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RESUMEN

La mecanizacion de la vendimia constituye una oportunidad de reducir los
costes del cultivo de vifiedo, a la vez que reduce el tiempo de ejecucién, lo cual
permite ajustarse mejor al 6ptimo de madurez de la uva. El proceso de vendimia
mecanizada produce dafios mecénicos sobre las uvas y libera mosto susceptible de
ser oxidado, pudiendo provocar maceraciones o fermentaciones incontroladas, que
afectarian negativamente la calidad del vino. La aplicacion en prevendimia de agentes
de abscisiones sobre los racimos podria facilitar el desprendimiento de la uva,
posibilitando la mecanizacion de la vendimia con unos regimenes de trabajo menos
enérgicos, que minimizaran los dafios provocados a los frutos y la liberacién de mosto.
En la presente Tesis Doctoral se ha estudiado el potencial interés de la aplicacion en
prevendimia de diferentes agentes de abscision de la uva como técnica para facilitar la

recoleccién mecanizada y obtener mostos y vinos de mayor calidad.

Se plantearon tres ensayos de campo que se desarrollaron entre 2009 y 2013:
dos en uva de vinificacion cv. Verdejo en la D.O Rueda, Espafa (Ensayos 1y 3), y uno
en uva de pasificacién cv. Thompson seedless en Parlier, California (Ensayo 2). Se ha
estudiado la influencia de la pulverizacion de MeJA a distintas dosis (desde 672 a
8960 mg-L™") sobre la fuerza de desprendimiento del fruto, la presencia de tejido
cicatricial en la zona de abscision y la caida prematura de frutos en cv. Verdejo y cv.
Thompson seedless (Ensayos 1 y 2 respectivamente), evaluandose también los
efectos aditivos y de interaccion de MeJA con etefén (Ensayo 1) y con acido 1-
aminociclopropano-1-carboxilico (ACC) (Ensayo 2). Finalmente, en el Ensayo 3 se
estudié la influencia de los tratamientos combinados de 1000 mg-L™* de etefén mas
8960 mg-L* de MeJA en el rendimiento y calidad de la vendimia manual y
mecanizada con diferentes regimenes de sacudido (400 y 425 golpes:min™),
determinando el porcentaje de mosteo, las pérdidas de producto, los parametros de

composicion de mostos y vinos, y la estabilidad oxidativa del vino.

Las aplicaciones individuales de MeJA, etefébn o ACC unos dias antes de la
recoleccién redujeron la fuerza de desprendimiento del fruto, observandose que MeJA
y ACC promovian la cicatrizacion de la zona de abscision de las bayas frente a los
testigos sin tratar. La combinacion de MeJA con etefén o ACC ha mostrado efectos
aditivos y sinérgicos sobre diferentes parametros relacionados con la abscision del
fruto. La aplicacion de MeJA combinado con ACC en cv. Thompson seedless dio lugar
a una caida prematura de uva que supuso una pérdida significativa de cosecha frente

a los controles. Sin embargo, en uva cv. Verdejo, la aplicacion de agentes de abscision
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no supuso problema alguno de caida de frutos, defoliacién, ni retrasos en la brotacién

de las yemas en el ciclo siguiente.

La producciéon enddgena de etileno en los tejidos del fruto cv. Thompson
seedless se incrementd significativamente con tratamientos de ACC, observandose

una interaccion positiva con la aplicacién de MeJA.

En el Ensayo 3 se ha observado que la aplicacion combinada de MeJA y etefon
permitié reducir la liberacion de mosto durante la vendimia mecanizada, cuando se
trabajaba con una frecuencia de sacudido de 425 golpes-min™, si bien las pérdidas de
cosecha debidas a las uvas caidas al suelo durante la operacion se incrementaron
frente a los controles sin tratar. Los resultados encontrados con frecuencia de 400

golpes-min™ no fueron significativamente distintos de los controles.

Los mostos procedentes de racimos tratados con etefén y MeJA no
presentaron cambios en el pH o la acidez total frente a los controles, pero si un menor
contenido de potasio y un incremento de la cantidad de &cidos cinamiltartaricos
presentes. Los tratamientos incrementaron el contenido de polifenoles totales de
mostos y vinos, pero no modificaron significativamente el color ni la estabilidad

oxidativa de los vinos.

Los resultados obtenidos confirman el interés del etefon, MeJA y ACC como
agentes de abscision del fruto en la vid, y ponen de manifiesto la utilidad potencial de
las aplicaciones combinadas de MeJA y etefon para mejorar la calidad de la uva de

vinificacion vendimiada mecanicamente.
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ABSTRACT

Grape harvest mechanization is an opportunity to reduce vineyard costs, and at
the same time, it reduces the time spent on it, which allows to adjust better to the
optimal grape maturity. Mechanical harvesting process produces mechanical damages
to the grapes and releases must which can be oxidized and produce macerations or
uncontrolled fermentations, affecting negatively wine quality. The preharvest
application of abscission agents over the clusters could ease the detachment of the
grapes, enabling harvesting at less energetic shaking frequencies, which minimize the
damages to the fruits and the release of must. In this PhD Thesis, it has been studied
the potential interest of the preharvest application of different grape abscission agents
as a technique to ease the mechanical harvesting and to obtain musts and wines of
higher quality.

Three field experiments were designed and performed between 2009 and 2013:
two trials with wine grape cv. Verdejo in Appellation d"Origine Rueda, Spain (Trial 1
and Trial 3), and one trial in raising grape cv. Thompson seedless in Parlier, California
(Trial 2). It has been studied the effect of methyl jasmonate (MeJA) sprayed at different
doses (from 672 to 8960 mg-L™) on the fruit detachment force, the presence of a scar
tissue in the abscission zone and the fruits dropping before harvest in cv. Verdejo and
cv. Thomposon seedless (Trial 1 and 2, respectively), also evaluating the additive and
the interaction effects of MeJA with ethephon (Trial 1) or l-aminocyclopropane-1-
carboxylic acid (ACC) (Trial 2). Finally, in Test 3 it was study the influence of combined
treatments of 1000 mg-L™* of ethephon plus 8960 mg-L™ of MeJA in the performance
and quality of manual and mechanical harvesting at different shaking frequencies (400
and 425 shakes-min™), determining the percentage of released must, the composition

parameters of musts and wines, and the oxidative stability of the wine.

Single application of MeJA, ethephon or ACC some days before the harvesting
reduced the fruit detachment force, observing that MeJA and ACC promoted a scar
tissue in the abscission zone of grapes comparing to untreated controls. The
combination of MeJA with ethephon or ACC has showed additive and synergistic
effects on different parameters related to fruit abscission. The application of MeJA
combined with ACC in cv. Thompson seedless caused a premature grape drop that
was a significant yield loss comparing to the controls. Nevertheless, in grapes cv.
Verdejo, the application of abscission agents did not suppose problems related to

grape dropping, defoliation, or delay of budbreak the next cycle.
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The endogenous ethylene production in the tissues of grapes cv. Thompson
seedless increased significantly with ACC treatment, presenting a positive interaction

with the application of MeJA.

In Trial 3 it has been observed that the combined application of MeJA and
ethephon reduced the release of must during the mechanical harvesting, if realized at a
frequency of 425 shakes'min™, although the product losses due to the drop of grapes
during the process were increased compared to untreated controls. Results at a

frequency of 400 shakes-min™ were not significantly different from controls.

Musts from clusters co-treated with ethephon and MeJA did not show changes
in pH or total acidity comparing to controls, but did show a lower potassium content and
an increase of the concentration of hydroxycinnamic acids. The treatments increased
the polyphenol content of must and wines, but did not affect significantly neither the
color nor the oxidative stability of wines.

The obtained results confirm the interest of ethephon, MeJA and ACC as fruit
abscission agents in grapevines, and showed up the potential of the combined
applications of MeJA and ethephon to improve the quality of mechanically harvested

wine grape.
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I. INTRODUCCION
[.1. La vendimia mecanizada.

La vendimia es la operacion que requiere mas cantidad de mano de obra en el
cultivo del vifiedo, superando a la poda anual (Hidalgo, 1993). Ante la necesidad de
buscar una alternativa a la vendimia manual para hacer mas competitivas las
explotaciones vitivinicolas, surgieron los primeros estudios sobre la vendimia
mecanizada en Estados Unidos, realizandose la primera vendimia mecanizada
experimental en California a principios de la década de los cincuenta del siglo pasado
(Intrieri, 2013). Los mayores avances desarrollados en vendimiadoras se incorporaron
entre principios y mediados de la década de los sesenta, y la mecanizacion de la
vendimia empezd a nivel comercial a finales de esa década. La técnica fue
desarrollada paralelamente en Europa, pero la vendimia mecanizada nho comenz6 a
implantarse en Espafia hasta principios de los noventa. Este retraso se debié a
razones diversas, como los bajos rendimientos, la falta de adaptacién de los sistemas
de conduccién del vifiedo, la mayor disponibilidad de mano de obra para realizar la
vendimia manual y la desconfianza inicial sobre el trabajo efectuado por las maquinas
vendimiadoras (Ortiz-Cafavete et al., 1995). Hoy en dia la recoleccibn mecanizada
estd muy extendida en el sector vitivinicola espafiol con 1980 maquinas registradas al
finalizar 2014 (MAGRAMA, 2015).

La mecanizacion permite reducir los costes de la vendimia aproximadamente el
35% respecto a la recogida manual (Pipitone et al., 2003), ya que una hora de trabajo
de vendimia mecanizada equivale al trabajo de una cuadrilla de diez personas en una
jornada completa (Pezzi et al., 2008). Ademas de la reduccion de costes, la vendimia
mecanizada presenta ventajas importantes frente a la recoleccibn manual como la
rapidez de su ejecucién o la posibilidad de realizarse por la noche, a temperaturas
bajas, pudiendo esto permitir la recogida de los frutos en su momento 6ptimo de
madurez y en condiciones ambientales que eviten procesos de oxidacién incontrolados

que pueden perjudicar la calidad del producto.

El principal inconveniente de la vendimia mecanizada es que con ella no se
obtienen racimos enteros, sino proporciones de los mismos y bayas sueltas, que
pueden quedar rotas y liberar mosto. Esto favorece el desarrollo de procesos
bioquimicos de oxidacién que pueden afectar negativamente a las caracteristicas
fisico-quimicas y organolépticas del mosto y del vino (Nagel y Graber, 1988). El

problema puede verse acentuado al incrementarse el intervalo de tiempo que
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transcurre entre la vendimia y el procesado en la bodega, y cuando la temperatura
ambiente es alta (Ough y Berg, 1971; Febo et al., 1997; Pocock y Waters, 1998;
Morris, 1998; Baldini e Intrieri, 2004; Delgado et al., 2005).

I.1.1. Factores de calidad del proceso de vendimia mecanizada.

El resultado de la vendimia mecanizada depende de factores técnicos y
biologicos. Asi, los golpes aplicados a las plantas para provocar el desprendimiento de
las uvas afectan a la vendimia en términos de rendimiento, calidad de la produccién y
mantenimiento del vifiedo (Intrieri y Poni, 1990; Chaler, 1991, Intrieri y Poni, 1995;
Pezzi et al., 2005; Pezzi y Bordini, 2006).

Para evaluar la vendimia mecanizada de un modo global deben considerarse
las pérdidas de cosecha que se producen en el proceso, los dafios que la maquina
produce a las plantas y, por supuesto, las caracteristicas fisicoquimicas y sensoriales
de mostos y vinos. Para optimizar el proceso es muy importante regular correctamente
las maquinas en cuanto a velocidad de avance, nimero y altura de los sacudidores, y

amplitud y frecuencia de trabajo de los mismos.

I.1.1.1. Pérdidas del producto.

Durante el proceso de vendimia mecanizada existe una cantidad variable de
uva que no es recogida. Estas pérdidas de producto se pueden clasificar de la

siguiente manera (Pezzi et al., 2005; Arfelli et al., 2010):

< Pérdidas visibles

e Pérdidas en suelo: Bayas y racimos de las plantas préximas a las
gue estan siendo sacudidas por la maquina que caen al suelo por la

vibracién transmitida a través del sistema de empalizamiento.

e Pérdidas en planta: Bayas y racimos que se quedan en las plantas
sin recoger al no ser desprendidas con el sacudido de la maquina

vendimiadora.
< Pérdidas ocultas

e Mosto que se queda en los elementos de la maquina vendimiadora

sin formar parte del producto recogido.

e Mosto disperso en las hojas de las plantas.

11
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En diferentes estudios se ha podido constatar que las pérdidas ocultas pueden
suponer un valor medio del 3% de la cosecha total (Pezzi et al., 2005; Arfelli et al.,
2010).

La frecuencia de sacudido es uno de los principales parametros de regulacién
de las maquinas vendimiadoras que afecta a las pérdidas de cosecha. Arfelli et al.
(2010) en cv. Montuni, no observaron diferencias en las pérdidas totales al aumentar
esta frecuencia, pero si disminuciones significativas en las pérdidas debidas a bayas
sin recoger. Pezzi y Caprara (2009), en cv. Lambrusco Grasparossa, observaron que
los dos tipos de pérdidas se veian incrementadas con una mayor frecuencia de
trabajo. Recientemente, Caprara y Pezzi (2014) han estudiado el efecto de la amplitud
de movimiento de los sacudidores sobre las pérdidas de producto; comparando
valores de 30 y 90 mm, obtuvieron pérdidas de 7.9% y 5.1% respectivamente.

La velocidad de trabajo también es un pardmetro importante que afecta al
rendimiento de la vendimia mecanizada. Su regulacion depende de las condiciones del
terreno y de la calidad del labrado principalmente (Pajic et al., 2013), junto con el vigor
de las plantas, la disposicibn de los racimos, el rendimiento de cosecha y la
adaptabilidad a la mecanizaciéon de la parcela (Intrieri et al., 2008). Autores como
Besli¢ (2009), Manojlovi¢ et al. (2009) y Manojlovi¢ et al. (2011), apuntan que los
factores con mayor repercusion en las pérdidas de producto son las caracteristicas del

sistema de conduccion, el vigor de las plantas y las distancias entre cepas y postes.

