaza et al., 2000). Burin et al. (2011)
estudiaron vinos de Cabernet Sauvignon elaborados a partir de dos clones distintos y
observaron diferencias en sus caracteristicas cromaticas. Igualmente, se detectaron
diferencias en la composicion de aromas en vinos elaborados con siete clones de la
variedad Monastrell como en el total de alcoholes y esteres (Gomez-Plaza et al.,
1999).

1.6.3 Ingenieria genética

La ingenieria genética ha sido utilizada para modificar la biosintesis de
flavonoides en tejidos vegetales (Martens et al., 2003). Schijlen et al. (2006)
produjeron tomates transgénicos al introducir genes estructurales de flavonoides,
siendo asi capaces de sintetizar estilbenos, deoxichalconas, flavonas y flavonoles.
Mayores niveles de catequina (41 veces) y epicatequina (14 veces) se han encontrado
en lineas transgénicas de manzanas a las que se le introdujeron un gen de maiz (Li et
al., 2007). También se ha utilizado para aumentar la resistencia de las plantas a
hongos (Punja, 2001). En el caso de las uvas, se han descrito diversos métodos para
la transformacion genética de esta planta (Perl y Eshdat, 1998), como por ejemplo la
transformacion genética via organogénesis de uva de mesa (Mezzetti et al., 2002),
aunque se han descrito muchos mas casos del uso de genes de la uva para
transformar otras frutas que de transformaciones de uva para aumentar sus niveles

de polifenoles. Sin embargo, es muy importante tener en cuenta que la
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transformacion genética es tediosa, cara e involucra muchas cuestiones de regulacion

y no tiene mucha aceptacion publica.

1.6.4 Uso de elicitores

Un nuevo campo de interés ha comenzado en los ultimos afnos al descubrir que
los mecanismos de defensa de la planta, entre ellos el aumento de compuestos
fenolicos y algunos compuestos volatiles, se pueden activar en ausencia de un
estimulo con el uso de elicitores. Estos son sustancias que al aplicarlas exdgenamente
desencadenan todos los mecanismos defensivos de la planta (Thaler et al., 2002;
Filella et al., 2006; Ruiz-Garcia y Gomez-Plaza, 2013). Por ello, el uso dichos
elicitores puede ser beneficioso por el aumento en la resistencia a estrés bidtico y
abiotico y el incremento de la sintesis de fenoles (Iriti et al., 2004; Fumagalli et al.,
2006) y compuestos aromaticos (Lalel et al., 2003; Ayala-Zabala et al., 2005; Kondo
et al., 2005).

1.7 EL USO DE ELICITORES

A pesar de que los elicitores fueron usados inicialmente para inducir la
resistencia de la planta frente a patogenos, se encontré que dicho mecanismo
involucraba el aumento de compuestos fenolicos y aromaticos. Por tanto, los
elicitores pueden ser considerados como una alternativa interesante para obtener
plantas con altos contenido de dichos compuestos. La activacion de dichos
mecanismos de defensa se puede alcanzar en ausencia de un ataque mediante

elicitacion fisica o quimica.

1.7.1 Elicitores fisicos

Los elicitores fisicos son estimulos que, al aplicarlos a células vivas,
desencadenan mejoras en la biosintesis de compuestos especificos. Esto se debe a
que producen estrés en la plata y asi se ve afectado su metabolismo secundario

promoviéndose la sintesis de compuestos que pueden resultar de interés como los
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flavonoides y los compuestos volatiles. Dentro de estos agentes se incluyen por

ejemplo altas y bajas temperaturas, luz ultravioleta, rayos gamma, ozono, etc.

1.7.1.1 Irradiaciones de luz

Las distintas irradiaciones pueden presentar un ambiente estresante que
puede servir de sefal en la planta para el control y la regulacion de su crecimiento y
desarrollo (Chen et al., 2004). Asi, través de distintos fotorreceptores como
fitocromos y criptocromos, se detectan las distintas condiciones ambientales en las

que la planta se encuadra y es capaz de emitir una respuesta (Smith, 2000).

Luz ultravioleta. Se denomina luz ultravioleta a la radiacion electromagnética que
esta comprendida entre los 15 y los 400 nm de longitud de onda. El tratamiento con
este agente fisico se lleva a cabo con diversos sistemas de lamparas que pueden
irradiar luz de diversos tipos: A (con longitudes de onda de 320 a 400 nm), B (de 280
a 320 nm) o C (de 200 a 280 nm).

Esta es la irradiacion mas estudiada como tratamiento para el incremento de
metabolitos secundarios en la fruta y su conservacion. Se ha comprobado que
someter a irradiaciéon con luz UV-C estimula tanto la produccién de resveratrol como
la activacion de la estilbeno sintasa en hojas de vid (Wang et al., 2010). Ademas, el
contenido en estilbenos de uvas Monastrell irradiadas con luz UV-C y de sus vinos fue
mayor que en uvas control y su vino (Cantos et al., 2003). En otras frutas, el
tratamiento post cosecha con radiacion UV de arandanos incremento los compuestos
fenolicos volatiles y no volatiles (Eichholz et al., 2011) y en mangos se observaron
mayores niveles de polifenoles y flavonoides totales y de actividad de la fenilalanina

amonio liasa (Gonzalez-Aguilar et al., 2007).

Otras irradiaciones. En uva, también se ha comprobado que la acumulacion de
antocianos es altamente inducida por la exposicion a luz roja, infrarroja y azul,
mientras que la luz entre el verde y el amarillo es menos efectiva (Kataoka et al.,
2004). En el caso de estilbenos, el tratamiento con luz roja ha mostrado un aumento
en estilbenos libres y monogucosilados en suspensiones celulares de Vitis vinifera
(Tassoni et al., 2012). La combinacién de elicitores fisicos y quimicos también se ha

estudiado, concretamente el efecto de la combinacion de luz roja y metil jasmonato,
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que en este mismo estudio de cultivos celulares incrementaba ain mas la produccion

de estilbenos.

1.7.1.2 Gases

Diversos gases como dioxido de carbono u ozono también se pueden utilizar
como elicitores fisicos. Por ejemplo, la exposicion a ozono parece aumentar la
resistencia del tomate a Botrytis cinérea (Tzortzakis et al., 2011) y el tratamiento
post cosecha en arandanos con didxido de carbono de uvas indujo la sintesis de

proantocianidinas (Becatti et al., 2010).

1.7.2 Elicitores quimicos

Los elicitores quimicos como el quitosano, el benzotiadiazol (BTH) o la
harpina, entre otros, son agroquimicos que imitan la accion de moléculas senal
(como el acido salicilico o el jasmonico o sus derivados) o simulan el ataque de un
patdgeno. Dichas moléculas interactian con receptores en la planta activando la
respuesta defensiva y una reaccién de hipersensibilizacion. Por ejemplo, las
principales sustancias de resistencia como fenoles totales y lignina aumentaron tras
el tratamiento post cosecha con BTH en mangos (Pan y Liu, 2011) y la incidencia de
la enfermedad causada por Penicillium expasum en melocotones tratados con BTH
fue inferior que en los no tratados (Liu et al., 2005). Otro ejemplo se encuentra en la
aplicacion foliar de harpina en tomates que redujo la infeccion bacteriana (Obradovic
et al., 2004).

Es mas, se ha visto que el mecanismo de defensa de la planta responde mas
rapidamente al desafio del ataque por patogenos tras haber recibido un tratamiento
con este tipo de inductores quimicos (Gozzo, 2003) y, por este motivo, se disefaron
en un principio para mejorar la resistencia de las plantas a patogenos. Estos
compuestos no matan a los patogenos por si mismos, pero desencadenan el
mecanismo que la planta posee para aumentar su resistencia, entre otros,

aumentando los niveles de compuestos fenolicos y volatiles.
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1.7.2.1 Benzotiadiazol (BTH)

Este compuesto es un analogo del acido salicilico y tiene un peso molecular de
136,17 (Figura 1.10). Es conocido por inducir la activacién de la enzima fenilalanina
amino liasa que como ya se ha mencionado anteriormente participa en la ruta del
acido siquimico, lo que se ha comprobado en diversas frutas como mangos (Zhu et
al., 2008) y melocotones (Liu et al., 2005), aumentando el contenido en compuestos
fenodlicos. Otras enzimas de la misma ruta también son activadas por BTH como son la
glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, siquimato deshidrogenasa, tirosina amonio liasa,
cinamato-4-hiroxilasa, cumarato-coenzima A ligasa y dihidroflavonol-4-reductasa
(Cao et al., 2010) (Figura 1.11).

Figura 1.10: Estructura quimica de los elicitores benzotiadiazol (BTH) y

metil jasmonato (MelJ).
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Ademas de los estudios ya mencionados en actividades enzimaticas, el efecto
general del BTH en los compuestos polifendlicos y volatiles ha sido estudiado en
diversas frutas, aunque menos en este Ultimo tipo de compuestos. Por ejemplo, el
tratamiento precosecha en fresas produjo un incremento en quercetina y kaempferol
(Anttonen et al., 2003), incrementd la resistencia a Botrytis cinerea y el contenido
en antocianos y resveratrol (Iriti et al., 2004) y de las proantocianidinas de hollejo
(Iriti et al., 2005; Fumagalli et al., 2006) en uva tinta. Tratamientos post cosecha con
este elicitor también resultaron en un aumento de polifenoles y antocianos en fresas
(Cao et al., 2011).
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Como se ha comentado con anterioridad, hay menos estudios del efecto del
BTH en los compuestos volatiles, éste aplicado en campo a uvas de la variedad
Gropello Gentile di6 lugar a vinos con mayor cantidad de acetales y ésteres totales
(vitalini et al., 2014).

1.7.2.2 Metil jasmonato (MeJ)

Este elicitor es un compuesto volatil natural derivado del acido jasmonico con
un peso molecular de 224,3 (Figura 1.10). Tiene una actividad similar al mediador
quimico del que deriva, por lo que es capaz de activar las enzimas responsables de la
biosintesis de polifenoles como la fenilalanina amino liasa en liches (Yang et al.,
2011), melocotones (Jin et al., 2009), manzanas, uva de mesa, fresas (Heredia y
Cisneros-Zevallos, 2009) con el subsecuente aumento de fenoles totales (Figura
1.11). La activacion de otras enzimas de dicha ruta también ha sido confirmada junto
con la consecuente acumulacion de estilbenos y antocianos (Belhadj et al., 2008).

Ademas, el tratamiento combinado entre MelJ y etefon (liberador de la
hormona etileno), estudiado en cultivos celulares de Cabernet Sauvignon, ha
mostrado una activacion de la fenilalanina amino liasa y la estilbeno sintasa y una
acumulacion de estilbenos (Faurie et al., 2009). En este ultimo analisis, se ha visto
que el etefon inhibe la induccion de proteinas de resistencia por parte del MelJ.

Muchos otros estudios en distintas frutas describen como el MeJ afecta a los
compuestos polifendlicos y volatiles. Asi, el tratamiento post cosecha con MeJ resulto
en cantidades mas altas de fenoles totales y antocianos en varias frutas como
tomates (Tzortzakis y Economakis, 2007), granadas (Sayyari et al., 2011) y fresas
(Moreno et al., 2010). Finalmente, tratamientos precosecha con dicha molécula senal
han mostrado un aumento en los niveles de flavonoides (Percival y MacKenzie, 2007;
Wang et al., 2008) y de resveratrol (Wang et al., 2007; Esna-Ashari y Pour, 2011;
Vezzulli et al., 2007) en diversas bayas.

También se han descrito cambios en la produccion de compuestos volatiles. En
esta linea, se demostro el efecto inhibitorio del MeJ en las enzimas formadoras de
esteres volatiles en manzanas (Ollas et al., 1992). Por el contrario, en fresas y
mangos se observd un incremento en compuestos volatiles tras el tratamiento con
este elicitor (Ayala-Zabala et al., 2005; De la Pefa-Moreno et al., 2010; Lalel et al.,

2003). En cultivos celulares de Vitis vinifera L. se mostr6 un aumento en la
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concentracion de sesquiterpenos en respuesta a jasmonatos (D’Onofrio et al., 2009) y

en hojas de uva se activo la biosintesis de novo de terpenoides (Hampel et al., 2005).

Figura 1.11: Resumen de la sintesis de polifenoles y la activacion de ciertos enzimas

por la accioén de elicitores.
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Abreviaturas: PAL, fenilalanina amino liasa; C4H, cinamato 4-hidroxilasa; 4-CL, 4-coumarato/coenzima A
ligasa; STS, estilbeno sintasa; CHS, chalcona sintasa; CHI, chalcona isomerasa; F3H, flavonoide
hidroxilasa; FLS, flavonol sintasa; DFR, dihidroflavonol 4-reductasa; ANS, antocianidina sintasa; UFGT,

UDPglucosa: flavonoide-O-transferasa; LAR, leucoantocianidina reductasa.
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1.7.2.3 Antagonismo y sinergismo entre BTH y MeJ

Como ya se ha comentado al exponer los mecanismos de defensa de las
plantas, las respuestas mediadas por acido salicilico y jasmoénico son compartidas en
algunos casos. Por tanto, no seria de extranar que pudiera existir algun tipo de
interaccion tanto de tipo antagonico como sinérgico entre ellas. Por ello, se ha
considerado interesante investigar a cerca de la accion conjunta de los dos elicitores.
Diversos estudios indican que hay comunicacion entre los dos mecanismos de
defensa, la mayoria indican que dicha interferencia es negativa, aunque también se
han descrito relaciones sinérgicas.

Por ejemplo, en tomates se han encontrado interacciones negativas sobre
todo de la ruta del acido salicilico sobre la del acido jasmonico (mas que al
contrario) y especialmente cuando se aplicaban los dos compuestos simultaneamente
y en altas dosis. Al comprobar la resistencia que se conferia con dichos tratamientos,
se observo que la interaccion afectaba reduciendo la resistencia al ataque por el
herbivoro Spodoptera exigua pero no al patégeno Pseudomonas syringae (Thaler et
al., 2002). Sin embargo, también en tomates, se ha observado una interaccion
singérgica ya que la accion secuencial del acido jasmonico, el etileno y el acido
salicilico era necesaria para inducir una respuesta defensiva de la planta contra
Xanthomonas campestris (O’Donell et al., 2003). A pesar de que el mecanismo
molecular de la reaccién entre el acido salicilico y el jasmonato se ha estudiado en
plantas modelo como Arabidopsis (Spoel et al., 2003; Anderson et al., 2004), esta
clara la necesidad de mas estudios para la determinacion del tipo de interacciones
existentes entre estos dos elicitores.

Como se puede advertir, los ejemplos que se han comentado son a cerca del
efecto del tratamiento simultaneo de estos dos elicitores en la resistencia de la
planta. Hasta nuestro conocimiento, no se han comunicado resultados a cerca del
efecto de dicho tratamiento sobre los compuestos fendlicos y volatiles en la uva y el
vino tinto. D’Onofrio et al. (2009) observd en lineas celulares de uva que el acido
salicilico reprimia el aumento de sesquiterpenos y proantocianidinas asociado al
tratamiento con MeJ, pero no el de la produccion de estilbenos. Por la falta de
estudios y dado que los tratamientos con BTH o MeJ tienen efectos positivos en los
compuestos fenolicos y volatiles de las uvas, uno de los puntos a abordar en la
presente Tesis Doctoral es el efecto del tratamiento simultaneo con estos dos

elicitores.
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1.7.2.4 Harpina

La harpina es otro ejemplo de elicitor quimico utilizado para este fin. Es una
proteina termoestable, rica en glicina y de origen bacteriano. Se describio
originariamente como producto del patogeno vegetal Erwinia amylovora (Wei et al.,
1992). Puede actuar como un elicitor debido a que provoca una respuesta de
hipersensibilidad en las plantas no hospedadoras (He et al., 1993) y activa el
mecanismo mediado por acido salicilico (Dong et al., 1999) y por etileno (Dong et al.,
2004), contribuyendo asi a su resistencia.

La harpina se ha utilizado en tratamiento precosecha para controlar
enfermedades causadas por patogenos y post cosecha para prevenir el deterioro en
diversas frutas (Boro et al., 2011; Saour et al., 2010; Bastas y Maden, 2007; Lucon et
al., 2010; de Capdeville et al., 2003). Ademas se ha descrito como un activador de la
enzima fenilalanina amino liasa en tratamientos tanto pre como post cosecha
produciendo asi un aumento de polifenoles (Wang et al., 2011; Danner et al., 2008;
Li et al., 2012) (Figura 1.11).

1.7.2.5 Quitosano

El quitosano es un polisacarido de N-acetil D-glucosamina con union B3-(1-4),
derivado de la deacetilacion de la quitina de la concha de crustaceos. A pesar de
tener propiedades antimicrobianas, puede actuar como elicitor por la induccion de
callosa y fenoles en plantas susceptibles (Gozzo, 2003).

Su aplicacion en campo controla enfermedades posteriores en fresas (Reddy
et al., 2000; Romanazzi et al., 2013) y tratamientos pre y post cosecha activan la
fenilalanina amino liasa con el aumento de polifenoles totales (Romanazzi et al.,
2002; Meng et al., 2012; Mazaro et al., 2008) (Figura 1.11). Ademas de esto, los vinos
elaborados con uvas tratadas con quitosano mostraron mayor cantidad de polifenoles
totales (Iriti et al., 2011) y de los compuestos volatiles tales como acetales y
alcoholes totales (Vitalini et al., 2014).