La aplicacién de agentes de abscision en los racimos antes de la recoleccién,
para facilitar el desprendimiento de la uva, podria permitir mejorar el rendimiento de
las maquinas vendimiadoras al reducir las pérdidas en plantas. Ademas esta técnica
podria ofrecer la posibilidad de adoptar regimenes de trabajo menos enérgicos,

disminuyendo el dafio ocasionado a las plantas y a la propia uva.

I.1.1.2. Dafios provocados a las plantas.

A una mayor frecuencia de trabajo en la maquina vendimiadora, la energia
transferida a la planta se incrementa, causando una mayor defoliacién que perjudicaria
el agostamiento de las cepas y podria ser, a la vez, causa indirecta de pérdidas
ocultas (Pezzi y Caprara, 2009; Intrieri y Poni, 1990). Arfelli et al. (2010) observaron
vendimiando mecéanicamente a 360, 410 y 460 golpes'min™ valores crecientes de

defoliacién desde el 10% hasta el 25%.

Por otra parte, durante el trabajo de la maquina vendimiadora cabe la

posibilidad de que se produzcan dafios en las yemas y rotura de sarmientos, lo que
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podria perjudicar al desarrollo vegetativo y fructifero de las cepas. Actualmente este
riesgo ha sido minimizado con un ajuste de la maquinaria en funcién del vifiedo a

cosechar.

1.1.1.3. Calidad de la cosecha.

La vendimia mecanizada puede perjudicar a la calidad de los vinos, debido
tanto a la liberacion de mosto como a la presencia de hojas o pequefias partes lefiosas
en la pasta recogida. La liberacién del mosto favorece los procesos de oxidacion de
fenoles y aromas, su maceracion con los hollejos, y el riesgo de inicio prematuro de la

fermentacion por levaduras apiculadas.

La cantidad de mosto liberado depende del nivel de dafio que sufren las uvas al
ser golpeadas por los sacudidores, y también de las propiedades fisico-mecanicas de
la uva, como son la fuerza de desprendimiento del fruto (FDF) y la resistencia a la
rotura. Cada cultivar presenta una resistencia a la rotura y una separacion del pedicelo
caracteristica. En citricos se ha observado que la susceptibilidad del fruto a los
impactos proporcionados por las maquinas cosechadoras depende de la variedad y
del estado de maduracion (Menesatti et al., 2005; Ortiz et al., 2011).

La extracciéon de polifenoles se ve favorecida por el contacto del mosto con el
hollejo y las semillas de las bayas durante el proceso de vendimia mecanizada,
incrementando el contenido de compuestos flavonoides y no flavonoides del mosto
(Darias-Martin et al., 2000). Ademas, con esta maceracién, existe el riesgo de que
aparezcan sabores herbaceos y terrosos debido a la presencia de hojas o pequefnas
partes lefiosas en la pasta recogida. Por otra parte la presencia de residuos de
productos fitosanitarios, en particular de algunos fungicidas, puede interferir en el

proceso de vinificacion.

Allen et al. (2011) han observado que el contenido de fenoles totales de mostos
(estimado con la absorbancia a 280 nm) en cv. Sauvignon blanc, se puede ver
modificado por el tipo de vendimia, el tiempo de contacto del mosto con los hollejos y
las condiciones ambientales, especialmente la temperatura. Catania et al. (2009), en
cv. Catarrato lucido, no detectaron diferencias en este parametro comparando
vendimia manual y mecanizada, mientras que Arfelli et al. (2010) observaron una

mayor extraccion de polifenoles en la vendimia mecanizada que en la manual.

Por otra parte, el mosto liberado en el proceso de vendimia, es susceptible de
ser oxidado y por lo tanto de perder calidad. La oxidaciébn de compuestos fendlicos

supone la formacién de polimeros con diferente grado de condensacion que producen
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colores amarronados en el mosto (pardeamiento), lo que repercute negativamente en
las caracteristicas organolépticas del vino (Macheix et al., 1991). El pardeamiento
puede ser enzimatico y no enzimatico. El primero se produce casi en su totalidad en el

mosto, mientras que el segundo predomina en el vino (Oliveira et al., 2011).

El pardeamiento enzimatico del mosto esta altamente correlacionado con el
contenido de hidroxicinamatos (estimado con la absorbancia a 320 nm), entre los que
se encuentran los acidos cafeoil tartarico y paracumarotartarico (Cheynier et al., 1986).
Tras la rotura de las bayas, la enzima polifenoloxidasa (PPO) es liberada y en
presencia de oxigeno, transforma los hidroxicinamatos en quinonas, que siguen
reaccionando segun su potencial redox y su afinidad electrénica (Li et al., 2008). Allen
et al. (2011) describen espectrofotométricamente la oxidacion del mosto con un
descenso en la absorbancia a 320 nm y un aumento de la absorbancia a 420 nm, que
sirve para evaluar la intensidad del pardeamiento. Esta oxidacién del mosto afecta
después a las caracteristicas sensoriales del vino, provocando pérdidas de color,
modificacion del sabor y aroma, y aumento de la astringencia (Wang, 1990; Ferreira et
al., 1997; Escudero et al., 2002; Schneider, 2001; Silva et al., 2002). Por otro lado, la
oxidacién disminuye el valor nutricional del producto debido a la merma de sus

propiedades antioxidantes (Sioumis et al., 2005).

La vendimia mecanizada favorece los fendmenos de oxidacién enzimatica, ya
que existe una mayor actividad de la PPO en los mostos que permanecen en contacto
con los hollejos (Vrhovsek, 1998). Allen et al. (2011) obtuvieron mostos procedentes
de vendimia manual con una mayor absorbancia a 320 nm que los procedentes de
vendimia mecanizada. Catania et al. (2009), Arfelli et al. (2010) y Allen et al. (2011)
coinciden en que los mostos procedentes de vendimia manual presentan valores
menores de absorbancia a 420 nm en diferentes variedades blancas de vid.
Comparando distintos regimenes de trabajo de la vendimiadora, Pezzi et al. (2005),
observaron mayores absorbancias a 280 nm y a 420 nm en mosto con el aumento de

frecuencia de sacudido, lo que indica una mayor extraccion de polifenoles.

En el caso de vinos blancos, el color se ve fuertemente deteriorado con el
contacto de la parte sélida y liquida de la pasta vendimiada. Para evitar las reacciones
de pardeamiento el tiempo desde la recogida hasta el procesado e inicio de la
fermentacion debe ser el menor posible (Ough y Berg, 1971). Para obtener un vino de
calidad es también importante el tratamiento con antioxidantes como el metabisulfito

potésico, y la inoculacién de levaduras seleccionadas.
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Algunos parametros fisico-quimicos del mosto pueden verse afectados por el
tipo de vendimia o el tiempo de transporte a la bodega, en la medida que incrementan
la extraccion de componentes del hollejo. Arfelli et al. (2010) observaron que los
mostos y vinos procedentes de vendimia mecanizada presentaban valores de pH
mayores que los procedentes de vendimia manual, lo cual se relacionaba con
concentraciones significativamente mayores de potasio. Ough et al. (1971) observaron
que incrementado el tiempo que transcurre desde la vendimia al procesado, la acidez
del mosto disminuye y se incrementa el pH y el contenido de potasio. Similares
resultados se obtienen al comparar los mostos de prensado en bodega a 1 bar con el
mosto liberado en la vendimia (Patel et al., 2010; Allen et al., 2011).

Los componentes aromaticos del mosto y del vino se ven influenciados también
por los fendmenos de oxidacién. Allen et al. (2011) observaron que mostos mas
oxidados, con una absorbancia a 420 nm mayor, daban lugar a vinos con una menor
concentracion de tioles varietales como el 3-mercaptohexanol y el 3-mercaptohexil
acetato, de especial relevancia en las notas tropicales en vinos blancos (Lund et al.,
2009).

La oxidacion que se produce en el vino es de tipo no enzimatico. En ella el
oxigeno no reacciona directamente con componentes fendlicos pero da como
resultado la formacién de compuestos inestables que producen pardeamiento
(Fernandez-Zurbano et al., 1995, 1998; Lo6pez-Toledano, et al., 2002). Arfelli et al.
(2010) analizaron la estabilidad oxidativa del vino, calculando la diferencia de la
absorbancia a 420 nm antes y después de una oxidacién forzada en una estufa 48
horas a 50°C, y observaron mayor estabilidad (menor diferencia de absorbancias) en
vinos procedentes de cepas vendimiadas a mano que en vendimia mecanizada. Una
vendimia mecanizada a menor frecuencia de sacudido permitiria obtener vinos con
una menor absorbancia a 420 nm que una vendimia mas intensa en la que se

incrementa el porcentaje de mosteo (Catania et al., 2009).

[.1.2. Técnicas para optimizar la calidad de uva vendimiada mecanicamente.

Para evitar pérdidas de calidad asociadas a oxidaciones, maceraciones y
arranques de fermentacion indeseables que pueden darse en la pasta vendimiada
mecénicamente, existen diferentes técnicas aplicables, tanto previas como posteriores

a la vendimia.

Para limitar los procesos de oxidacion, habitualmente, se adiciona a la pasta
recogida dioxido de azufre. Este compuesto tiene propiedades antimicrobianas y

antioxidantes, si bien dosis excesivas pueden derivar en sabores y aromas
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desagradables (Li et al., 2005). Se puede utilizar compuestos alternativos como el
acido ascorbico (Marks, 1990; Bradshaw et al., 2001), pero el producto no esta
autorizado en todos los paises y su papel antioxidante es variable en funcion de la
concentracion y de las condiciones ambientales. También se puede aplicar nieve
carbonica, lo cual permite, por otra parte, obtener vinos con una mejor estabilidad
oxidativa (Arfelli et al., 2010).

Pari y Pezzi (2009) y Pezzi et al. (2013) han demostrado en diferentes
cultivares de vid que la separacion de la parte sdlida (bayas y racimos desprendidos)
de la parte liquida (mosto) en las maquinas vendimiadoras, la refrigeraciéon o la
sustitucién de aire por gases inertes en los tanques de transporte hasta la bodega, son
técnicas Utiles para obtener vinos con mejores caracteristicas cromaticas y una mayor

presencia de aromas primarios.

El ajuste de diferentes regulaciones de la maquina vendimiadora es
fundamental para mejorar la calidad de la cosecha. La frecuencia de los sacudidores
es un parametro clave, que debe compatibilizar una alta eficiencia de vendimia con
una baja liberacibn de mosto (Catania et al., 2009). En los vifiedos con
empalizamiento, esta frecuencia se debe elegir en funcién de la velocidad de avance
de la maquina, la posicién de los racimos, la cantidad de vegetacidén existente y las
caracteristicas mecanicas de la variedad de uva (Clary et al., 1990). Junto a la
frecuencia de vibracién es importante regular otros parametros como la velocidad de
avance (Pezzi et al., 2005) y la amplitud de movimiento de los agitadores (Caprara y
Pezzi, 2014).

Diferentes estudios han demostrado que la aplicacién de fitorreguladores en el
vifiedo, en los dias previos a la vendimia, es capaz de facilitar el desprendimiento del
fruto (Fidelibus et al., 2007a; Gonzalez-Herranz et al., 2009; Fidelibus y Cathline,
2010). La utilizacién de estos productos, llamados agentes de abscision, podria hacer
posible una vendimia mecanizada menos enérgica que disminuiria el dafio provocado
a las plantas y la cantidad de mosto libre liberado, lo que redundaria en una mayor
calidad de los mostos y vinos obtenidos. En los siguientes apartados se abordan los
mecanismos fisiol6gicos implicados en la abscisiébn de los frutos, su regulacién
hormonal, y los reguladores de crecimiento susceptibles de ser utilizados como

agentes de abscision en la vid.
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[.2. La abscisiéon de los frutos.

Se denomina abscision a la separacion de hojas, frutos, flores y otros 6rganos
del resto de la planta. Se produce en una region llamada zona de abscision que esta
formada por una capa de células especificas que llegan a ser morfolégica y
fisiol6gicamente diferenciadas durante el proceso (Taiz y Zeiger, 2006). La abscision
es frecuentemente el punto final de la senescencia de los 6rganos vegetales, e implica
cambios metabdlicos, en la estructura celular y en la expresion génica (Taylor y
Whitelaw, 2001).

Este apartado se centra en los procesos fisioldgicos que se dan en la abscision

de los frutos, haciendo especial hincapié en su regulacién hormonal.

I.2.1 El proceso fisiologico de la abscision.

La abscision se produce como respuesta a estimulos hormonales. La formacion
de la zona de abscision es el resultado de un conjunto de sefiales ejercidas por el
etileno y las auxinas en el crecimiento de las células. El nivel de auxinas de la zona de
abscision controla la sensibilidad al etileno vy, por ello, cualquier factor que afecte al
suministro de auxinas en esa zona también afecta al proceso (Taylor y Whitelaw
2001).

La sensibilidad al etileno de los frutos se incrementan segin avanza la
maduracién (Reid, 1985). Cuando las células son sensibles al etileno, se produce la
sintesis y secrecion de celulasas y otras enzimas hidroliticas que degradan las
paredes celulares en la zona donde se producira la separacion del fruto. Ademas, la
secrecion de estas enzimas incrementa la actividad de las peroxidasas, y produce la
pérdida de calcio y pectinas de las paredes celulares, lo que permite la desintegracion
del tejido de la zona de abscision (Wittenbach y Bukovac, 1975; Addicott, 1982;
Osborne, 1989).

La capa de abscision esta constituida por células morfolégicamente diferentes
al resto (Roberts et al., 2000). Son células normalmente pequefias, de forma cubica y
con citoplasma denso, dispuestas transversalmente al eje del 6rgano (Addicott, 1982;
Sexton y Roberts, 1982; Osborne, 1989). La degradacion quimica de la lamina media
entre las células y la desintegracion parcial de las paredes celulares va acompafiada
de una proliferacion celular desigual en la zona de abscision. El aumento del tamafio
de las células de una capa frente al aumento casi nulo de las células de la capa

contigua produce una tension mecanica que facilita la rotura de las uniones entre
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células en la zona de abscision (Jankiewicz, 1985). Finalmente la planta produce tejido

suberoso que cierra la herida.

La abscisién se ve afectada por factores ambientales como la temperatura, la
luz, el agua y su disponibilidad, la concentracion de ozono en la atmdésfera y la
naturaleza y fertilidad del suelo. A nivel de la propia planta el balance hidratos de
carbono/nitrégeno, las tasa respiratorias y el balance hormonal tienen gran influencia
en la abscisién (Addicott, 1968). La Figura 1.1 representa la interrelacion de los
factores que afectan a la abscision, en la parte izquierda del grafico los estimuladores,
y en la derecha los inhibidores.

+ polinizacion
+ senescencia

+ dafios
+ oscuridad
+ maduracion fruto

+ desarrollo activo
de tejidos distales
+ fertilizacion

+ 0zZono

Factores que afectan
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6
b
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Figura l.1. Modelo del equilibrio de fitorreguladores en abscision
(modificado de Taylor y Whitelaw, 2001).

Aunque las uvas no se desprenden del racimo de modo natural, el fomento de
su abscision puede ser favorable de cara a la vendimia mecanizada ya que permitiria
la recogida de un mayor porcentaje de uvas individuales y con un menor dafio
mecanico, lo que reduciria la liberaciéon y oxidacién del mosto durante la recoleccion y

el posterior transporte a la bodega. Ademas, la presencia de cicatriz en la zona de
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abscisién (Figura 1.2) cerraria posibles vias de entrada de microorganismos (Ballinger
y Nesbitt, 1982; Kou et al., 2007).

Figura 1.2. Uva sin cicatriz (izquierda) y uva con cicatriz (derecha) en la
zona de abscision.

El potencial de abscision de la uva pude ser valorado cuantitativamente con la
medida de la FDF (Wittenbach y Bukovac, 1974), utilizando un dinamometro que

registra la fuerza que permite separarla del pedicelo.

[.2.2 Regulacion hormonal de la abscision.

Los procesos fisiologicos estdn gobernados por equilibrios hormonales
complejos, en los que las hormonas de las plantas interacttan entre ellas (Mullins et
al., 1992; Kondo y Takano, 2000). La maduraciéon de la uva esta regulada por
equilibrios hormonales favorables al acido abscisico, etileno y brasinoesteroides
(Coombe y Hale, 1973; Downton y Loveys, 1978; Giovannoni, 2004; Mailhac y
Chervin, 2006).

El etileno (C,H,4) es una hormona vegetal gaseosa, producido en la mayoria de
los tejidos vegetal y tipos de células (Abeles et al., 1992; Schaller y Kieber 2002; Wang
et al., 2002; Tsuchisaka y Theologis, 2004). El etileno afecta a muchos procesos de las
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plantas como la germinacion de semillas, la formacién de raices, el desarrollo floral, la
maduracién de frutos, la senescencia y la abscision de érganos, y las respuestas al
estrés (Abeles et al., 1992).

En las plantas, el etileno es sintetizado a partir de metionina. En un primer
paso, la S-adenosil-metionina se convierte en 4cido 1-aminociclopropano-1-carboxilico
(ACC) interviniendo la enzima ACC sintetasa (ACS) y, en un segundo paso, el ACC se
oxida a etileno mediante la enzima ACC oxidasa (ACO) (Yang y Hoffman, 1984). Las
dos enzimas mencionadas son codificadas por mas de un gen, regulados de manera
diferente (Lin et al., 2009).

El etileno desencadena el proceso de abscisién (Brown, 1997) tanto en frutos
climatéricos como no climatéricos, aunque existen otros factores reguladores. Se ha
observado que existe una relacion directa entre la concentracion de etileno en los
tejidos y la abscision de frutos en la vid, siendo esa concentracion dependediente del
estado de madurez en que se encuentre el fruto (Hilt y Bessis, 2003).

Las auxinas actuan en fruta madura reduciendo la sensibilidad al etileno en la
zona de abscisién, de modo que aplicaciones exdégenas de la hormona pueden
retrasar la abscision del fruto (Denney y Martin, 1994; Henderson y Osborne, 1994;
Stern et al., 1995). Los frutos con semillas, las cuales son fuente de auxinas, son
menos propensas a la abscisiébn que los frutos apirenos (Edgerton y Greenhalgh,
1969).

Por otra parte, el mantenimiento de concentraciones de auxinas superiores a la
Optima estimula la produccién de etileno en los 6rganos (Taiz y Zieger, 2006), lo que

ha dado lugar al uso comercial de productos auxinicos como agentes defoliantes.

El acido abscisico interviene en el proceso de abscisién, probablemente de
forma indirecta, estimulando la sintesis de etileno y/o actuando sobre el transporte y
metabolismo de las auxinas (Osborne, 1989). Giberelinas, citoquininas y auxinas

pueden ser bloqueadas por el etileno y el acido abscisico.

Los jasmonatos intervienen en el proceso de abscision al provocar cambios en
el metabolismo de los azucares en la zona de abscision, donde se incrementa la
actividad celulasa que degrada los polisacéaridos de las paredes celulares (Ueda et al.,
1996; Koda, 1997). Los estudios realizados por Hartmond et al., (2000) y Kender et al.,
(2001) en naranjo (Citrus sinensis L.) han demostrado que la aplicacién de metil
jasmonato (MeJA) con objeto de promover la abscisién de los frutos produce, en
primer término, una estimulacion de la produccion de etileno en los mismos. En

general, se ha observado que el estado del desarrollo de la fruta en el momento de la
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aplicacion de los jasmonatos es un factor importante para el aumento de la produccion
de etileno en manzana Malus domestica Borkh. (Fan et al.,, 1997), pera Pyrus
communis L. (Kondo et al., 2007) y fresa Fragaria ananassa Duch. (Mukkun y Singh,
2009).

Malladi et al. (2012) han observado que aplicaciones combinadas de MeJA con
aminoetoxivinilglicina (AVG, un inhibidor de la sintesis de etileno) tienen menor efecto
en la abscision de frutos de arandano (Vaccinium spp.) que las aplicaciones con MeJA
solamente, lo que indica que este ultimo fitorregulador actuaria, al menos en parte,
aumentando la produccion de etileno. Por otro lado, Kim et al. (2013), sugieren que la
abscision de organos florales en Arabidopsis thaliana seria promovida por etileno y

acido jasménico de manera independiente.

1.3. Utilizacion de fitorreguladores para favorecer el proceso de abscision de
los frutos.

Como se ha comentado anteriormente, la vendimia mecanizada produce dafios
mecanicos a la uva de vinificacion y produce liberacion de mosto, que puede deteriorar
la calidad de la cosecha al fomentar procesos de oxidacion indeseables. Una opcién
para minimizar este problema podria ser la aplicacion de agentes de abscision antes
de la recoleccidn, con objeto de facilitar el desprendimiento de las bayas y posibilitar

asi el uso de regimenes de trabajo menos intensos en las vendimiadoras.

Los agentes de abscisi6bn también encuentran una aplicacion interesante en
uva de pasificacion (Fidelibus et al.,, 2007a). Las maquinas vendimiadoras estan
disefiadas para uvas de vinificacion y utilizadas en estos vifiedos pueden causar

dafios a las bayas, haciéndolas inviables para elaborar pasas.

En las Ultimas décadas se han evaluado diferentes reguladores del crecimiento
como agentes de abscision de la uva. El etefon es un liberador de etileno que se
empezd a estudiar durante la década de los setenta del siglo pasado. Mas
recientemente se han estudiado productos como el metil jasmonato (MeJA) y el acido

1-aminociclopropano-1-carboxilico (ACC).

El 5-cloro-3-metil-4-nitro-1H-pirazol (CMNP) es un agente especifico para el
desprendimiento de citricos maduros (Pozo y Burns, 2009). El acido Ci,H;;NaO,
comercializado como Dikegulac, modifica el balance auxinas-etileno, acelerando la

abscision en citricos (Pozo et al., 2004). La coronatina, toxina quimicamente similar al
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MeJA producida bacterias Pseudomonas syringae, presenta efectos significativos en la
abscision de citricos (Burns et al., 2003) y vid (Fidelibus et al., 2007a).

Algunos productos que actian como agentes de abscisién, se comercializan
combinados con liberadores de etileno. Tal es el caso de la ciclanilida, sustancia
inhibidora del transporte de auxinas que, combinada con etefon (Finish), es utilizada
como defoliante en el cultivo del algodon (Stewart et al., 2000). El fosfato
monopotasico (KH,PO,) combinado o no con liberadores de etileno, se ha estudiado
como promotor de la abscisién de frutos en olivo (Barranco et al., 2002; Barranco et
al., 2004).

I.3.1. Liberadores y generadores de etileno.

El etefon, CEPA o ethrel (4cido 2-cloroetil fosfénico), es un producto que actla
liberando etileno, cloruro y fosfato a pH entorno a 4,5 (Maynard y Swan, 1963). Como
regulador del crecimiento aplicado sobre la planta es capaz de liberar etileno en el
interior de los tejidos vegetales (Yang y Hoffman, 1984). El producto penetra en los
tejidos principalmente por zonas de la cuticula que tienen un espesor inferior al
habitual (Nir y Lavee, 1981).

En la revision publicada por Szyjewicz et al. (1984), se recogen estudios que
han probado su utilidad como regulador del desarrollo vegetativo y cualitativo de
vifiedo, destacando como mejorador de color de la uva. Los efectos del etefén son
muy variables en funcién del momento y las dosis de tratamiento, la variedad, el vigor
de la planta y las condiciones ambientales y de cultivo (Szyjewicz y Kliewer, 1982;
Szyjewicz et al., 1984; Lavee, 1987).

El etefén ha sido probado como promotor de la abscision en cultivos como
arandano (Vaccinium spp.) (Malladi et al., 2012), olivo (Olea europaea L.) (Yousefi et
al., 2012), cereza (Prunus avium L.) (Elfving et al., 2009) o naranja (Citrus sinensis L.)
(Pozo y Burns, 2009) y por su puesto en la vid. En Vitis labrusca cv. Concord, Morris y
Cawthon (1981, 1982a, 1982b), estudiaron los efectos del etefén sobre la abscision del
fruto en funcién de la dosis y el momento de aplicacion, y observaron que
concentraciones entre 400 y 800 mg-L* aplicadas entre 8 y 20 dias antes de la
vendimia, reducian significativamente la FDF y promovian la cicatrizacion de la zona
de abscision. En tres cultivares distintos de Vitis rotundifolia, Mortensen (1980)
encontré incrementos significativos del nUmero de bayas cicatrizadas tras aplicar entre
600 y 1200 mg-L* de etefon, pero también altos porcentajes de bayas caidas

prematuramente antes de la recoleccion. En cultivares diferentes de Vitis vinifera, El-
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Zeftawi (1982) observd una disminucion en la fuerza de separacion de las uvas del
racimo, frente a controles sin tratar, con dosis de etefén ligeramente superiores a las
citadas anteriormente. Por su parte, Eynard (1970) y Hedberg y Goodwin (1980)
obtuvieron resultados variables segun el cultivar pulverizando soluciones a

concentraciones entre 500 y 2000 mg-L™ 10 dias antes de la vendimia.

Son pocos los trabajos que han estudiado si las aplicaciones de etefén en los
dias previos a la vendimia, para facilitar la abscision de las bayas, tenian o no algin
efecto en la concentracion de sdlidos solubles, pH o acidez del mosto. Mientras que
Morris y Cawthon (1981) no observaron diferencias entre plantas tratadas y controles
en cv. Concord, otros autores como Eynard (1975) observaron en cinco cultivares
distintos que concentraciones de etefén entre 500 y 2000 mg-L™, aplicadas 10 dias
antes de la cosecha, incrementaban la concentracion de sélidos solubles y disminuian

la acidez total del mosto.

La caida prematura de frutos puede ser un efecto muy negativo de los
tratamientos de etefon como agente de abscision (Mainland y Nesbitt, 1974; Mainland
et al., 1977; Hedberg y Goodwin 1980; Fidelibus et al., 2007a; Rizzuti et al., 2015), ya
que puede dar lugar a una pérdida significativa de cosecha. Por otra parte, diversos
autores han puesto de manifiesto que los tratamientos de etefén en los dias previos a
la vendimia pueden tener un efecto de deshojado de las plantas (Eynard, 1970;
Hedberg y Goodwin, 1980; El-Zeftawi, 1982), lo cual perjudica el agostamiento y
podria tener un efecto depresivo en las cepas. Finalmente, el etefén puede provocar
retrasos de la brotacion al producir dafios en los meristemos apicales de las yemas
francas (Hale et al., 1970; Hirschfeld y Lavee, 1980).

El acido l-aminociclopropano-1-carboxilico (ACC) es el precursor bioguimico
del etileno, por lo tanto, aplicado sobre las uvas puede estimular la sintesis natural de
la hormona (generador de etileno). La disponibilidad de ACC para la produccién de
etileno podria estar regulada por la existencia de tres formas conjugadas del ACC, que
son: el malonyl-ACC descubierto por Amrhein et al. (1981), el y-glutamyl-ACC
descubierto por (Martin et al., 1995), y el jasmonyl-ACC (Staswick y Tiryaki, 2004).
Este ultimo conjugando podria actuar como modulador de la sintesis de etileno y acido
jasmonico, aunque los mecanismos bioquimicos implicados se desconocen (Van de
Poel y Van der Straeten, 2014). Ademas de su accion como precursor del etileno,
investigaciones recientes sugieren un papel alternativo del ACC como molécula de
sefalizacién, capaz de actuar como regulador del crecimiento de las plantas

independientemente del etileno (Yoon y Kieber, 2013).
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El ACC ha sido registrado comercialmente en Estados Unidos en 2013 como
regulador del crecimiento para el aclareo de frutos. En estudios realizados en vid
(Justia, 2014) pulverizaciones de ACC en floracion han reducido el peso y el nimero
de bayas de los racimos frente a los testigos, sin modificar la longitud del raquis. La
aplicacion de ACC como agente de abscisién del fruto ha dado buenos resultados en
vid (Fidelibus et al., 2007a). Sin embargo en aceituna de mesa (Olea europaea L.), se
ha observado una caida prematura de frutos y una defoliacién significativa en los
arboles tratados (Burns et al., 2008).