1.7.2.6 Otros elicitores quimicos

Hay ejemplos de muchas otras sustancias quimicas que se han estudiado como

posibles elicitores en diversas frutas. Asi, el acido oxalico y el cloruro de calcio
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activaron enzimas de defensa como fenilalanina amonio liasa, [-1,3-glucanasa,
peroxidasa y polifenol oxidasa y redujo la incidencia de la enfermedad causada por
Alternaria alternata en peras (Tian et al., 2006). Otro ejemplo son el fosfito y el
acibenzolar-S-metilo que inducen la sintesis de trans-resveratrol en manzanas
(Sautter et al., 2008). Finalmente el silicato de potasio aumenta los niveles de
catequina y epicatequina en aguacate (Tesfay et al., 2011).

Para contribuir al biocontrol de enfermedades vegetales también se han
utilizado diversos extractos naturales. Por ejemplo, se han analizado extractos de
diversos microorganismos algunos de los cuales protegian frente a enfermedades,
inducian proteinas de resistencia y metabolitos relacionados con la defensa en vid
(Harm et al., 2011). También se han usado proteinas de algas como la laminarina que
mostré una reduccion de la incidencia de infeccion por Botrytis cinerea 'y Plasmopara
viticola en vid y elicitacion de las respuestas de defensa en sus cultivos celulares
(Aziz et al., 2003). Otro ejemplo es el uso del fructooligosacarido de la raiz de
Arcitum lappa y la oligandrina secretada por Pythium oligandrum que inhiben la
pobredumbre causada por B. cinérea en tomates y activan la fenilalanina amino
liasa, activando la biosintesis de compuestos fenodlicos (Wang et al., 2009; Wang et
al., 2011). Incluso se ha estudiado el efecto de extractos derivados del orujo que
elicitaron una serie de respuestas de resistencia en plantas de tabaco (Goupil et al.,
2012).

Un caso un poco especial es el acido abscisico (ABA) que, a pesar de ser una
hormona vegetal, también se ha utilizado como un elicitor quimico por sus efectos en
la planta. Esta hormona, con importantes funciones dentro de la planta, participa en
procesos de desarrollo y crecimiento como la germinacion de la semilla, la
maduracion del embrion, la senescencia de las hojas, la apertura de los estomas, asi
como en la respuesta adaptativa a estrés tanto de tipo biotico como abiético.

La aplicacion exogena de ABA a uvas de la variedad Cabernet Sauvignon
produjo un aumento de antocianos y polifenoles totales (Quiroga et al., 2009) y la
activacion de los genes que codifican enzimas de la ruta biosintética de los
flavonoides (Koyama et al., 2010; Peppi et al., 2008). Sin embargo, un poco después
se observd que el ABA tiene un efecto sobre los taninos que depende del momento
del desarrollo del fruto, reduciendo su contenido en uvas verdes y aumentandolo
durante el envero (Lacampagne et al., 2010). Ademas, se ha comprobado que el
efecto del ABA depende de la variedad de uva ya que no en todas se produce el

resultado ya comentado (Sandhu et al., 2011). Por otro lado, también es una cuestion
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interesante que el aumento en la proporcion de fenoles con alta capacidad
antioxidante causado por la aplicacion exdgena de ABA proteja a las uvas frente al

dano producido por la radiacion ultravioleta (Berli et al., 2011).
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2 Objetivos







La Region de Murcia es una zona historica en el cultivo de vid. La principal
variedad de uva cultivada en esta region, principalmente por su adaptacion a
nuestras condiciones climatologicas particulares es Monastrell, una variedad tinta, de
grano mediano, resistente a la sequia y robusta. Esta variedad es nuestra sefa de
identidad y por ello es de gran importancia todos los estudios y trabajos que puedan
conducir a su mejora. Esta variedad aporta un caracter distintivo a los vinos de la
zona y se debe luchar para que dicha variedad no sea desplazada por otras
variedades foraneas.

Varias estrategias se han estado utlizando en los ultimos anos para mejorar las
caracteristicas de esta variedad. Hace ya unos anos se realizé un seleccion clonal y
sanitaria de la variedad Monastrell, para obtener una coleccion de clones con
distintas caracteristicas, entre ellas, caracteristicas que se adapten a las demandas
cambiantes del mercado del vino. Otra de las herramientas de mejora de la variedad
que se estan llevando a cabo es la produccion de plantas hibridas entre la variedad
Monastrell y otras variedades que le puedan aportar caracteristicas mejorantes, por
ejemplo, mayor contenido fendlico, mayor acidez, mayor resitencia a enfermedades,
pero siempre manteniendo los caracteres valorados enoldégicamente de la variedad
autoctona. Finalmente, otra herramienta que podria resultar util es el uso de
elicitores para desencadenar en la planta la produccién de metabolitos secundarios
como compuestos fenolicos y aromaticos que aumenten la resistencia de la planta al
ataque de patogenos y a situaciones de estrés y paralelamente, la calidad tanto de la
uva como del vino producido.

El principal objetivo de esta tesis doctoral es, precisamente, determinar el
efecto de la aplicacion de elicitores en el momento del envero en uvas de la variedad
Monastrell sobre los niveles de ciertos compuestos de interés enologico como son los
compuestos fendlicos y aromaticos en uvas y si este incremento, si existe, permite

mejorar la calidad de los vinos obtenidos.

Con este fin, se han propuesto los siguientes objetivos parciales:

» Examinar, durante un periodo de dos anos consecutivos, si el
tratamiento de las uvas con BTH y MeJ, en el momento del envero,

afecta a la acumulacion de los principales flavonoides (antocianos,
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flavonoles y flavanoles) en uvas de la variedad Monastrell y sus

vinos resultantes.

Establecer si el efecto sobre los compuestos fendlicos del
tratamiento precosecha con BTH y MeJ en uvas Monastrell es

dependiente del clon utilizado.

Determinar si el tratamiento con BTH y MeJ afecta al contenido de

compuestos volatiles de uvas Monastrell y sus vinos resultantes.

Estudiar si la aplicacion precosecha de acido abscisico en las uvas

tiene también un papel de elicitacion de compuestos fendlicos.

Averiguar si el tratamiento combinado de BTH y MeJ de las uvas
tiene algun efecto significativo sobre los compuestos fenolicos y
volatiles de los vinos y comprobar si dicho efecto es positivo o

negativo.
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3.1

Incremento del contenido fenolico y de las caracteristicas
cromaticas de los vinos por medio del uso de dos
diferentes elicitores: Metil jasmonato y Benzotiadiazol.

Improving Grape Phenolic Content and Wine Chromatic
Characteristics through the Use of Two Different Elicitors:
Methyl Jasmonate versus Benzothiadiazole

Yolanda Ruiz-Garcia, Inmaculada Romero-Cascales, Rocio Gil-Munoz,
Jose Ignacio Fernandez-Fernandez, Jose Maria Lopez-Roca, and Encarna
Gomez-Plaza

Journal of Agricultural and Food Chemistry, 2012, 60, 1283-1290

ABSTRACT: Benzothiadiazole (BTH) and methyl jasmonate (MeJ) have been
described as exogenous elicitors of some plant defense compounds,
polyphenols among them. The objective of this study was to determine
whether the application of BTH or MeJ to grape clusters at the beginning of
the ripening process had any effect on the accumulation of the main flavonoid
compounds in grapes (anthocyanins, flavonols, and flavanols) and the
technological significance of these treatments in the resulting wines. The
results obtained after a 2 year experiment indicated that both treatments
increased the anthocyanin, flavonol, and proanthocyanidin content of grapes.
The wines obtained from the treated grapes showed higher color intensity and
total phenolic content than the wines made from control grapes. The
exogenous application of these elicitors, as a complement to fungicide
treatments, could be an interesting strategy for vine protection, increasing,
at the same time, the phenolic content of the grapes and the resulting wines.

URL: http://pubs.acs.org/doi/abs/10.1021/jf204028d
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3.2

Incremento de contenido de compuestos bioactivos en las
uvas: Respuesta de seis clones de Monastrell a los
tratamientos de Benzotiadiazol y Metil jasmonato.