[.3.2 Metil jasmonato.

Los jasmonatos son compuestos pentaciclicos derivados de los lipidos, que se
encuentran ubicuos (Meyer et al., 1984; Hamberg y Gardner, 1992) y son exclusivos
del reino de las plantas (Creelman y Mullet, 1997). Los jasmonatos son sintetizados en
la ruta de los octadecanoides, a partir del acido linolénico (Vick y Zimmerman, 1984).
Entre los tipos de metabolitos originados a partir del acido jasménico y MeJA se
encuentran formas libres y conjugadas de poliaminas, quinonas, terpenoides,

alcaloides, fenilporpanoides, glucosinalatos y antioxidantes (Memelink et al., 2001).

O

COOCH;

Figura I.3. Molécula de metil jasmonato
(Ghasemi Pirbalouti et al., 2014).

El MeJA (Figura 1.3) fue aislado por primera vez del aceite esencial de
Jasminum grandiflorum (Demole et al., 1962). Los jasmonatos son un grupo de
hormonas vegetales (Sembdner y Parthier, 1993; Creelman y Mullet, 1995) que
inhiben la division (Ueda y Kato, 1982) y la elongacién celular (Ueda et al., 1995).
Todas las respuestas a los jasmonatos, tanto aplicados externamente como liberado
internamente como consecuencia de situaciones de estrés, parecen estar
correlacionados con alteraciones en la expresion genética a tres niveles: (1) induccion

de la sintesis de polipéptidos especificos, (2) inhibicion selectiva de la sintesis de
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polipéptidos existentes antes del tratamiento, y (3) retraso en la regulacion de

biosintesis de proteinas a nivel general (Reinbothe et al., 1994).

Los jasmonatos se encuentran a concentraciones de entre 10 y 100 ng-g™ de
peso fresco en plantas sanas, pero éstas pueden ser mayores en plantas o partes de
plantas afectadas por estrés bibtico (ataques de insectos o patdgenos) y abidtico
(sequia, estrés osmobtico, luz UV, bajas temperaturas, ozono o calor), o que han
sufrido dafios mecanicos (Ghasemi Pirbalouti et al., 2014). Diferentes trabajos
(Memelink et al., 2001; Wasternack, 2007; Wasternack y Hause 2013), han
demostrado que los jasmonatos activan sefiales de transduccion para la sintesis de
proteinas y metabolitos secundarios de defensa, como respuesta a diferentes tipos de
estrés. Ademas, se ha visto que los jasmonatos estimulan procesos de resistencia

sistémica inducida (Van Loon, 2000).

Es bien conocido que los jasmonatos interactian con otras hormonas vegetales
en muchos procesos fisiologicos. Es probable que las auxinas reduzcan algunos
procesos inducidos por los jasmonatos y viceversa. Asi, por ejemplo, la inhibicién del
crecimiento de raices provocada por los jasmonatos parece ocurrir preferentemente a
través de la modulacion de los efectos de las auxinas en el crecimiento y desarrollo de

aguellas (Wasternak y Hause, 2013).

La concentracién enddgena de jasmonatos en las uvas con semillas es mayor
al inicio de su desarrollo siguiendo luego un descenso constante hasta la madurez, tal
y como han constatado Kondo y Fukuda (2001). Diferentes parametros de calidad de
los frutos pueden verse mejorados con aplicaciones de MeJA durante su desarrollo.
Asi, en frambuesa (Rubus spp.), la concentracion de sélidos solubles se ha visto
incrementada y la acidez total reducida en frutos tratados frente a testigos (Wang vy
Zheng, 2005). Tratamientos con jasmonatos durante la maduraciéon incrementan la
degradacion de la clorofila y la biosintesis de antocianinas, acido ascérbico y -
carotenos en los frutos. Se han detectado, ademds, incrementos en los niveles de
antioxidantes en manzana, platano (Musa X paradisiaca) y mango (Mangifera indica)
(Rudell et al., 2002; Schreiner y Huyskens-Keil, 2006). Kondo et al. (2000) observaron
que los efectos en el color de cerezas y manzanas dependian principalmente del
caracter climatérico o no climatérico del fruto. En mango (Lalel et al., 2003), manzana
(Fan y Mattheis, 1999; Kondo et al., 2005; Li et al., 2006) y fresa (Ayala-Zabala et al.,
2005; De la Pefia-Moreno et al., 2010) se ha incrementado la producciéon de aromas
volétiles con aplicaciones de jasmonatos. En fresa se ha observado un incremento de
la concentracion de terpenos (Ayala-Zabala et al., 2005), alcoholes y esteres en los
frutos (Pefia-Cortés et al., 2005).
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Ruiz-Garcia et al. (2012, 2013) han demostrado que las aplicaciones de MeJA
al inicio de la maduracién pueden ser (tiles para mejorar los parametros de madurez
tecnoldgica, el contenido fendlico, color y aroma en mosto y vino cv. Monastrell. En los
estudios realizados, los vinos procedentes de bayas tratadas fueron claramente

preferidos frente a los controles en el analisis sensorial (Ruiz-Garcia et al., 2012).

Aplicaciones de MeJA tras la recoleccién mantienen en el tiempo la calidad de
muchas hortalizas y flores (Rohwer y Erwin, 2008; Ghasemi Pirbalouti et al., 2014), ya
que favorecen las defensas naturales frente a ataques de insectos y patdgenos
microbianos (Baldwin, 1998; Gozzo, 2003; Bower et al., 2005), y reducen el dafio por
frio durante el almacenamiento en cadmaras frigorificas (Meir et al., 1996; Fung et al.,
2004). Con estas aplicaciones, Mukkun y Singh (2009) contuvieron el deterioro de
frutos causado por Botrytis cinerea en fresa. Repka et al. (2004) han descrito
respuestas multiples al tratamiento de hojas y cultivos celulares de vid con MeJA,
incluyendo reacciones de hipersensibilidad, formacion de callo o expresion de genes
para proteinas de defensa.

El MeJA ha sido estudiado como potencial agente de abscision en diferentes
cultivos como tomate cherry (Lycopersicon esculentum) (Beno-Moualem et al., 2004),
olivo (Burns et al.,, 2008), naranja (Hartmond et al.,, 2000; Kender et al., 2001),
ardndano (Malladi et al., 2012), uva de mesa y de pasificacion (Fidelibus et al., 2007a;
Gonzalez-Herranz et al., 2009; Fidelibus y Cathline, 2010) y uva de vinificacion
(Fidelibus et al., 2007a). Los trabajos realizados han ensayado la aplicacién de MeJA,
solo o combinado con otros fitorreguladores, a diferentes dosis y/o momentos de
tratamiento, con el fin de evaluar los efectos en parametros como la FDF, la caida de

frutos o la aparicién de tejido cicatricial en la zona de abscision.

Hartmond et al. (2000) realizaron los primeros ensayos de aplicacion de MeJA
como agente de abscision en citricos, evaluando el efecto de distintas concentraciones
de producto, que llegaban hasta 2225 g-L™, con distintos tipos de tratamiento (por
inmersion del fruto, mediante pulverizacion a toda la planta, o localizada en la zona de
abscision del fruto). Los autores observaron que los tratamientos con dosis medias
diez dias antes de la recoleccién eran los mas eficaces, ya que disminuian la FDF sin
causar una excesiva caida de frutos. También en naranjo, Kender et al. (2001)
demostraron que los tratamientos combinados de MeJA y CMNP (5-cloro-3-metil-4-
nitro-1H-pirazol) mejoraban la eficiencia del MeJA, aunque dosis altas del tratamiento

tenian un efecto defoliante no deseado sobre las plantas.
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En arandano, (Malladi et al., 2012) observaron que tratamientos de MeJA a
concentraciones de 4485 mg-L? inducian una abscision de frutos rapida y
generalizada, tan solo un dia después de su aplicacion. Sin embargo con dosis tan

altas, aparecian sintomas de fitotoxicidad en las hojas.

Como en otros cultivos, los resultados que se han obtenido con la aplicacion de
MeJA en vifiedo han sido variables en funcion del cultivar considerado, tal y como han
puesto de manifiesto Fidelibus et al. (2007a), Gonzélez-Herranz et al. (2009), Fidelibus
y Cathline (2010) y Rizzuti et al. (2015) en variedades diferentes de uva de mesa, de
pasificacion y de vinificacion. Fidelibus et al. (2007a) han mostrado en cv. Thompson
seedless que tratamientos de MeJA entre 45 y 4485 mg-L" proporcionaron
reducciones importantes de la FDF, aunque las dosis maximas provocaban una
intensa caida prematura de bayas. Para evitar el problema en esas condiciones de
cultivo, Gonzalez-Herranz et al. (2009) establecieron que el momento Optimo de
tratamiento seria tres dias antes de la recoleccion. Fidelibus et al. (2007a) en
variedades de vinificacion (cv. Merlot y cv. Cabernet sauvignon) observaron que
tratamientos a 4485 mg-L™ producian una menor caida de fruto que en el caso de las

variedades apirenas de mesa, por debajo de un 10%.

Por otra parte, se ha visto que tratamientos de MeJA con dosis entre 1780
mg-L™" y 4485 mg-L"* favorecen la cicatrizacion de la zona de abscision de las uvas
(Gonzalez-Herranz et al., 2009; Fidelibus y Cathline, 2010). Esta cicatrizacion podria
tener un efecto muy positivo en la calidad de la uva vendimiada mecanicamente ya
que eliminaria puntos de entrada de microorganismos. Ademas, la mayor presencia de

bayas con cicatriz podria reducir la liberacién de mosto, susceptible de ser oxidado.

No existen investigaciones en uva de vinificacion que hayan evaluado el efecto
de la aplicacion de agentes de abscision como el MeJA sobre el rendimiento de la
vendimia mecanizada, y sus posibles beneficios sobre la calidad de mostos y vinos.
También seria interesante estudiar la aplicacion combinada del MeJA con otros
fitorreguladores, para aprovechas posibles sinergias entre ellos que permitieran reducir
las dosis de productos, disminuyendo asi los costes de los tratamientos y los niveles

de residuos en los frutos.
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[I. OBJETIVOS Y PLANTEAMIENTO EXPERIMENTAL.

El objetivo general de la presente Tesis Doctoral es evaluar el potencial de la
aplicacion prevendimia de agentes de abscision de la uva como técnica util para
facilitar la recoleccion mecanizada y obtener uvas y vinos de mayor calidad. Para

lograr este objetivo general se han planteado los siguientes objetivos especificos:

1. Estudiar la influencia de la aplicacién prevendimia de distintas concentraciones
de metil jasmonato (MeJA) sobre el proceso de abscision de la uva, evaluando la
fuerza de desprendimiento del fruto, la presencia de tejido cicatricial en la zona de
abscision y la incidencia de posibles efectos adversos como defoliacion de las plantas

o caida prematura de frutos.

2. Evaluar los efectos aditivos y de interaccion de los tratamientos prevendimia de
MeJA, combinados con etefén y con acido l-aminociclopropano-1-carboxilico (ACC)
sobre el proceso de abscision, incluyendo la accién sobre los niveles de etileno en los
tejidos del fruto en el caso de la combinacion con ACC.

3. Evaluar la influencia de tratamientos combinados de MeJA y etefdn previos a la
recoleccion sobre el rendimiento y la liberacion de mosto en la vendimia mecanizada
bajo distintos regimenes de trabajo, y sobre las caracteristicas fisicoquimicas del

mosto y del vino.

El trabajo experimental se ha llevado a cabo entre 2009 y 2013. Para alcanzar
los objetivos propuestos se han realizado tres ensayos de campo, dos de ellos en
vifiedo cv. Verdejo en la D.O. Rueda (Ensayo 1 y 3), y un tercero en Parlier (California)
con cv. Thompson seedless, fruto de una estancia predoctoral en la Universidad de

Dauvis realizada en 2013 (Ensayo 2).

En un primer momento, se estudiaron los efectos en la abscision del fruto de
aplicaciones sobre los racimos 10 dias antes de vendimia distintas concentraciones de
MeJA combinadas en disefios de tipo factorial con etefén (Ensayo 1) y ACC (Ensayo
2). Ambos ensayos se enmarcan en los objetivos 1y 2 de la Tesis, En el Ensayo 1 se
analizé la influencia de los tratamientos experimentales sobre las caracteristicas fisico-
guimicas del mosto, mientras que el Ensayo 2 incluy6 especificamente el estudio de la
evolucion del nivel endégeno de etileno en los tejidos del fruto desde el momento del

tratamiento hasta la recoleccion.

Una vez demostrado en los dos primeros experimentos el interés potencial de

los agentes de abscision para facilitar el desprendimiento del fruto en la vendimia

29



Utilizacion de agentes de abscision de la uva para optimizar la vendimia mecanizada.
IILOBJETIVOS Y PLANTEAMIENTO EXPERIMENTAL

mecanizada, se puso en marcha el Ensayo 3. En este trabajo se estudiaron
tratamientos combinados de MeJA vy etefon con las dosis mas favorables obtenidas en
el Ensayo 1, evaluando su efecto en el rendimiento de la vendimia utilizando una
maquina vendimiadora con diferentes regimenes de trabajo. Se analiz6 el impacto de

los tratamientos sobre la composicion de mostos y vinos (objetivo 3).
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[ll. ENSAYO 1.

Potential of combined ethephon and methyl jasmonate treatments for improving
mechanical harvesting of wine grapes.

(Potencialidad de los tratamientos combinados de etefén y metil jasmonato para
mejorar la vendimia mecanizada de uva de vinificacion).

Autores: L. Uzquiza, R. Gonzélez, M. R. Gonzalez y P. Martin.

Departamento de Produccién Vegetal y Recursos Forestales, Universidad de
Valladolid, Av. Madrid 57, C.P/ 34004, Palencia, Espafa.

Publicado en: European Journal of Horticultural Science, 78 (4): 169-175. Afio:
2013.

I11.1. Resumen

Los agentes de abscision reducen el dafio producido a las uvas y el volumen
de mosto liberado durante la vendimia mecanizada, evitando oxidaciones indeseables
y procesos de fermentacion previos a la vinificacion. Se ha demostrado que
reguladores de crecimiento como el etefon o el metil jasmonato son efectivos, por
separado, para reducir la fuerza de desprendimiento del fruto (FDF) en diferentes
cultivares de vifiedo, sin embargo, los efectos aditivos o interacciones de ambos
productos en tratamientos combinados no han sido investigados hasta ahora. El
objetivo de este estudio fue evaluar el potencial uso de etefén y metil jasmonato,
separadamente y en combinacién, como agentes de abscisién para mejorar la calidad
de la vendimia mecanizada en uva de vinificacion cv. Verdejo. Los experimentos se
realizaron en 2009, 2010 y 2011, utilizando un disefio factorial en el que racimos
maduros cv. Verdejo se pulverizaron con diferentes soluciones de metil jasmonato (O,
10, 20 6 40 mmol-L™") y etefén (0 6 1000 mg-L™). La FDF y el estado de la capa de
abscision del fruto fueron controladas hasta 8 dias después de las aplicaciones. El
etefén redujo la FDF a partir de 4 dias después de aplicar los tratamientos en las 3
campafas, manteniendo valores inferiores a los controles hasta el momento de la
vendimia. ElI metil jasmonato tuvo menor efecto que el etefén y disminuy6 la FDF

desde los 6-8 dias después de las pulverizaciones. Se detectd un efecto aditivo en el
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analisis de la varianza, la cual hizo que la combinacion de etefébn con metil jasmonato
fuera mas efectiva que la aplicacion de cualquiera de los agentes por separado. Los
menores de valores de FDF antes de la vendimia correspondieron a las plantas
cotratadas, con una reduccion de hasta el 45% respecto a los controles sin tratar.
Ademas, los tratamientos combinados incrementaron significativamente el porcentaje
de bayas que presentaban una cicatriz de abscision seca a partir de los 8 dias
después de la aplicacién, alcanzando valores acumulados de hasta el 60% en 2011.
Los dos agentes de abscision estudiados apenas afectaron a la composicién de los
mostos, y no produjeron efectos adversos como caida prematura de frutos antes de la
vendimia o defoliacion. Estos resultados demuestran que los tratamientos combinados
de etefon y metil jasmonato son potencialmente (tiles para mejorar la calidad de la
vendimia mecanizada de uva cv. Verdejo. Son necesarias investigaciones para
determinar las concentraciones exactas de agentes de abscision requeridas para
facilitar el desprendimiento de los frutos, y para establecer los ajustes 6ptimos de las

maquinas vendimiadoras en vifiedos tratados en diferentes condiciones de cultivo.

Palabras clave: Abscision — desprendimiento de frutos — etileno — mosto — reguladores

de crecimiento— Vitis vinifera L.

[1l.2. Summary

Abscission agents could reduce the damage to grapes and the volume of juice
released during mechanical harvesting, avoiding undesirable oxidation and
fermentation processes before the winemaking begins. Plant growth regulators such as
ethephon or methyl jasmonate have been shown to be effective separately to reduce
fruit detachment force (FDF) in different grapevine cultivars, however, additive and
interaction effects of both products in combined treatments have not been evaluated
yet. The objective of this study was to evaluate the potential use of ethephon and
methyl jasmonate, separately or in combination, as abscission agents to improve the
quality of machine-harvested ‘Verdejo’ wine grapes. The experiments were conducted
in 2009, 2010 and 2011, using a fully crossed factorial design where mature clusters of
'Verdejo’ grapevines were sprayed with different solutions containing methyl jasmonate
(0, 10, 20 or 40 mmol-.L™) and ethephon (0 or 1000 mg-L™). FDF and stem end
condition of the berries were monitored for a maximum of 8 days after the applications.
Ethephon reduced FDF 4 days after treatment in all growing seasons, maintaining
values below those of controls until harvest. Methyl jasmonate had less effect than

ethephon and declined FDF from 6—8 days after the sprayings. An additive effect was
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detected in the analysis of variance, which makes the combination of ethephon and
methyl jasmonate more effective than either agent alone. The lowest FDF values just
before harvest corresponded to cotreated plants, with reductions up to 45% relative to
untreated controls. Moreover, combined treatments significantly increased the
percentage of detached berries presenting dry stem scars up to 8 days after the
application, reaching accumulated values up to 60 % in 2011. Both abscission agents
little affected must composition parameters, and did not produce adverse effects as
preharvest fruit drop or defoliation. These results demonstrate that combined
treatments with ethephon and methyl jasmonate are potentially useful to improve
quality of mechanically harvested ‘Verdejo’ grapes. Additional research is needed to
provide the exact concentrations of abscission agents required for consistent fruit
loosening in practical applications, and to establish the optimal harvester settings in

treated vineyards at different growing sites.

Key words. Abscission — ethylene — fruit-loosening — must — plant growth regulators —

Vitis vinifera L.

[11.3. Introduction

Mechanical harvesting is an important technique in order to contain the
operating costs of the vineyard, but may have adverse effects on wine characteristics.
The must production during the process, mostly due to the energetic action of the
shakers, which knock against the clusters to allow the detachment of the berries, is the
major factor impacting on wine quality (BALDINI and INTRIERI, 2004). The breaking of
the grapes and the release of free must cause the trigger of some biochemical
processes (oxidation and uncontrolled fermentation) before being delivered to the
winery, that negatively affect the stability and organoleptic caracteristics of the wine
(MEYER, 1969; NAGEL and GRABER, 1988). Although harvesting equipment has been
improved over the years to minimize berry damage, varieties with delicate skin are still
problematic (WALG, 2007).

The grape juice production depends on many factors, including physical-
mechanical characteristics of the berry as its breaking strength and its detachment
from the pedicel (CARRARA et al., 2007), ambient factors (CATANIA et al., 2009), and
speed and frequency of the shakers of the harvesting machine. A decrease in the fruit
detachment force (FDF) could allow working at a lower varying shaker frequency and,
therefore, must production and damages in berries and vines might be reduced

(CARRARA et al., 2007). In this sense, the preharvest application of fruit loosening
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agents (chemical products that stimulate the abscission) on wine grapes could be
potentially useful to improve harvest yield and quality.

Abscission of leaves and fruits respond to developmental cues and biotic and
abiotic stresses. The abscission zone is developed from the basal part of organ and
further differentiated as separation and protection layer. The organ separation is
produced by the degradation of the cell walls in the abscission zone, which is
associated in grapes with an increase in the activity of cellulase and polygalacturonase
(DENG et al., 2007). Abscission is a process highly regulated by phytohormones such
as ethylene and jasmonates (ROHWER and ERWIN, 2008; ZHANG and ZHANG, 2009).

Ethephon (2-chloroethylphosphonic acid) is a plantgrowth regulator that, once
inside the tissues, breaks down to liberate ethylene (MAYNARD and SWAM, 1963).
Several studies conducted over 30 years ago, have shown that ethephon treatments
previous to harvest lead to easier detachment of the fruits in different Vitis vinifera L
cultivars, increasing the presence of a dry stem scar in the abscission points
(SzyJewicz et al., 1984). Both facts contribute to minimize physical damages and must
losses in mechanical harvesting. However, the effects of ethephon are strongly
influenced by concentration and time of treatment, cultivar differences and seasonal
conditions (PETERSON and HEDBERG, 1975; EL-ZEFTAWI, 1982; SzYJEWICZ et al., 1984).

Jasmonates are a group of phytohormones, including jasmonic acid, methyl
jasmonate and closely-related analogues, which are involved in numerous
physiological plant processes (GROSs and PARTHIER, 1994; ROHWER and ERWIN, 2008)
specifically stress responses, senescence and abscission of leaves and fruits. Methyl
jasmonate might be a useful abscission agent in citrus (HARTMOND et al., 2000), but its
efficacy seems to be lower than ethylene releasing compounds as ethephon in other
plants (BURNS et al., 2008). FIDELIBUS et al. (2007) and GONZALEZ-HERRANZ et al.
(2009) have shown that methyl jasmonate selectively induces abscission of mature
grape berries and promotes dry stem scars on the abscission zone, demonstrating that

these effects are dose dependant.

As adverse effects, the use of fruit-loosening agents at relatively high
concentrations can produce undesirable defoliation (EL-ZEFTAWI, 1982; HARTMOND et
al., 2000) or excessive natural detachment of fruits before harvest, which leads to
significant yield losses (FIDELIBUS et al., 2007). Ethylene releasing compounds can

delay budbreak and reduce vegetative growth the next spring (EIRs and CELIK 1981).

Interactions between phytohormones could substantially affect abscission.

Several ethylene-independent, ethylene-promoted or ethylene-antagonised jasmonate
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responses have been discovered at physiological and genetic levels (ROHWER and
ERWIN, 2008). Methyl jasmonate application was shown to enhance ethylene
production in apple (SANIEWsSKI et al., 1987) and citrus fruit (HARTMOND et al., 2000),
while in other crops, as olive, no increases or even decreases in ethylene production
have been reported (SANz et al., 1993). ABELES et al. (1989) suggested that the
abscission processes initiated by methyl jasmonate are independent of ethylene
production within the tissue. In any case, possible additive or synergistic effects
between abscission agents could be exploited in combined treatments to facilitate

mechanical harvesting.

The objective of this study was to evaluate the additive and interaction effects of
ethephon and methyl jasmonate applications on fruit detachment force in different
seasonal conditions, and their potential use for improving mechanical harvesting of

‘Verdejo’ wine grapes.

[11.4. Material and Methods

A field trial was carried out in 2009, 2010 and 2011, in a cv. ‘Verdejo'/110
Richter vineyard located in Rueda Appellation d’Origine area (North-Central Spain).
‘Verdejo’ is a white grape cultivar, native from Rueda, which produce famous aromatic
wines. The vineyard was planted in 2003 at 3.0 x 1.5 m (2222 vines-ha™). Vines are
pruned to a double Guyot system, leaving twenty buds in each, and are grown in trellis
under irrigation, according to the standard practice in the zone. The soil is sandy and

deep, with basic pH and low contents of organic matter.

Temperature and precipitation data were provided by the weather station of
Rueda (Valladolid), located near the field trial. Mean air temperature was 11.1 °C in
2009, 11.9 °C in 2010 and 12.8 °C in 2011. During these growing seasons, there were

neither late frosts nor remarkable attacks of pests or diseases.

Different treatments were compared, resulting from combination in a fully
crossed factorial experiment of two doses of ethephon (0 and 1000 mg-L™) with two
doses of methyl jasmonate (0 and 20 mmol-L™) in 2009, and with three doses of
methyl jasmonate (0, 20 and 40 mmol-L™") in 2010 and 2011. 1 mmol-L™" methyl
jasmonate approximately corresponds to 224 mg-L™. Solutions consisted of Ethrel 48
(ethephon 48 % wi/v, Nufarm Espafia SA) and methyl jasmonate (95 % purify, Sigma-
Aldrich). All solutions included PG Supermojante 1 %v/v (alquilphenol

ethoxilated/propoxilated 99.6 % w/w; Dwo AgroSciences Iberica, SA) as wetting agent.
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Experimental design was completely randomized with five replications and one
plant per replication. Treatments were applied to the clusters until runoff with a hand
sprayer (average around 0.25 L solution per vine) when grapes had amassed sufficient
soluble solids: 8 Sept. 2009 (19.8° Brix), 14 Sept. 2010 (20.1° Brix) and 1 Sept. 2011
(23.1° Brix). In 2009 and 2011, there were no rainfalls from sprayings to harvest
whereas, in 2010, 14.4 and 5.4 mm were registered 3 and 4 days after the applications,
respectively.

One cluster per replication was taken carefully 2, 4, 6 and 8 days after
treatments to measure the force required to detach each berry from the rachis.
Sampled clusters were cut in three portions: top, middle and bottom part, and from
each one, two berries were cut with pedicel to measure fruit detachment force (FDF).
Each berry was placed in a jig attached for a force gauge (DS2-N5; Imada, Northbrook,
IL) and force parallel to the fruit axis was applied to the rachis until it detached from the

berry, at which time peak force was recorded.

The condition of the surface of the abscission zone (presence of a dry stem
scar) in the berries detached in the course of making FDF measurements was checked
8 days after treatments, using a binocular magnifying glass. Further, in 2010 and 2011,
a cluster from controls and vines cotreated with ethephon and 20 or 40 mmol L-1
methyl jasmonate was shaken by hand at harvest. Then, detached berries were
classified depending on the presence or not of scar tissue (dry or wet) in the abscission

zone.

To assess potential yield losses associated with treatments, in 2010 and 2011
one cluster per replication was randomly selected after the sprayings and was loosely
enclosed in plastic mesh bags to catch any berries that might abscise. The weight
percentage of dropped berries was determined. Possible leaf yellowing and/or leaf
abscission in treated plants were observed until the end of growing season. Vines were

monitored next spring for date of bud break.

At harvest (16 Sept. 2009, 22 Sept. 2010 and 11 Sept. 2011), 50 berries were
randomly collected and weighed in each experimental treatment. Total soluble solids
content, total acidity and pH were determined in the must obtained from each sample
according to the official methods of analysis established by the European Commission
(EEC 2676/90 Regulations; European Commission 1990). Absorbances at 420 nm

(UV/VIS spectrophotometer Jasco V-530) also were measured.
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Data were subjected to factorial analysis of variance (ANOVA) using SAS
statistical software (SAS Inst., Cary, NC). The separation of means was accomplished
using the Least Significant Difference (LSD) test.