Increasing Bioactive Phenolic Compounds in Grapes:
Response of Six Monastrell Grape Clones to
Benzothiadiazole and Methyl Jasmonate Treatments

Yolanda Ruiz-Garcia, Inmaculada Romero-Cascales, Ana Belén Bautista-Ortin,
Rocio Gil-Muioz, Adrian Martinez-Cutillas, and Encarna Gomez-Plaza

American Journal of Enology and Viticulture, 2013, 64, 459-465

ABSTRACT: The application of different elicitors to plants has proved a useful
technique for the improvement of their phenolic content. However, studies
have shown that the exact response of plants to elicitors depends both on
variety and clone. In the present study, two elicitors (benzothiadiazole and
methyl jasmonate) were applied in a vineyard where a collection of the six
selected clones of Monastrell grape variety were planted to determine
whether any observed effect was clone-dependent. The analysis of
anthocyanins, flavonols, stilbenes, and seed and skin tannins showed that, in
general, both elicitors increased the levels of phenolic compounds in the
treated plants, although the extent of the response differed among different
clones from the same variety. The positive effect of both benzothia- diazole
and methyl jasmonate indicated that such treatments could be regarded as
useful for improving grape and wine color while also increasing resistance to
some pathogens. However, a preliminar y explorator y field st udy should be
carried out since differences in the response of the grapes to treatment might
occur, depending on the clone.

URL: http://www.ajevonline.org/content/64/4/459.abstract
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3.3

Efecto del Benzotiadiazol y el Metil jasmonato en los
componentes volatiles de uvas y vinos de Vitis vinifera L.
variedad Monastrell

Effect of Benzothiadiazole and Methyl Jasmonate on the
Volatile Compound Composition of Vitis vinifera L.
Monastrell Grapes and Wines

Encarna Gomez-Plaza, Laura Mestre-Ortuno, Yolanda Ruiz-Garcia, Jose
Ignacio Fernandez-Fernandez, and Jose Maria Lopez-Roca

American Journal of Enology and Viticulture, 2012, 63, 394-401

ABSTRACT: Benzothiadiazole and methyl jasmonate have been described as
exogenous elicitors of some plant defence compounds. The objective of this
study was to determine whether the application of benzothiadiazole and
methyl jasmonate to Vitis vinifera L. Monastrell grape clusters at the
beginning of the ripening process affects the synthesis of volatile compounds
in grapes (as has been observed in other fruits) and whether this effect has a
technological significance in the resulting wines. Results indicated that both
treatments increased the levels of volatile compounds in grapes, especially
terpenes and norisoprenoids in benzothiadiazole-treated grapes. The wines
obtained from the treated grapes also showed higher levels of terpene and
norisoprenoids. Wines from methyl jasmonate-treated grapes had levels of
these volatile compounds almost two times higher than the wines made from
control grapes. These differences in the volatile compound levels could be
sensorially detected.

URL: http://ajevonline.org/content/63/3/394.abstract
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3.4

Incremento del contenido fenolico de uvas mediante la
aplicacion de acido abscisico y una combinacion de Metil
jasmonato y Benzotiadiazol.

Increasing the Phenolic Compound Content of Grapes by
Preharvest Application of Abcisic Acid and a Combination
of Methyl Jasmonate and Benzothiadiazole

Yolanda Ruiz-Garcia, Rocio Gil-Munoz, Jose Maria Lopez-Roca, Adrian
Martinez-Cutillas, Inmaculada Romero-Cascales, and Encarna Gomez-Plaza

Journal of Agricultural and Food Chemistry, 2013, 61, 3978-3983

ABSTRACT: Benzothiadiazole (BTH) and methyl jasmonate (MeJ) have been
described as exogenous elicitors of some plant defense compounds,
polyphenols among them. Given that they activate different arrays of
biochemical reactions to induce resistance, the objective of this study was to
determine whether the joint application of BTH and MeJ to grape clusters
affects the level of the main flavonoid compounds in grapes and in the
resulting wines. The results are compared with those obtained when abscisic
acid (ABA), a plant growth regulator involved in several physiological
processes, was sprayed in the same vineyard. The results obtained indicated
that, although the application of ABA increased the content of skin
anthocyanins and tannins, these positive effects were not reflected in the
wines made from these grapes. BTH+MeJ-treated grapes also presented higher
anthocyanin and flavonol contents, and in this case, their wines presented
better chromatic characteristics that the wine made from control grapes.

URL: http://pubs.acs.org/doi/abs/10.1021/3jf400631m
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3.5

Efecto del uso combinado de Benzotiadiazol y Metil
jasmonato en los componentes volatiles de los vinos de
Monastrell

Effect of Combined Use of Benzothiadiazole and Methyl
Jasmonate on Volatile Compounds of Monastrell Wine

Yolanda Ruiz-Garcia, Jose Maria Lopez-Roca, Ana Belén Bautista-Ortin, Rocio
Gil-Munoz, and Encarna Gomez-Plaza

American Journal of Enology and Viticulture, 2014, 65, 238-243

ABSTRACT: One effect of applying elicitors to plants is an increase in phenolic
and volatile compound content. In this study, grapes treated at veraison with
a combination of benzothiadiazole (BTH) and methyl jasmonate (MeJA) were
vinified and the volatile composition of the resulting wines was analyzed.
Results indicate that the combined application of BTH and MeJA to the grapes
led to wines with a similar composition in higher alcohols and esters as wines
made with untreated grapes. Treated grapes led to wines with a significantly
higher concentration of terpenes, with some of the terpenes only detected in
wines from treated grapes. A descriptive sensory analysis indicated that these
differences in volatile composition could be detected in wines, with wines
made from treated grapes having significantly greater fruity notes, aroma,
and mouthfeel quality.

URL: http://www.ajevonline.org/content/65/2/238.abstract
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Como ya se ha explicado con anterioridad, los objetivos primordiales para el
uso de elicitores en tratamientos en campo han sido: a) aumentar la resistencia de la
planta a patogenos, b) minimizar el impacto sobre la salud humana y el
medioambiente por el uso de agroquimicos convencionales y c) prevenir la aparicion
de patogenos resistentes a ciertos fungicidas, al mismo tiempo que cubrir la
demanda de productos de uva libres de residuos (Vitalini et al., 2011). Sin embargo,
varios estudios han demostrado que el mecanismo involucrado en la respuesta de la
planta tras el uso de elicitores implica un aumento en la concentracion de
compuestos polifendlicos y volatiles.

Basandonos en estas premisas, hemos disefado una experiencia de tres anos
para determinar el efecto de BTH, MeJ y ABA en la concentracion de compuestos
fenolicos y volatiles en uva y sus vinos correspondientes.

Los primeros dos anos evaluamos el efecto de la aplicacion pre-cosecha de
BTH y MeJ en uvas de la variedad Monastrell en la acumulacion de compuestos
fenolicos y y volatiles en uva y vinos. Los resultados obtenidos en los compuestos

fenolicos tras los experimentos de dos afos consecutivos (Publicacién 3.1) fueron el

aumento del contenido de antocianos, flavonoles y proantocianidinas en uvas. Los
vinos elaborados con uvas tratadas mostraron mayor intensidad de color y contenido
fenolico total que los vinos de las uvas control, especialmente en el caso de los vinos
elaborados con uvas tratadas con BTH. Por tanto, a pesar de que BTH y MeJ son
moléculas senal de diferentes rutas que promueven mecanismos de defensa, nuestros
resultados indican que los dos son capaces de activar la enzima fenilalanina amonio
liasa y la ruta fenilpropanoide, aumentando el contenido fendlico en las uvas. Los
vinos obtenidos de las uvas tratadas mejoraron sus caracteristicas cromaticas y
fueron preferidos sensorialmente, indicando que estos tratamientos pueden ser de
interés para obtener vinos con un color estable y con mayor valor en el mercado.

Sin embargo, algunos estudios han mostrado que la respuesta de las plantas a
elicitores no depende solo de la variedad (Pan and Liu, 2011; Vitalini et al., 2011)
sino también del clon (Jayasena and Cameron, 2009). A fin de determinar si hay un
efecto clon en respuesta de las vides al tratamiento con elicitores con respecto al
contenido fendlico, aplicamos BTH y MeJ a un vifedo con una coleccion de seis de los

clones mas importantes de la variedad Monastrell (Publicacién no 3.2).

El analisis de antocianos, flavonoles, estilbenos y taninos de semilla y hollejo

mostré que, en general, los dos elicitores aumentaban los niveles de compuestos
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fenolicos en las plantas tratadas, aunque el grado de respuesta diferia entre los
clones de la misma variedad.

En este articulo, también se midi6 el nivel de estilbenos en uva y, en general,
los dos elicitores aumentaron dichos niveles. Considerando cada clon
individualmente, la aplicacion de MeJ aumentd los niveles totales de estilbenos en
cuatro de los clones estudiados, llegando a cuadruplicarse en uno de ellos. El
tratamiento con BTH aumentd el contenido de estilbenos en tres de los clones
estudiados. Se observaron diferencias entre los clones, pero no es la primera vez que
se han encontrado estas discrepancias en la respuesta a infecciones y elicitacion
fisica de diversas variedades de uva o clones de la misma variedad (Van Leeuwen et
al., 2013; Van Zeller et al., 2011). Por tanto, es necesario realizar un estudio
preliminar exploratorio porque el grado de respuesta puede variar entre clones de la
misma variedad e incluso entre campafas, ya que también pueden existir
interacciones entre clones y condiciones medioambientales.