I11.5. Results and Discussion.

The factorial analysis of variance (Table Ill.1) shows that the fruit detachment
force (FDF) and the condition of the surface of the abscission zone in berries detached
were significantly modified by conditions during the growing season and experimental
treatments. There were strong seasonal differences between 2009 versus 2010 and
2011 (Tables 1.1 and IIl.2), probably due to differences in environmental conditions
that prevailed at or after applications, particularly to differences in temperature and soll
moisture levels (PETERSON and HEDBERG, 1975). Within each year, FDF decreased
throughout the course of the study whether the clusters were treated with abscission

agents or not (Table I11.2).

Table Ill.1. Mean squares of factorial analysis of variance of data ontained from
ethephon (ET) and methyl jasmonate (MeJA) sprayings at different days after
treatments (DAT) in 2009, 2010 and 2011.

Source of variation

Parameter/Time

Model Year ET MeJA ET*MJ Error
Weight of dropped berries (%)
From 0 to 8 DAT 44.15 22.25 46.54 59.06 44.18 26.60
Fruit Detachment Force
4 DAT 2560 ** 7.829 ** 1322 ** 0.105 0.056 0.100
6 DAT 2.867 * 9.092 * 1.383 * 0.349 0.046 0.120
8 DAT 3.838 * 12955 * 1.006 * 1.667 * 0.026 0.137
Berries with dry stem scar (%)
8DAT 2036.1 ** 1820.1 ** 4584.1 ** 2374.6 ** 1272.8* 168.8
Berry weight
8 DAT 0.428 * 1.347 ** 0.003 0.202 0.086 0.127
Must composition
Brix 22445 * 72349 * 0.808 0.035 4,381 3.138
pH 0.049 * 0.099 * 0.025 0.018 0.035 0.018
Total Acidity 6.554 * 21.160 * 0.028 1511 * 1.261 0.472
Absorbance 420 nm 0.216 0.591 * 0.001 0.100 0.472 0.179

* Significant p<0.05; ** significant p<0.01.
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Ethephon spraying reduced FDF 4 days after treatment (p<0.05) in all studied
seasons (Fig. Ill.1), maintaining values below those of untreated controls until harvest
(Table 111.2). In concordance, EL-ZEFTAWI (1982) observed that dose of 1000 mg-L™
ethephon was effective to reduce the cluster detachment force 5-7 days after

treatments in various wine grape cultivars.

Methyl jasmonate treatments presented a minor and later effect on FDF than
those of ethephon. Differences between treated and untreated vines were not
significant in 2010, whereas in 2009 (20 mmol-L™") and 2011 (40 mmol-L™) methyl
jasmonate declined FDF from 6-8 days after the sprayings, with respect to controls.
These FDF reductions did not reach the levels of 75-80 % observed by FIDELIBUS et
al., (2007) in raisin grapes and HARTMOND et al. (2000) in citrus, using similar doses of

methyl jasmonate.

Table Ill.2. Mean values of fruit detachment force and proportion of abscised berries
exhibiting a dry stem scar, obtained with ethephon (ET) and methyl jasmonate (MeJA)
applications in different days after treatments (DAT).

Year ET MeJA Fruit Detachment Force (N) Dry scar
(mg-LY) (mmol-L?) berries (%)

2 DAT 4 DAT 6DAT 8DAT 8DAT

2009 O 0 1.250 a 1358 a 1.718 a 1.017 a 0.0 a
20 1189 a 1.192 a 1123 b 0.824 a 0.0 a

1000 0 1.313 a 1188 a 0964 a 0.897 a 00 b

20 1.200 a 0951 a 0.774 a 0555 b 333 a

2010 O 0 2283 a 1995 a 1955 a 2111 a 0.0 a
20 1979 a 2131 a 2225 a 2.060 a 0.0 a

40 2122 a 2097 a 1870 a 1.858 a 0.0 a

1000 0 2102 a 1700 a 1910 a 1.782 ab 0.0 a

20 2267 a 1884 a 2.101 a 2.081 a 0.0 a

40 2127 a 1689 a 1834 a 1745 b 33 a

2011 0O 0 2813 a 2537 a 2244 5 2545 a 0.0 a
20 2957 a 2349 a 2439 5 2554 a 00 a

40 2420 a 2282 a 2438 3 1873 b 10.0 a

1000 0 2.363 ab 2.166 a 2.154 gp 2.272 a 00 ¢

20 2922 a 2378 a 2414 5 2202 a 200 b

40 2311 b 1853 a 1776 p 1.380 b 60.0 a

Within years and ethephon treatments, means with different letters are significantly different
(p<0.05, LSD test).
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Figure lll.1. Comparison of means of fruit detachment force (FDF) registered 4 days
after applications in plants treated and untreated with ethephon (ET) in 2009, 2010 and
2011.

The lack of response to methyl jasmonate on FDF in 2010 can be associated
with the rainfall registered 3 and 4 days after treatments (19.8 mm in total), which might
have washed part of the product from the clusters. This precipitation may have
eliminated the effects of methyl jasmonate but not those of ethephon, since they act
faster (Fig. 11l.1). Not only the rainfall after spraying (MORTENSEN, 1980) but also an
incomplete cover of product in the grapes or an insufficient maturity level of fruits when
they receive the application may affect the efficacy of abscission agents (FIDELIBUS et
al., 2007).

The additive effect reflected in ANOVA (Table 1ll.1) made the combination of
ethephon (1000 mg-L™") and methyl jasmonate more effective than either agent alone.
Really,the lowest FDF values registered 8 days after treatments in the trial
corresponded to cotreated plants (Table 111.2). The declines accounted for 47.2 % in
2009 (20 mmol-L™ methyl jasmonate) and 45.8 % in 2011 (40 mmol-L™" methyl
jasmonate), relative to untreated controls. These reductions could minimize physical

damage on mechanically harvested grapes.

Although methyl jasmonate treatments were shown to increase ethylene
production in different crops (SANIEwsSKI et al., 1987; HARTMOND et al., 2000), the
abscission processes initiated by methyl jasmonate could be due, at least in part, to a
direct effect of the hormone, independent of ethylene production within the tissue, on

polysaccharide metabolism and mechanical weakening of cell walls in the abscission
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zone (ABELES et al.,, 1989; SANz et al.,, 1993). The additive effect between methyl
jasmonate and ethephon we have detected might be a result both of an enhancing of
ethylene production and an ethylene-independent action.

Data of the condition of the surface of the abscission zone in the berries
detached for FDF measurements showed that ethephon or methyl jasmonate had no
effects on this parameter applied separately (Table 111.2). Despite this fact, it is
interesting to note that combined treatments with both plant growth regulators
significantly increased the presence of a dry stem scar in berries detached up to 8 days
after the application with respect to the controls (Table 1l1l.2), reaching accumulated
values up to 60 % in 2011. When the clusters cotreated with methyl jasmonate (20 and
40 mmol-L™) and ethephon (1000 mg-L™) were shaken by hand at harvest, the
percentages of detached berries presenting scar tissue in the abscission zone were
greater than 50 % (Fig. 11.2). GONZALEZ-HERRANZ et al. (2009) in cv. ‘Thompson
Seedless’, and MoORRIS and CAWTHON (1981) in cv. ‘Concord’, have reported increase
on the presence of dry stem scars after simple applications of methyl jasmonate (doses
above 10 mg-L™) and ethephon (400 mg-L™) respectively. There are no references in

the literature about combined effects of both abscission agents on this variable.

2010 2011
10 % a 48 43b %a 24D lzob
B Without scar tissue
O With scar tissue
50% -
4b 52a 57a 5b 76a 80a
0% . . 1 . . |

Control ET1000mg.L" + ET 1000 mg.l.'1 + Control ET 1000 mg.L'1 + ET 1000 mg.L'1 +
MJ 20 mmol.L’  MJ 40 mmol.L’ MJ 20 mmol.L" MJ 40 mmol.Lt

Figure 111.2. Percentage of detached berries presenting scar tissue in the abscission
zone, when the clusters were shaken by hand at harvest, in different experimental
treatments combining ethephon (ET) and methyl jasmonate (MJ) applications. Within
years and colours, means followed by a different letter are significantly different
(p<0.05, LSD test).
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Wet stem scars provide an entry point for pathogenic microorganisms
(BALLINGER and NESBITT, 1982; Kou et al., 2007) and enable juice to leak from the
berries, promoting undesirable oxidation and fermentative processes before they are
delivered to the winery (MEYER, 1969). The dry scars prevent these problems and, on
the other hand, allow the harvest of individual berries, having minimal mechanical
damage. Therefore, the promotion of dry stem scars by combined application of methyl
jasmonate and ethephon is highly interesting.

The average of dropped berries, collected in net bags from spraying to harvest,
represented between 0.71 % (year 2010) and 1.35 % (2011) of total weight of the
clusters, considering the full field test. The ANOVA of these values was not significant
(p<0.05) for experimental treatments (Table Ill.1). Thus, the abscission agents did not
produce representative vyield losses if plants are harvested until 8 days after
treatments. The appearance of vines treated with methyl jasmonate and ethephon and
control vines were similar. No leaf yellowing, leaf abscission or delay in bud break date
in the next spring were observed after the application of abscission agents (data not

shown).

Berry weight and must composition parameters have shown significant
interannual differences (P < 0.05), but have been little affected by the abscission
agents applied, except for total acidity (Table 1ll.1). The juices from berries treated in
2011 with 40 mmol-L™ methyl jasmonate had significant higher titratable acidity than
untreated berries (Fig. 111.3). The results obtained for this variable, in wine grapes, are
consistent with those of studies on postharvest applications in stored fruits and
vegetables where methyl jasmonate have contributed to maintain the acidity levels
(WANG, 1998; JIN et al., 2006; GHASEMNEZHAD and JAVAHERDASHTI, 2008). On the
other hand, FIDELIBUS et al., (2007) found that ‘Cabernet Sauvignon’ berries treated
with 4500 mg-L™ methyl jasmonate had less total acidity than nontreated controls 14

days after the sprayings, while treatment had no significant effects in ‘Merlot’.

Since ethephon and methyl jasmonate were applied late, probably they did not
significantly affect ripening processes as when applied at veraison (GALLEGOS et al.,
2006; GONZALEZ et al., 2011; Ruiz-GARcCIA et al., 2012), and therefore they have not
impact on must composition parameters at harvest. Responses observed to ethephon
applications near the harvest have been little and variable, depending on cultivar and

seasonal differences (MORRIS and CAWTHON, 1981; EL-ZEFTAWI,1982).
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Figure III.3. Effect of different doses of methyl jasmonate on total acidity of must in the
three years studied.

In conclusion, fruit detachment force in ‘Verdejo’ grapevines has been
significantly reduced by cotreatments with ethephon and methyl jasmonate applied 8
days before harvest, without causing yield losses, defoliation or delay in bud break the
next spring. Moreover, the combined applications have promoted the formation of dry
stem scars in the abscission zones of the berries. For these reasons, the preharvest
treatment combining these two fruit-loosening agents is potentially useful as a tool for
enhancing wine quality in mechanically harvested vineyards. They can enable less
aggressive harvesting, leading to reduction of fruit damage, less material as rachis and

leaves are sent to the winery, and less volume of juice is released during the process.

Practical treatments of abscission agents to the canopy (fruiting zone) might not
be as effective as sprayings applied directly over the clusters have resulted in our
study. Further research should be carried out to provide abscission agent
concentrations necessary for consistent fruit loosening in practical conditions at
multiple growing sites. Moreover, application of fruit loosening agents should be tested
in larger scale mechanically harvested trials, to determine the optimal harvester
settings necessary to achieve high fruit removal with low fruit damage, as function of

the specific characteristics of treated vines.

Evaluation of musts and wines obtained from mechanically harvested grapes,
treated and untreated with ethephon and methyl jasmonate, must be made to
demonstrate these abscission agents can effectively improve wine quality. It will be

especially important to assess oxidative stability and aroma characteristics.
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IV.1.Resumen

La aplicacién de metil jasmonato (MeJA) o etefdn, agente liberador de etileno,
en uva cv. Thompson seedless puede reducir la fuerza de desprendimiento del fruto
(FDF) y promover el desarrollo de cicatrices secas en las zonas de abscision de las
bayas, mejorando posiblemente la calidad de la vendimia mecanizada. Sin embargo, la
cantidad de MeJA o etefébn necesaria para estimular la abscision podria ser
excesivamente cara y dejar una cantidad de residuos excesiva en el producto. Por ello,
se han llevado a cabo estudios para determinar si el MeJA podria interactuar con el
acido 1l-aminociclopropano-1-carboxilico (ACC), precursor bioquimico del etileno, para
promover los procesos relacionados con la abscision y posiblemente reducir la
cantidad de MeJA necesaria. En un ensayo preliminar, el MeJA (672 y 1,344 mg/L)
interactué con el ACC (500 y 1,000 mg/L) para reducir la FDF entre un 25 y un 70%
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comparado con las bayas sin tratar. Sin embargo, MeJA y ACC no interactuaron sobre
la caida prematura de frutos previa a la cosecha, aunque los tratamientos con 672 6
1.344 mg/L MeJA causaron un 16-23% de caida en los 3 dias posteriores al
tratamiento (DAT). En un segundo ensayo, las bayas tratadas con MeJA, solo o con
ACC, mostraron un maximo de produccién de etileno 1 DAT, que se mantuvo elevada
a los 2 DAT y se redujo rapidamente después, mientras que las bayas tratadas solo
con ACC mantuvieron una produccion moderadamente elevada durante los 10 dias de
duracion del estudio. Los tratamientos con ACC y MeJA redujeron la FDF desde 1 6 2
DAT, respectivamente. A los 2 DAT, las bayas comenzaron a desprenderse de los
racimos tratados con MeJA, independientemente de si eran tratadas también con ACC
0 ho, pero a los 3, 4, y 10 DAT, ACC y MeJA interactuaron para promover una
considerable caida prematura de uvas. Ademas, la combinacion de ACC y MeJA
también promovi6 el desarrollo de una cicatriz seca en la zona de abscision. Por todo
ello, la aplicacion combinada de MeJA y ACC es mas efectiva estimulando los
procesos relacionados con la abscisiéon de la uva que la aplicacion de cada compuesto
por separado.

Palabras clave: abscisidn, reguladores del crecimiento, vendimia mecanizada, Vitis

vinifera L.

IV.2.Summary.

The application of methyl jasmonate (MeJA) or ethephon, an ethylene-releasing
agent, to Thompson Seedless grapes can reduce fruit detachment force (FDF) and
promote the development of dry stem scars on berries, possibly improving the quality
of machine-harvested grapes. However, the amount of MeJA or ethephon needed to
stimulate abscission may be prohibitively expensive and result in excessive residues.
Thus, experiments were conducted to determine whether MeJA might interact with 1-
aminocyclopropane-1-carboxylic acid (ACC), a natural biochemical precursor of
ethylene, to promote abscission-related processes and possibly reduce the amount of
MeJA needed. In a preliminary trial, MeJA (672 and 1,344 mg/L) interacted with ACC
(500 and 1,000 mg/L) to reduce FDF by 25 to 70% compared with untreated grapes.
However, MeJA and ACC did not interact to affect preharvest fruit drop, although
treatment with 672 or 1.344 mg/L MeJA caused 16 to 23% drop by 3 days after
treatment (DAT). In a second trial, grapes treated with MeJA, singly, or with ACC,
produced ethylene which peaked at 1 DAT, remained elevated at 2 DAT, and declined
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rapidly thereafter, whereas grapes treated only with ACC maintained moderately
elevated ethylene production throughout the 10-day study. Treatment with ACC or
MeJA reduced FDF within 1 or 2 DAT, respectively. By 2 DAT, berries began to
abscise from MeJA-treated clusters, regardless of whether they were also treated with
ACC, but on 3, 4, and 10 DAT, ACC and MeJA interacted to greatly promote
preharvest fruit drop. Moreover, the combination of ACC and MeJA also promoted dry
stem scar development. Thus, coapplication of MeJA and ACC is more effective at

stimulating grape abscission-related processes than either compound applied singly.

Key words: abscission, mechanical harvesting, plant growth regulators, Vitis vinifera L.

IV.3.Introduction

Mature grape (Vitis vinifera L.) berries do not normally abscise, but they can be
induced to do so with the application of certain plant growth regulators, including
methyl jasmonate (MeJA) (FIDELIBUS and CATHLINE, 2010; FIDELIBUS et al., 2007) and
ethephon (FERRARA et al., 2010; HEDBERG and GOODWIN, 1980). The stimulation of
grape berry abscission results in some potentially beneficial effects, including a
reduction in fruit detachment force (FDF) and an increase in the proportion of berries
with dry stem scars, effects that could improve the quality of machine-harvested fruit
(FIDELIBUS et al., 2007; GONZALEZ-HERRANZ et al., 2009, HEDBERG and GOODWIN,
1980, UzQuizaA et al., 2013a, 2013b). However, MeJA and ethephon are only effective
grape abscission agents at relatively high concentrations ) (FIDELIBUS and CATHLINE
2010, GONzALEZ-HERRANZ et al., 2009, UzQuiza et al., 2013a, 2013b). Therefore, the
high cost of MeJA and the potential for excessive residues, particularly of ethephon,

could preclude their potential commercial use as grape abscission agents.

One strategy for improving the efficacy of abscission agents, and thereby
potentially decreasing their required application rates, is to use them in combination
(HoLM and WILSON, 1977; KENDER et al., 2001; UzQuiza et al., 2013a, 2013b). The
coapplication of MeJA and 5-chloro-3-methyl-4-nitro-1H-pyrazole (CMN-pyrazole)
increased internal ethylene content and decreased FDF of oranges (Citrus sinensis L.
[Osb.]) to a greater extent than was achieved by applying either agent singly (HoLM
and WILSON 1977; KENDER et al., 2001). The effects that combinations of abscission
agents may have on grape have been less studied, although combinations of ethephon
(1,000 mg/L) and MeJA (4,480 or 8,960 mg/L) were generally more effective at

reducing FDF and promoting dry stem scars on Verdejo grapes than either compound
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applied singly (UzQuiza et al., 2013a). Even so, Verdejo was not nearly as responsive
to abscission agents as some other grape cultivars such as Thompson Seedless
(FIDELIBUS et al., 2007) so additional testing is needed to determine the potential

benefit of combined treatments on responsive cultivars.

Exogenous application of jasmonates stimulates ethylene production in several
fruits, including orange (HARTMOND et al., 2000, Kender et al., 2001), apple (Malus x
domestica Borkh.) (FAN et al., 1998; SANIEWSKI et al., 1987a), tomato (Lycopersicon
esculentum) (SANIEWSKI et al., 1987b), and strawberry (Fragaria x ananassa Duch)
(MUKKUN and SINGH, 2009). Most of those studies focused on the physiology of fruit
ripening with the exception of the work on oranges (HARTMOND et al., 2000, KENDER et
al., 2001), which showed that the application of MeJA stimulated ethylene production
by the fruit, which was followed by fruit abscission. MALLADI et al. (2012) provided
indirect evidence that MeJA stimulates abscission of blueberry (Vaccinium spp.) fruits
at least partly via ethylene action, as the coapplication of MeJA with aminoethoxyvi-
nylglycine (AVG), an ethylene biosynthesis inhibitor, attenuated MeJA effects on
abscission. However, MeJA still induced some abscission of blueberry, even when
coapplied with AVG, which could suggest that MeJA may initiate some abscission
processes independently of ethylene. This finding agrees with recently reported work
showing that ethylene and jasmonic acid promote floral organ abscission via

independent pathways in Arabidopsis thaliana (Kim et al., 2013).

To our knowledge, the physiology of MeJA-induced berry abscission has not
been studied in grape, although such knowledge is needed to advance progress
toward developing effective grape abscission agents. If MeJA stimulates grape
abscission indirectly, via ethylene, then the coapplication of MeJA and 1-
aminocyclopropane-1-carboxylic acid (ACC), the biochemical precursor of ethylene,
might be expected to interact to promote abscission-related processes. To test this
hypothesis, Thompson Seedless grape berries were subjected to applications of MeJA
and ACC to determine whether those compounds, applied individually and in
combination, affected berry ethylene production, detachment force, preharvest ab-

scission, and the development of dry stem scars.
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IV.4.Material and Methods.
IV.4.1. Location and vineyard characteristics.

The experiments were conducted at the University of California Kearney Ag-
ricultural Center, Parlier, CA, with own-rooted Vitis vinifera cv. Thompson Seedless
grapevines supported by an overhead arbor trellis. The vines, planted in 1995, were
quadrilateral cordon trained and cane-pruned, leaving ~6 canes per vine and 15 nodes
per cane. Vines were spaced ~1.83 m within rows and 3.65 m between rows, which
were oriented east to west. All vines were subjected to cultural practices considered
normal and ordinary for dry-on-vine raisin grapes in the San Joaquin Valley
(CHRISTENSEN. 2000), except that the canes were not severed and raisins were not

made.

IV.4.2. Experiment I.

In 2010, a preliminary study was conducted. Four vines, each surrounded within
and between rows by guard vines, were selected based on their uniformity of
appearance and crop load. Nine clusters of similar size and appearance were selected
on each vine and randomly assigned to one of nine possible treatment combinations of
MeJA: 0, 672, or 1,344 mg/L (Bedoukian Research, Inc., Danbury, CT) and ACC: 0,
500, or 1,000 mg/L (Valent BioSciences, Libertyville, IL). Each treatment solution also
included 0.05% Latron-B 1956 spreader-sticker (Loveland Industries, Inc., Greeley,
CO). A factorial treatment structure in a randomized complete block design (RCBD)
was employed, with individual vines considered blocks and individual clusters
considered experimental units, so each treatment combination was applied to a cluster

on each vine, and all treatment combinations were replicated on each of the four vines.

On 20 Sep 2010, when berries had accumulated ~22 Brix, handheld sprayers
were used to apply the solutions directly to the appropriate clusters until run off (~0.06
L/cluster), and polyethylene shields were used to prevent overspray from contacting
other clusters. After the clusters had dried, they were enclosed in polypropylene mesh
bags to catch any berries that might abscise. The bags had a resealable flap at the
bottom, from which berries were collected and counted at harvest (GONZALEZ-HERRANZ
et al., 2009).

On 23 Sep, the peduncle of each cluster was severed with shears and the
clusters, still enclosed within mesh bags, were carefully transported to a laboratory
where FDF measurements were made. The clusters were gently removed from their

bags, and small shears were used to sever 10 berries from the top, middle, and bottom
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part of each cluster, retaining the pedicel and a short section of rachis with each berry.
Each berry was then placed in a jig attached to a force gauge (DPS-11; Imada,
Northbrook, IL), force parallel to the fruit axis was applied to the rachis until it detached

from the berry, and peak force was recorded (GONZALEZ-HERRANZ et al., 2009).

IV.4.3. Experiment Il.

In 2013, a second trial with more measurement times and response variables
was conducted. A factorial treatment structure in a RCBD was again employed. This
trial included five plots (replicates), each composed of six adjacent vines in a row.
Within each plot, 28 clusters were randomly selected from among all the clusters
available on the six vines in each plot, and the clusters were assigned to receive one of
four possible combinations of MeJA (0 or 1,344 mg/L) and ACC (0 or 1,000 mg/LACC),
with 0.05% Latron-B 1956. Seven clusters per plot received the same treatment
combination so that a cluster subjected to each treatment could be harvested from
each of the five plots on each of seven observation dates: the day of treatment and 1,
2, 3, 4, 5, and 10 days after treatment (DAT).

On 25 Aug 2013, when grapes had amassed 21° Brix, one cluster per treatment
per block was harvested. The remaining clusters were then treated with the appropriate
solution and, when dry, were enclosed in mesh bags as in the 2010 experiment. On 1,
2, 3, 4, 5, and 10 DAT, the number of berries that had abscised before harvest from a
cluster of each treatment and block was counted to determine the % abscission. The
clusters were then harvested and FDF was measured on 10 berries, as in 2010. After
each of the ten berries was detached, the stem-end condition of each detached berry
was observed and assigned to one of three classes: wet, dry, or with the pedicel
attached. Approximately 100 other berries from the same clusters were also clipped
from their clusters, retaining their pedicels, and used to determine ethylene production
rate. The berries were weighed and placed in airtight 473 mL glass mason jars (Kerr
Glass Manufacturing, Lancaster, PA), filling the jars by approximately half. The jars
were then sealed and held for 1 hr at 20°C. At that time, a sample of headspace gas
was taken with a gas-tight syringe passed through silicone septa installed in the jar lids
and injected into a gas chromatograph (series 400 AGC 211-2; EG&G Chandler,
Broken Arrow, OK) equipped with two 8% NaCl on alumina F-1 columns (0.32 x 122
cm and 0.32 x 30 cm, 80/100 mesh ) and one molecular sieve 5A column (0.32 x 91
cm, 80/100 mesh) and a flame ionization detector. Separations were performed at
70°C and a flow rate of 60 mL/min using a flow gas mixture consisting of hydrogen

(220 kPa), compressed air (83 kPa), and helium (248 kPa) and a sample injection
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volume of 2.0 mL. Quantification of ethylene was accomplished by comparing sample

and standard peak heights. The measurements were expressed in nL/g fresh wt/hr.

IV.4.4 Data analysis.

All data were subjected to analysis of variance (PROC GLM) by date, using
SAS statistical software (SAS Inst., Cary, NC). When appropriate, treatment means
were separated by Tukey—Kramer adjusted t test (p = 0.05).

IV.5.Results

In experiment |, MeJA interacted with ACC (p = 0.02) to reduce FDF at 3 DAT,
the only observation date that year (Table IV.1). Without ACC, MeJA did not reduce
FDF, and without MeJA, neither did ACC. The FDF of grapes treated with 2500 mg/L
ACC and 2672 mg/L MeJA was 25 to 30% lower than the FDF of grapes treated with
MeJA but not ACC. Treatment with a combination of 1,344 mg/L MeJA and 500 or
1,000 mg/L ACC reduced FDF by more than 50% compared to treatment with 1,344
mg/L MeJA alone.

Table IV.1. Effect of 1-aminocyclopropane-1-carboxylate (ACC) and

methyl jasmonate (MeJA) on fruit detachment force (FDF) of Thompson
Seedless grapes three days after treatment in 2010.

Fruit detachment force (N)
MeJA (mg/L)

ACC (mg/L) 0 672 1.344
0 1.176 a A 0.884 a A 0.962 a A
500 1.190 a A 0.649 ab A 0.342 b B
1,000 1.242 a A 0623 b A 0439 b B

Values are treatment means, n=4. Within rows, values are significantly different if
followed by a different lower case letter. Within columns, values are significantly
different if followed by a different upper case letter (p<0.05).