Los compuestos volatiles aromaticos son factores importantes que afectan el
flavor y la calidad de la uva y también contribuye al caracter sensorial del vino. Se
han descrito cambios en la produccion de compuestos volatiles vegetales debido a
estimulacion biolégica o estrés medioambiental (Kobayashi et al., 2011). Con
respecto al uso de elicitores, se ha presentado un efecto inhibitorio del MeJ en
enzimas formadoras de ésteres volatiles en manzanas almacenadas (Ollas et al.,
1992). Por el contrario, se ha descrito un incremento de compuestos volatiles en
fresas (Ayala-Zabala et al., 2005; De la Peha-Moreno et al., 2010) y mangos (Lalel et
al., 2003). Este tipo de estudios no se han realizado en uvas, aunque si se ha
observado que los compuestos de tipo sesquiterpeno aumentaban en respuesta a
jasmonatos en cultivos celulares de Vitis vinifera L. (D'Onofrio et al., 2009) y que la
biosintesis de novo de terpenoides se activaba en hojas de uva tras la aplicacion de
MeJ (Hampel et al., 2005).

En la Publicacion 3.3, hemos publicado por primera vez el efecto de la

aplicacion de BTH y MeJ en los compuestos volatiles de las uvas y sus vinos
correspondientes. Las uvas tratadas con BTH mostraron mayores concentraciones en
muchos de los compuestos analizados que las tratadas con MeJ y las uvas control,
aunque las uvas tratadas con MelJ presentaron mayores niveles de terpenos y
norisoprenoides que las no tratadas. Estos elicitores pueden haber estimulado la
sintesis de algunos compuestos volatiles, probablemente incrementando la actividad

de los enzimas involucrados en su biosintesis. Esta es la primera vez que se ha
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publicado el efecto del BTH en la sintesis de los compuestos volatiles, mientras que
la aplicacidon con MeJ si que ha sido estudiada mas extensamente. Asi, estudios de
otros autores mostraron que el tratamiento con MelJ aumento la cantidad de
monoterpenos, sesquiterpenos y norisoprenoides, alcoholes y ésteres aromaticos en
fresas (Pena-Cortés et al., 2005) y mayores niveles de ésteres también en fresas
(Ayala-Zabala et al., 2005). Aumentos en acidos grasos y compuestos volatiles totales
también se han descrito en pulpa de mango con tratamientos similares (Lalel et al.,
2003).

En los vinos correspondientes, hemos estudiado los compuestos volatiles
procedentes del proceso de fermentacion y de la uva. Entre los Ultimos, se han
detectado varios terpenos, incluyendo el sesquiterpeno nerolidol y los monoterpenos
linalool, citronelol y o-mirceno. Los vinos control mostraron las menores
concentraciones de compuestos volatiles y los elaborados con la uva tratada con MeJ
las mayores, a pesar de que las maximas concentraciones de terpenoides vy
norisoprenoides fueron encontradas previamente en las uvas tratadas con BTH. Estos
compuestos en las uvas aparecen o en su forma libre, contribuyendo asi directamente
al aroma, o en su forma no volatil como conjugados con azlcares (mayoritariamente
disacaridos). Durante el proceso de elaboracion del vino, algunos de estos
compuestos pueden liberar la forma odorante por accion de glicosilasas de levaduras
y bacterias o por la hidrdlisis acida durante el almacenamiento del vino. Por ello,
esta podria ser la explicacion de la alta concentraciéon de estos compuestos en los
vinos elaborados con uvas tratadas con MeJ que no se corresponde con la cantidad de
dichos compuestos en sus uvas.

Para determinar si las diferencias observadas en los niveles de compuestos
volatiles de los vinos se podian detectar a nivel sensorial, se realizd un analisis
triangular a los vinos y se pidio a los panelistas puntuar las diferencias encontradas a
nivel de color, aroma y sensacion en boca. Para el caso de los vinos que fueron
diferenciados correctamente, los panelistas indicaron que las diferencias encontradas
lo fueron en el aroma y el sabor del vino.

En 2011, se probd un nuevo compuesto, el acido abscisico (ABA)(Publication
3.4). ABA es un regulador del crecimiento involucrado en varios procesos fisiologicos
en la planta, siendo molécula sefal bajo situaciones de estrés por alta salinidad,
bajas temperaturas y/o infecciones (Leung y Giraudat, 1998). Algunos resultados

indican que puede jugar un rol significativo en el contenido fenolico de plantas,
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desencadenando la ruta metabodlica de los flavonoides (Lacampagne et al., 2009;
Berli et al., 2011).

Esta publicacion también cubre los resultados del efecto de la aplicacion
conjunta de BTH y MeJ. Como se ha comentado, tanto el acido jasménico como el
salicilico desencadenan una serie de respuestas y activan una serie de rutas, algunas
de las cuales se solapan y otras son claramente distintas (Beckers y Spoel, 2006). En
la naturaleza, parece ser que dependiendo del tipo de predador, la planta activa un
tipo de respuesta u otro para sintetizar la mezcla de compuestos de defensa
adecuados (Beckers y Spoel, 2006). Sin embargo, cuando se aplican exdégenamente,
se han detectado interacciones tanto sinérgicas como antagoénicas (Thaler et al.,
2002b; Thaler et al., 2002a; O'Donell et al., 2003; Fumagalli et al., 2006; Gu et al.,
2010; Sandhu et al., 2011; Omran, 2011; Garibaldi et al., 2010). Todos los estudios
acerca de las interacciones entre MeJ o acido jasmonico y BTH o acido salicilico se
basan en resistencia a patogenos o estudios moleculares. Por tanto, no pudimos
encontrar otra investigacion a cerca del efecto del tratamiento conjunto de BTH y
MeJ en los compuestos fenolicos de plantas en general o uvas en particular.

La aplicacion de BTH+MeJ doblo las cantidades de antocianos en uva tanto
expresadas como pg/g de hollejo o como mg/kg de uva. El tratamiento con ABA
también incremento significativamente dicha concentracion. En nuestro estudio
(Publicacion no 3.1), el BTH aumento los niveles de antocianos en un 14-23% y el
MeJ un 16%. El aumento de compuestos fendlicos observado cuando estos elicitores
fueron aplicados al mismo tiempo indicé que no hay interaccion negativa entre ellos.
Sin embargo, no se puede afirmar que exista un efecto sinérgico, ya que en este
estudio no se aplicaron también dichos tratamientos por separado. Al contrario de lo
encontrado para antocianos, los niveles de flavonoles no aumentaron con los
tratamientos.

La aplicacion de ABA también aumento los niveles de taninos en hollejo, pero
solo expresados como mg/kg de uva, mientras que no se encontraron diferencias
entre las uvas control y las tratadas con BTH+MeJ. Estos resultados no concuerdan
con nuestros estudios previos, ya que, cuando se aplicaron los elicitores por separado
se observd un aumento de taninos de hollejo, especialmente en el caso de Mel.
Quiza, el hecho de que el BTH pueda anular el efecto del MeJ, como ya ha sido
demostrado por otros autores (Thaler et al., 2002b; Considine et al., 2009; Leon-
Reyes et al., 2010), podria explicar parcialmente la falta de efecto positivo sobre los

taninos de hollejo al aplicar los dos elicitores al mismo tiempo.

78



Se ha observado que a pesar de que la aplicacion exdgena pre-cosecha de ABA
en uvas aumentaba tanto los antocianos como los taninos de hollejo, este efecto
positivo no se vio reflejado en los vinos elaborados con dichas uvas. Las uvas tratadas
con BTH+MeJ también presentaron mayor contenido de antocianos y, en este caso,
sus vinos si que presentaron mejores caracteristicas cromaticas que el vino control. A
pesar de ello, esta mejora no fue mayor que en el estudio anterior con el
tratamiento individual (Publicacién no 3.1). Como se ha comentado anteriormente,
dichos tratamientos, mostraron mayores aumentos especialmente en el caso de vinos
de uvas tratadas con BTH. Estos resultados no prueban de la existencia de una
interaccion antagonica entre BTH y MeJ, pero claramente indica que la respuesta no
es mayor que en el caso de la aplicacion por separado.

También se ha estudiado el efecto de la aplicacion conjunta de BTH y MeJ
sobre la composicion de compuestos volatiles y caracteristicas sensoriales de los

vinos elaborados con uvas tratadas (Publicacién no 3.5). La diferencia principal se

observo en la concentracion de terpenos. Como se ha comentado, los terpenos se
consideran importantes por la expresion de caracteristicas varietales en el vino.
Dichos compuestos tienen un umbral olfatorio bajo asociado con aromas florales y
citricos. En los vinos estudiados, se detectaron varios terpenos, encontrandose la
mayor concentracion para el linalool, a-terpineol y citronelol. La aplicacion conjunta
de BTH y MeJ a las uvas conlleva una concentracion mayor de terpenos en sus
correspondientes vinos, viéndose doblado la concentracion total comparada con los
vinos control. Algunos compuestos como oxido de cis-linalool, 2, 6-dimetil-3,7-
octadieno-2,6-diol (que puede producer ho-trienol y éxido de nerol) y alcohol de lila
solo se detectaron en los vinos de uvas tratadas. Los panelistas encontraron las
diferencias principalmente en el aroma de los vinos y el tratamiento aumento
significativamente las notas de fruta y la calidad general del aroma y disminuyoé las
notas herbaceas.

Como conclusion, los resultados mostraron que el tratamiento pre-cosecha de
uvas con BTH conllevo mejores resultados con respecto a la composicion fenodlica de
uvas y vino que con MeJ. (Publicacion 3.1) mientras que MeJ aumento los niveles de
estilbenos (Publicacion 3. 2) y compuestos volatiles de uva y vino (Publicacion 3.3).
Estas diferencias pueden estar relacionadas con la respuesta defensiva que cada
elicitor desencadena. Por ejemplo, la respuesta que depende del acido salicilico es
efectiva frecuentemente contra patogenos biotroficos (los que se pueden alimentar

de células vivas del hospedador), mientas que la respuesta mediada por acido
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jasmonico es mayoritariamente efectiva contra patogenos necrotréficos (aquellos
que destruyen la célula del hospedador antes de alimentarse) e insectos (Beckers y
Spoel, 2006). Un nivel aumentado de compuestos fendlicos puede ser toxico para
microorganismos que se estén alimentando de la planta y limitar su accion, mientras
que un alto nivel de estilbenos y terpenos puede limitar a los herbivoros y patdgenos
invasivos pro su toxicidad (Phillips y Croteau, 1999). Los terpenos también pueden
servir como senales que se transportan por el aire para disuadir herbivoros, ataque
por predadores y participan en la sefalizacion entre plantas (Kessler y Baldwin, 2002;
Paré y Tumlinton, 1999; Pichersky y Gershenzon, 2002).

Considerando el tratamiento conjunto de BTH y MeJ, nuestros resultados
indican que su uso aumenta positivamente las caracteristicas cromaticas de los vinos
resultantes, de forma similar que cuando se aplico BTH por separado (Publicacion
3.4). Por otro lado, el aroma de los vinos elaborados con las uvas tratadas con
BTH+MeJ fue aumentado de forma similar que cuando se aplicé MeJ por separado. Al
contrario de lo esperado, y a pesar de que no se observo un efecto negativo, nuestros
resultados parecen indicar que la aplicacién conjunta de BTH y MeJ no sirve para

optimizar las dos lineas de accién (Publicacién 3.5).

Los resultados observados pueden ser importantes para la planta, ya que una
de las consecuencias mas destacadas del uso de elicitores exdgenos es la reduccion
de la incidencia y severidad de la infeccion por mohos, como se ha demostrado en
varios estudios. Considerando que el MeJ es un metabolito de origen natural en la
planta y que el BTH es translocado y degradado en el tejido vegetal y, por tanto, no
se esperan problemas de persistencia y residuos, los dos productos se pueden
considerar una estrategia interesante para proteger la vina, como una alternativa o
complemento a los tratamientos con fungicidas, aumentando al mismo tiempo, el
contenido fendlico. Sin embargo, es importante indicar que estos primeros resultados
deben ser completados, ya que se deben realizar mas investigaciones con respecto a
la dosis utilizada, los momentos de aplicacion e las posibles interacciones entre la

uva y las condiciones climatologicas que pueden suponer diferentes resultados.
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When evaluating the quality of wine, three main aspects have to be
considered: color, taste and aroma. Color and also taste, although to a lesser extent,
are due to the presence of phenolic compounds, especially important in the case of
red wines, whereas the aroma of wines is due to the presence of volatile compounds,
which origin may be the grapes themselves, the fermentative process or the aging
processes (Schreier et al., 1976). The commercial potential of a winegrape variety
can be in part determined by the ability of the cultivar to produce the phenolic and
aroma compounds that will determine the wine quality (D'Onofrio et al., 2009).

Phenolic and volatile compounds are secondary metabolites of grapes. Plants
produce a wide variety of this type of metabolites through diverse biosynthesis
pathways and their production is sometimes a response to external stimuli, either
environmental or biotic stresses (D'Onofrio et al., 2009). Some of them may act as
chemical defences against pathogens or herbivores and their synthesis is increased
when the attack exists (Lattanzio et al., 2006; Chen, 2008; Eyles et al., 2009).

Therefore, in plants, phenolic and volatile compounds are part of the plant-
inducible defense mechanisms, which, upon recognition of the attacker, are
activated at the site of infection as well as in uninfected distant tissues, using
signaling molecules and processes for the activation (Beckers and Spoel, 2006).
Among these, the resistance process mediated by the accumulation of endogenous
salicylic acid (SA) is called systemic acquired resistance (SAR), and involves the
induction of secondary metabolic pathways and the increased synthesis of products
from this metabolism, phenolic compounds among them, as a response to pathogen
attack (Gozzo, 2003). However, defense signaling pathways that are independent of
SA have also been described. For example, jasmonic acid (JA) and its derivative
methyl jasmonate (MelJ) are also signaling molecules that can orchestrate a large set
of defense responses (Beckers and Spoel, 2006), including the synthesis of new
phenolic and volatile compounds.

However, it is remarkable that the synthesis of these interesting compounds
can be activated even when the stimulus is not present, with the use of elicitors.
These are substances that mimic or are the naturally occurring substances that when
applied exogenously trigger the biosynthetic pathways conducting to the synthesis of
these defence compounds (Thaler et al., 2002b; Filella et al., 2006; Ruiz-Garcia and
Gomez-Plaza, 2013). For this reason, a novel field of interest has opened up with the
results obtained when using certain elicitors since the benefits of the use of these

elicitors could be an increase resistance to biotic and abiotic stresses together with
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an increased in the synthesis of phenolic (Iriti et al., 2004; Fumagalli et al., 2006)
and aroma compounds (Lalel et al., 2003; Ayala-Zabala et al., 2005; Kondo et al.,
2005) in plants.

The primary objectives in using these elicitors as field treatments was a) to
increase plant resistance to pathogens, b) to minimize the impact on human health
and the environment of using conventional agrochemicals and c) to prevent the
development of pathogen resistance to certain fungicides, while covering the
demand for residue-free grape products (Vitalini et al., 2011). However, several
studies demonstrated that the mechanism involved in the response of the plant after
the use of elicitors implied an increased concentration of polyphenol and volatile
compounds.

Based on these premises, we designed a three years experience to determine
the effect of BTH, MeJ, and ABA on the concentration of phenolic and volatile
compounds in grapes and their corresponding wines.

The first two years we evaluated the effect of the preharvest application of
BTH and MeJ on Monastrell grapes on the accumulation of phenolic compounds and
volatile compounds in grapes and wines. The results on the phenolic compounds

(Publication 3.1) obtained after a 2-years-experiment indicated that both

treatments increased the anthocyanin, flavonol, and proanthocyanidin content of
grapes. The wines obtained from the treated grapes showed higher color intensity
and total phenolic content than the wines made from control grapes, especially the
wine elaborated with BTH-treated grapes. Therefore, although BTH and MeJ activate
different signal transduction pathways to promote the plant defense mechanisms,
our findings meant that both of them activated the enzyme phenylalanine ammonia
lyase and the phenyl propanoid pathway, increasing grape phenolic content. The
wines obtained from the treated grapes improved their chromatic characteristics and
were sensorially preferred, indicating that these treatments could be of interest to
obtain wines with a deep and stable color and a potentially higher market value.
However, several studies have shown that the response of plants to elicitors
may depend not only on variety (Pan and Liu, 2011; Vitalini et al., 2011) but also on
clone (Jayasena and Cameron, 2009). In order to determine if there was a clone-
effect in the response of the vines to the elicitor treatment, we applied BTH and MeJ
in a vineyard containing a collection of six of the most important selected clones of
Monastrell variety to determine whether the effect on phenolic compound content is

clone-dependent (Publication no 3.2).
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The analysis of anthocyanins, flavonols, stilbenes, and seed and skin tannins
showed that, overall, both elicitors increased the levels of phenolic compounds in
the treated plants, although the extent of the response differed among clones from
the same variety.

In this paper, the level of stilbenes was also measured in the grapes and, in
general, both elicitors increased the level of stilbenes. Considering each clone
individually, the application of MeJ increased total levels of stilbenes in four of the
studied clones, reaching a five-fold increase in one of them. BTH treatment
increased stilbene content in three of the studied clones. Differences were observed
among clones, but this is not the first time that discrepancies in the response to
infections or physical elicitation have been reported in diverse grape varieties or
clones of the same variety (Van Leeuwen et al., 2013; Van Zeller et al., 2011).
However, the results indicate that a preliminary exploratory study should be
conducted because the extent of the observed response may vary between clones
from the same variety and between campaigns, as clone-environment interactions
may also exist.

Volatile aroma compounds are important factors that affect grape flavor and
quality and also contribute to the sensory character of wine. Changes in the
production of plant volatile compounds due to biological stimulation or
environmental stress have been described (Kobayashi et al., 2011). As regard the
effect of elicitors, an inhibitory effect of MeJ on the volatile ester-forming enzymes
in stored apples has been reported (Ollas et al., 1992). Conversely, an increase in
volatile compounds in MelJ-treated strawberries (Ayala-Zabala et al., 2005; De la
Pena-Moreno et al., 2010) and mango (Lalel et al., 2003) has also been described.
These studies have not been conducted in grape berries, although it has been
observed sesquiterpene-like compounds in Vitis vinifera L. cell cultures increased in
response to jasmonates (D'Onofrio et al., 2009) and a strong activation of the de novo
biosynthesis of terpenoids in grape leaves after MeJ application has been
demonstrated (Hampel et al., 2005).

In Publication 3.3, we report for the first time the effect of the application

of BTH and MeJ to ripening grapes on the volatile compounds of these grapes and the
differences found in the resulting wines. BTH-treated grapes had higher
concentrations of many of the compounds analyzed than the MeJ-treated grapes and
untreated control grapes, although MelJ-treated grapes also had higher levels of

terpenes and norisoprenoids than untreated control grapes. The elicitors used in this
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study may have stimulated the synthesis of some volatile compounds, probably by
enhancing the activity of the enzymes involved in their biosynthesis. This is the first
time that an effect of BTH on volatile compounds has been reported, whereas the
effects of the application of MeJ have been more extensively studied. Application of
MeJ has been reported to increase the amount of monoterpenes, sesquiterpenes,
aromatic norisoprenoids, alcohols, and esters in strawberries (Peha-Cortés et al.,
2005), and higher levels of esters have been reported in MeJ-treated strawberries
(Ayala-Zabala et al., 2005). Similar increases in fatty acids and total volatile
compounds in the pulp of mango due to MeJ treatments have been described (Lalel
et al., 2003).

Our results indicated that the effects of BTH on grape volatile compounds
were more evident, indicating that BTH, as an activator of defence mechanisms, may
also increase the activity of enzymes related to the synthesis of volatile compounds
in a similar way to the effect already described for MeJ.

In the corresponding wines, we studied the volatile compounds arising from
the fermentation process and those compounds that were originated in the grapes.
Among the latter compounds, several terpenes were detected, including the
sesquiterpene nerolidol and the monoterpenes linalool, citronellol, and B-myrcene.
Control wines had the lowest concentrations and wines from MeJ-treated grapes had
the highest relative concentration, even though the maximum concentration of
terpenoids and norisoprenoids was previously found in the BTH-treated grapes. These
compounds in grapes appear either in their free form, directly contributing to aroma,
or as nonvolatile sugar-bound conjugates (mainly disaccharide glucosides). During
winemaking, some of these bound volatile compounds may give rise to odorant
compounds, through the function of yeast and bacteria glycosidases or because of
acid hydrolysis during wine storage. Therefore, a possible explanation for the high
relative concentration of these compounds found in wines made from MelJ-treated
grapes, but not in the grapes themselves, could be that the MeJ treatment increased
the production of these compounds in grapes, in their bound form, which, during
winemaking and malolactic fermentation, were released.

To determine whether the differences observed in volatile compound levels in
the different wines could be sensorially detected, wines were tested using a triangle
test and panelists were asked to indicate which sample was different and to rate the

differences observed in color, aroma, and mouthfeel of the wines. For those wines
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that were correctly differentiated, panelists reported that the differences were
mainly found in the aroma and taste of the wine.

In 2011, a new compound, abscisic acid (ABA) was tested (Publication 3.4).

ABA is a plant growth regulator involved in various physiological processes, including
signaling when a plant is under stress as a result of high salinity, cold and/or
microbial infections, etc (Leung and Giraudat, 1998). Some results indicate that it
may play a significant role in triggering the flavonoid biosynthetic pathway
(Lacampagne et al., 2009; Berli et al., 2011).

Also, this same publication covers the results of the effect of a joint
application of BTH and MeJ. As mentioned previously, jasmonic acid and salicylic
acid each trigger an array of biochemical response and products, some of which
overlap although many are distinct (Beckers and Spoel, 2006). In nature, it seems
that, depending on the type of attacker, the plant activates different signaling
pathways to synthesize an optimal mixture of defensive compounds (Beckers and
Spoel, 2006). However, when applied exogenously, both synergistic and antagonistic
interactions between these molecules have been reported (Thaler et al., 2002b;
Thaler et al., 2002a; O'Donell et al., 2003; Fumagalli et al., 2006; Gu et al., 2010;
Sandhu et al., 2011; Omran, 2011; Garibaldi et al., 2010). All the studies of cross-talk
and interactions between MeJ (or JA) and BTH (or SA) are based on pathogen
resistance or molecular studies. Therefore, we could not find any other research on
the effect of jointly applying MeJ and BTH on the phenolic content of plants in
general or grapes, in particular.

The application of BTH+MeJ doubled the quantities of grape anthocyanins,
both expressed as pg/g of skin or mg/kg of grapes. The treatment with ABA also
significantly increased the concentration of anthocyanins. In our previous study
(Publication no 3.1), BTH increased the anthocyanin concentration by 14-23%, and
MeJ by 16%. The greater increases observed in this study when BTH and MeJ were
applied together indicated that there was no negative interaction. However, a
positive interaction cannot be totally ruled out since, in this study, BTH and MeJ
were not applied separately. Contrary to the results found in the level of
anthocyanins, the concentration of flavonols did not increase following the
treatments.

The application of ABA also increased grape skin tannin levels although only
when expressed as mg/kg of berries, whereas no difference was found between the

control and BTH+MeJ-treated grapes. These results do not agree with our previous
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findings, since, when both elicitors were applied separately, an increase in skin
tannins was observed, especially when MeJ was applied. Perhaps, the fact that BTH
may override the effect of MeJ, as stated by many authors (Thaler et al., 2002b;
Considine et al., 2009; Leon-Reyes et al., 2010), would partially explains the lack of
positive effect on skin tannins when both elicitors were applied at the same time.

It was observed that although the preharvest exogenous application of ABA to
grapes increased the skin content of anthocyanins and tannins, these positive effects
were not reflected in the wines elaborated from these grapes. BTH+MelJ-treated
grapes also presented higher anthocyanin content. Despite that, in this case, their
wines presented better chromatic characteristics than the wine made from control
grapes, these results did not improve on those observed in our previous study
(Publication no 3.1). As stated before, such treatments, which involved the
separated application of BTH and MeJ, showed higher increases especially in the case
of BTH treated-grapes and wines when comparing to their corresponding control. This
actual results do not prove the existence of a negative cross-talk between BTH and
MeJ when they were applied jointly to preharvest grapes but they clearly indicate
that the response was not improved, compared with the results obtained with the
separate application of these compounds.

The effect of the joint application of these two elicitors on the volatile

composition and sensory characteristics of wines was also studied (Publication no

3.5). The main differences were observed in terpene concentration. As stated
before, terpenes are considered important for the expression of varietal
characteristics in wine. Such compounds have a low olfactory threshold and are
generally associated with floral and citric aromas. In the studied wines, several
terpenes were detected, the highest concentration being found for linalool, a-
terpineol, and citronellol. The combined application of BTH and MeJ to the grapes
led to a higher concentration of terpenes in the wines elaborated from these grapes,
doubling their total concentration compared with the levels found in control wines.
Some compounds such as cis-linalool oxide, 2, 6-dimethyl-3,7-octadiene-2,6-diol
(that can lead to ho-trienol and nerol oxide) and lilac alcohol were only detected in
wines from treated grapes. Panellists reported that the differences were mainly
found in the aroma of the wines, the treatment significantly increasing fruity and
overall aroma quality and decreasing herbaceous notes.

As a conclusion, the results showed that BTH treatment of preharvest grapes

generally led to better results as regard the phenolic composition of grapes and
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wines than MeJ treatment (Publication 3.1) whereas MeJ largely increased the levels
of stilbenes (Publication 3. 2) and grape and wine volatile compounds (Publication
3.3) These differences may be related with the defence responses that each elicitor
triggered. For instance, defence responses that depend on SA are often effective
against biotrophic pathogens (pathogens that feed on the living host cell), whereas
defences dependent on JA are mostly effective against necrotrophic pathogens
(pathogens that kill the host cell before feeding) and insects (Beckers and Spoel,
2006). An increased level of phenolic compounds may be toxic for the feeding
microorganisms and limit their action, while an increase in stilbenes and terpenes
may limit herbivore and pathogen invasion because of their toxicity (Phillips and
Croteau, 1999). Terpenes may also serve as airborne signals that deter herbivores,
attract predators and act in plant-to-plant signaling (Kessler and Baldwin, 2002; Paré
and Tumlinton, 1999; Pichersky and Gershenzon, 2002).

Considering the combined treatment of BTH and MeJ, on one hand, our results
indicate that the use of such combination positively increases the chromatic
characteristics of the resulting wines, in a similar way to when BTH was applied

separately (Publication 3.4). On the other hand, the aroma of the wines elaborated

with BTH+MeJ treated grapes were increased in a similar way to when MeJ was
applied separately. Contrary to expectations, and although a negative effect was not
observed, our results seem to indicate that the combined application of BTH and MeJ

did not serve to increase both lines of action (Publication 3.5).

The results observed may be important for the plant since a reduced
incidence and severity of gray mold infection is one of the most outstanding
consequences of the use of exogenous elicitors, as demonstrated in several studies.
Taking into account that MeJ is a naturally occurring plant metabolite and BTH was
detected to be completely translocated and degraded in plant tissues, and therefore,
no persistence or residue problems are expected, both products could be considered
an interesting strategy to protect the vine, as an alternative or complement to
fungicide treatments, increasing, at the same time, the phenolic content of the
grapes. However, it is important to indicate that these first results should be
completed. Further investigations must be done specially regarding doses, moments
of application and grape-environment interactions that may exist and may make a

difference on the results.
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Conclusiones







Tras dos afnos de evaluacion, y teniendo en cuenta las diferencias en las
condiciones climaticas, podemos concluir que los dos elicitores aumentan los
niveles de flavonoides en uvas. A pesar de que BTH y MeJ activan diferentes
rutas para promover mecanismos de defensa de la planta, nuestros resultados
indican que los dos activan la fenilalanina amonio liasa y la ruta fenil-
propanoide, aumentando el contenido fendlico de las uvas. Desde un punto de
vista tecnologico, los resultados demuestran que los vinos obtenidos de uvas
tratadas mostraron mayor intensidad de color y contenido fenolico total que

los vinos de las uvas control y fueron preferidos a nivel sensorial.

El analisis de antocianos, flavonoles, estilbenos y taninos de hollejo y semilla
de seis clones de uvas Monastrell tratadas con BTH y MeJ en el momento del
envero mostré que, en general, los dos elicitores, pero especialmente BTH,
aumentaron los niveles de compuestos flavonoides en las plantas tratadas,
mientras que MeJ aumentd la biosintesis de estilbenos. Sin embargo, los
resultados también mostraron variaciones en la cantidad de respuesta de los

diferentes clones por la aplicacion de dichos elicitores.

El uso de BTH y MeJ en el momento del envero contribuy6 positivamente al
aroma de las uvas y de sus vinos resultantes. Las uvas tratadas con Mel
tuvieron mayor concentracion relativa de terpenoides y norisoprenoides. Los
vinos elaborados con uvas tratadas fueron preferidos por los panelistas en un
analisis sensorial de tipo triangular, encontrandose las diferencias

principalmente en el aroma y sabor.

A pesar de que la aplicacion exégena en campo de ABA a las uvas aumento el
contenido de antocianos y taninos de hollejo, estos efectos positivos no se

reflejaron en los vinos elaborados con dichas uvas.

El tratamiento combinado de BTH+MeJ en el momento del envero produjo
uvas con mayor contenido de antocianos y vinos con mejores caracteristicas
cromaticas que el vino elaborado con las uvas control. Sin embargo, estos
resultados no mejoraron los obtenidos con la aplicacion por separado de BTH

0 MeJ, especialmente en el caso de uvas tratadas con BTH y sus vinos.
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6. Cuando las uvas Monastrell fueron tratadas en el momento del envero con una
combinacion de BTH y MeJ, la concentracion de terpenos aumentd en los
vinos resultantes, doblando su concentracion con respecto a los niveles
obtenidos en el vino control. El tratamiento aumento significativamente las
notas frutales y la calidad aromatica general de los vinos y disminuyo las
notas herbaceas. A pesar de ello, estos resultados no mejoraron los obtenidos
con anterioridad ocn el tratamiento por separado de BTH o MeJ, indicando
que la aplicacién conjunta de BTH y MeJ no sirve para aumentar las lineas de

accion de los dos elicitores.

7. En general, los resultados han demostrado que el tratamiento pre-cosecha
con BTH en uvas generalmente conlleva mejores resultados en cuanto al
aumento en compuestos fenolicos en uvas y vinos, mientras que el
tratamiento con MeJ aumenta los niveles de estilbenos y los compuestos
volatiles de uvas y vinos. Estas diferencias pueden estar relacionadas con las

distintas respuestas defensivas que cada uno desencadena.

8. Tanto benzotiadiazol como metil jasmonato podrian considerarse una
estrategia interesante para proteger la vifa, como una alternativa o
complemento de tratamientos con fungicidas, aumentando al mismo tiempo
el contenido fendlico y aromatico de las uvas. Por lo tanto, esta podria ser
una linea de accion para producir vinos mas aromaticos, con un color mas
intenso y estable, incrementando potencialmente su valor en el mercado. Sin
embargo, deben realizarse futuras investigaciones en esta linea de trabajo,
especialmente con respecto a la dosis a emplear, los momentos de aplicacion

y posibles interacciones existentes entre las condiciones climaticas y las uvas.
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Conclusions
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After two years of evaluation, and taking into account the differences in
climatic conditions, we can conclude that both elicitors increased the level of
grape flavonoids. Although BTH and MeJ activate different signal transduction
pathways to promote the plant defense mechanisms, our findings indicate
that both of them activated phenylalanine ammonia lyase and the phenyl
propanoid pathway, increasing grape phenolic content. From a technological
point of view, the results demonstrated that the wines obtained from the
treated grapes showed higher color intensity and total phenolic content than

the wines made from control grapes and were sensory preferred.

The analysis of anthocyanins, flavonols, stilbenes, and seed and skin tannins
in six clones of Monastrell grapes treated with BTH and MeJ at veraison
showed that, overall, both elicitors, but specially BTH, increased the levels of
flavonoid compounds in the treated plants, whereas MeJ largely increased
stilbene biosynthesis. However, results also showed that variations in the
extent of the response of the different grape clones to the application of

these compounds exist.

The use of both BTH and MeJ to ripening Monastrell grapes contributed
positively to the aroma of the grapes and the resulting wines. Those from
MelJ-treated grapes had the highest relative concentration of terpenoids and
norisoprenoids. The wines elaborated with treated grapes were preferred by
the panelists in a triangle sensory test, who found the main differences in

their aroma and taste.

Although the preharvest exogenous application of ABA to grapes increased the
skin content of anthocyanins and tannins, these positive effects were not

reflected in the wines elaborated from these grapes.

The combine BTH+MeJ treatment at veraison led to grapes with higher
anthocyanin content, and wines with better chromatic characteristics than
the wine made from control grapes. However, these results did not improve
those observed with the separated application of BTH or MeJ, especially, as

regards the BTH-treated grapes and wines.
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6. When Monastrell grapes were treated at veraison with a combination of BTH
and MelJ, the concentration of terpenes increased in the resulting wines,
doubling their total concentration compared with the levels found in control
wines. The sensory analysis reported that differences were found in the
aroma of the wines, the treatment significantly increasing fruity and overall
aroma quality and decreasing herbaceous notes. However, these results did
not improve on those observed in the previous study, which involved with the
separated application of BTH or MeJ, indicating that the combined application
of BTH and MeJ did not serve to increase the lines of action of both elicitors

simultaneously.

7. Generally, the results showed that BTH treatment of preharvest grapes
generally led to better results as regard the phenolic composition of grapes
and wines than MeJ treatment whereas MeJ largely increased the levels of
stilbenes and grape and wine volatile compounds. These differences may be

related with the different defense responses that each elicitor triggered.

8. Both benzothiadiazole and methyl jasmonate could be considered an
interesting strategy to protect the vine, as an alternative or complement to
fungicide treatments, increasing, at the same time, the phenolic and aroma
content of the grapes. Hence, this could be a line of action to produce more
aromatic wines, with a deep and stable color, thus potentially increasing their
higher market value. However, further investigations must be done specially
regarding doses, moments of application and grape-environment interactions

that may exist and may make a difference on the results.
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