The primary and interaction effects of MeJA and ACC on FDF differed from
those on berry abscission. MeJA stimulated grape berry abscission (p = 0.002) but
ACC did not (p = 0.07), and MeJA and ACC did not interact to affect abscission (p =
0.38). Grapes did not abscise from clusters unless they were treated with MeJA, and a
similar percent berry abscission, 16 to 23%, was noted from clusters treated with 672
or 1,344 mg/L MeJA. In experiment I, MeJA plus ACC markedly and rapidly increased
grape berry ethylene production (Figure IV.1). At 1 DAT, grapes treated with both

MeJA and ACC produced 19 times more ethylene than untreated fruit, whereas grapes
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treated with ACC singly produced ~5 times more ethylene than untreated berries.
Ethylene production from grapes treated with MeJA, with or without ACC, began to
decline 2 DAT, though berries treated with ACC still produced 10 times more ethylene
than untreated berries, and berries treated with MeJA and ACC produced nearly 30
times more ethylene than controls. Ethylene production from berries treated with MeJA
plus ACC further declined at 3 DAT, though it was still greater than that of any other
treatment. By 4 DAT, grapes treated with the combination of MeJA and ACC produced
similar amounts of ethylene as grapes treated with ACC only, but grapes subjected to
either of those two treatments still produced more ethylene than grapes subjected to
other treatments. By 5 and 10 DAT, grapes treated with ACC produced more ethylene
than other grapes, though by 10 DAT most of the berries from clusters treated with
MeJA and ACC had abscised, either before or immediately after harvest, so there were
no longer enough nonabscised grapes to use for ethylene measurements. Grapes
treated with ACC only had a different pattern of ethylene evolution production than
those treated with MeJA, either singly or in combination with ACC: grapes treated only
with ACC had a steady, relatively moderate, elevated production of ethylene
throughout the study period.
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Figure VI.1. Effect of treatments of 1,000 mg/L 1-aminocyclopropane-1-carboxylic
(ACCQC), 1,344 mg/L methyl jasmonate (MeJA), and their combination on ethylene
production by Thompson Seedless grapes on several days after treatment in 2013.
Means (n = 5) followed by a different letter on each day are significantly different (p =
0.05). Due to berry abscission during handling, there were not enough berries with
pedicels attached to measure ethylene production at 10 DAT in the ACC + MeJA
treatment.
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In 2013, ACC reduced FDF on 1 DAT, and almost every day thereafter; MeJA
also reduced FDF, starting at 2 DAT, then every day thereafter (Table 1V.2). At 3 and 4
DAT, ACC and MeJA interacted to affect FDF as they did in 2010 (interaction p = 0.02),
and the combination of ACC and MeJA reduced FDF to half of that observed in the

other treatments.

Table IV.2. Effect of 1-aminocyclopropane-1-carboxylate (ACC) and methyl jasmonate
(MeJA) on fruit detachment force of Thompson Seedless grapes at different intervals in
2013.

Fruit detachment force (N): days after treatment

0 1 2 3 4 5 10

ACC (mg/L)

0 1.716 1.254 1.093 1.143 1.139 1.105 1.099

1,000 1.616 0.956 0.756 0.894 0.813 0.966 0.740
MeJA (Mg/L)

0 1.566 1.225 1.078 1.224 1.215 1.373 1.147

1,344 1.766 0.984 0.771 0.813 0.737 0.699 0.687
Significance

ACC 0.56 0.03 <0.01 0.02 <0.01 0.15 <0.01

MeJA 0.26 0.07 <0.01 <0.01 <0.01 <0.01 <0.01

ACC xMeJA 0.30 0.96 0.10 0.05 <0.01 0.58 0.34

Values are treatment means, n=10.

No berries abscised until 2 DAT, regardless of treatment, so berry abscission
data from 1 DAT is not shown. By 2 DAT, berries began to abscise from clusters
treated with MeJA, regardless of whether they were also treated with ACC (Table 1V.3).
At 3, 4, and 10 DAT, ACC and MeJA interacted to promote berry abscission, with the
combination of ACC and MeJA inducing much greater abscission than MeJA alone,

which in turn stimulated more abscission than ACC alone or untreated clusters.

By 1 DAT, dry stem scars became much more common on berries detached
from clusters treated with MeJA than on berries detached from clusters that were not
treated with MeJA, regardless of whether those clusters were also treated with ACC
(Figure 1V.2). However, the combination of ACC and MeJA especially promoted the
development of dry stem scars; >80% of the berries from clusters treated with both
compounds had dry stem scars on most observation dates (Figure IV.2B). The
application of ACC alone had little effect on dry stem scar incidence except at 10 DAT,
when clusters treated with ACC alone had a similar proportion of berries with a dry

stem scar as those treated with MeJA and ACC.
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Table 1V.3. Effect of methyl jasmonate (MeJA) and 1-aminocyclopropane-1-carboxylate
(ACC) on berry abscission of Thompson Seedless grapes in 2013.

MeJA ACC Abscised berries (%): days after treatment
(mg/L) (mg/L) 2 3 4 5 10
0 0 0.0a? 0.0a 0.0a 0.3a 0.0a
1,000 0.0 a 0.0a 0.16 a 0.1la 0.2a
1,344 0 2.7a 00a 1.8b 16.3 a 3.6b
1,000 53a 6.9b 21.6 a 21.3a 36.0a
Significance ACC 0.49 0.03 0.03 0.57 <0.01
MEJA 0.05 0.03 0.02 <0.01 <0.01
ACCx MeJA  0.49 0.03 0.04 0.55 <0.01

#Values are treatment means, n=5. Within each column and concentration of MeJA, means
followed by a different letter are significantly different (p<0.05).
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Figure IV.2. Effect of 1-aminocyclopropane-1-carboxylic (ACC) and methyl jasmonate
(MeJA) on the percentage of Thompson Seedless grape berries with dry stem scars
after detachment on several days after treatment in 2013. (A) The effect of MeJA on
grapes with 0 mg/L ACC, and (B) the effect of MeJA on grapes with 1000 mg/L ACC.
Values are treatment means, n = 5. Means with a different letter on each day are
significantly different (p = 0.05).

IV. 6.Discussion.

The results of experiment | suggested a potential benefit in combining MeJA
and ACC, a finding that agrees with UzQuiza et al. (2013a, 2013b), who showed that
combinations of MeJA with ethephon, an ethylene-releasing agent, were more effective
at reducing FDF of Verdejo and increasing abscission of Sauvignon blanc grapes than
single applications of either compound. However, the studies on Verdejo and

Sauvignon blanc tested much more concentrated applications of MeJA, up to 8,960
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mg/L, and observed less loosening and abscission than occured with Thompson
Seedless subjected to far lower concentrations of MeJA. For example, the data
reported here suggest that 672 to 1,344 mg/L MeJA combined with 500 to 1,000 mg/L
ACC stimulates considerable abscission of Thompson Seedless grapes. Striking
differences among cultivars in responsiveness to abscission agents has been
previously reported in grape (FIDELIBUS et al., 2007) and blueberry (MALLADI et al.,

2012), though the physiological basis for such differences is unclear.

Treatments had different effects on FDF and abscission, probably because a
decline in FDF precedes abscission, but also due to the fact that grapes with very low
FDF generally abscise before FDF measurements can be made (GONZALEZ-HERRANZ
et al., 2009). To confirm the interactive effects of MeJA and ACC on grape berry
abscission, to develop a better understanding of the time course of these treatment
effects, and to determine how these treatments may affect ethylene production by
berries, a variable that is critical in orange fruit abscission (KENDER et al., 2001), a
similar study was conducted in 2013, with more observation times and response

variables measured.

Experiment Il confirmed that MeJA and ACC stimulated ethylene production by
the grapes and that ethylene production preceded, or occurred along with, other
abscission-related responses, as was observed with MeJA in oranges (HARTMOND et
al., 2000; KENDER et al., 2001). Moreover, coapplication of MeJA and ACC stimulated
grapes to produce far more ethylene than grapes treated with either compound singly,
and the combined treatment was also far more effective at stimulating berry abscission.
However, our data suggest that MeJA effects on grape berry abscission might not be
solely via ethylene production. For example, in the first 2 DAT, berries treated with
MeJA or ACC alone produced similar concentrations of ethylene, but for the remainder
of the study, berries treated with MeJA alone produced less ethylene than berries
treated with ACC alone, even though the MeJA-treated grapes generally had lower
FDF, greater abscission, and a higher proportion of dry stem scars than the grapes
treated with ACC.

These data support those of MALLADI et al. (2012), who indirectly showed that
the abscission activity of MeJA on blueberries may not depend entirely on ethylene, as
the coapplication of MeJA and AVG, an ethylene biosynthesis inhibitor, reduced but did

not eliminate MeJA-induced abscission.
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IV.7. Conclussion.

The FDF and berry abscission data presented may suggest the combination of
MeJA and ACC was less effective than it actually was because abscised berries were
counted immediately before harvesting the clusters of grapes, but harvest and sample
preparation invariably detached many of the most loosely-attached berries before FDF
measurements could be made. As previously noted, so many berries abscised from
clusters treated with MeJA and ACC due to handling during harvest and sampling of
the clusters that there were not enough berries with pedicels attached to measure
ethylene production at 10 DAT. Preharvest fruit drop is undesirable, so harvest would
need to occur after FDF was reduced, but before considerable abscission begins:
within 2 or 3 DAT, as suggested by previous studies (FIDELIBUS and CATHLINE 2010;
GONZzALEZ-HERRANZ et al., 2009).
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V.1.Resumen.

En estudios anteriores hemos mostrado que la aplicacion combinada de etefén
y metil jasmonato en vid (Vitis vinifera L.) puede reducir la fuerza de desprendimiento
del fruto y promover la formacion de una capa de abscisién entre el pedicelo y la baya,
sin causar pérdidas de cosecha previas a la vendimia o defoliacién (UzQuizA et al.
2013). En teoria, estos efectos podrian ayudar a minimizar el dafio fisico a las uvas y
el volumen de mosto liberado durante la vendimia mecanizada, lo que podria reducir la
incidencia de procesos oxidativos no deseados antes de que el producto llegue a la
bodega. El objetivo de este trabajo fue estudiar los efectos de este tratamiento en el
rendimiento de la vendimia mecanizada, y en la calidad del mosto y del vino. Los
experimentos se llevaron a cabo en 2011 y 2013, en un vifiedo cv. Verdejo localizado
en la Denominacion de Origen Rueda (centro-norte de Espafia). En un disefio factorial
completamente aleatorizado se compararon diferentes tratamientos, combinando la
aplicacion de agentes de abscision (etefon 1000 mg-L™" mas metil jasmonato 8960

mg-L™ pulverizado sobre los racimos 10 dias antes de la vendimia, frente a controles
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sin tratar), y el método de vendimia (vendimia manual frente mecanizada con
diferentes frecuencias de los sacudidores, 400 y 425 golpes-min™). Los tratamientos
prevendimia no afectaron significativamente a las pérdidas de producto durante la
vendimia a 400 golpes-min™ pero, a 425 golpes-min™, las pérdidas totales en las vifias
tratadas fueron un 4.2% mayores que en las no tratadas. El porcentaje de mosto libre
en la pasta vendimiada fue menor en las plantas tratadas (20.6%) que en los controles
(23.2%) cuando la frecuencia de sacudido fue mayor. Los agentes de agentes de
abscision tendieron a reducir el contenido en potasio del mosto e incrementaron los
contenidos en acidos hidroxicinamicos y polifenoles totales, pero no afectaron a la
intensidad colorante ni a la estabilidad oxidativa de los vinos.

Palabras clave: abscision, oxidacion, reguladores del crecimiento, polifenoles, Vitis
vinifera L.

V.2. Summary.

Previously we showed that the combined application of ethephon and methyl
jasmonate to grapes (Vitis vinifera L.) may decrease fruit detachment force and
promote the formation of an abscission layer between the pedicels and berries, without
causing preharvest yield losses or defoliation (UzQuiza et al. 2013). Theoretically, such
effects could help minimize the physical damage to berries and the volume of must
released during mechanical harvesting which could, in turn, reduce the opportunity for
undesirable oxidative processes to occur before the product comes into the winery.
The aim of this work was to study the effects of this treatment on mechanical
harvesting performance, and on must and wine quality. The experiments were
conducted in 2011 and 2013, in a ‘Verdejo’ vineyard located in ‘Rueda’ Appellation
d’Origine area (North-Central Spain). In a completely randomized factorial design
different treatments were compared, combining the application of abscission agents
(ethephon 1000 mg-L™ plus methyl jasmonate 8960 mg-L™ sprayed on the clusters 10
days before harvesting, versus untreated controls), and type of harvest (manual picking
and mechanical at different shaking frequencies, 400 and 425 shakes-min™®). The
preharvest treatment did not significantly affect product losses during mechanical
harvesting at 400 shakes-min™ but, at 425 shakes-min™, total losses in treated vines
were 4.2 % higher than in untreated. The percentage of free must in the harvested
mass was lower in treated vines (20.6%) than in controls (23.2%) when shaking

frequency was higher. The abscission agents tended to reduce potassium content in
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the must and increased hydroxycinnamic acid and total polyphenol contents, but they

did not affect colour intensity or oxidative stability of wines.

Key words: abscission, oxidation, plant growth regulators, polyphenol, Vitis vinifera L.

V.3.Introduction.

Compared to manual picking, mechanical harvesting reduces vineyard
operating costs and may better enable harvesting at optimal levels of grape maturity
since mechanical harvest is less dependent on labor availability and can proceed more
quickly. However, mechanical harvest, unlike manual picking, generally detaches
individual broken berries which release free must, and therefore promotes oxidative
browning and uncontrolled fermentation processes that may begin before the fruit
arrives at the winery (MEYER, 1969).

Polyphenols (anthocyanins and tannins) are responsible for the colour and
astringency of wines (RIBEREAU-GAYON and GLORIES, 1987). The oxidation of phenolic
compounds in grapes and musts induces the formation of different polymers that may
impart a brown colour to wines, reduce their stability, and modify their organoleptic
characteristics (NAGEL and GRABER 1988; ALLEN et al. 2011). Hydroxycinnamates are
the major class of phenolics and therefore, the major oxidation substrates and
browning precursors in white wines (SINGLETON et al. 1984). When grapes are crushed,
polyphenol oxidase enzymes rapidly oxidize the hydroxycinnamates in the released
must to quinones (ROBARDS et al. 1999). By contrast, the wine oxidation is mainly a
non enzymatic process, in which oxygen does not directly react with phenolic
compounds (OLIVEIRA et al. 2011).

Numerous studies have shown that methyl jasmonate or ethylene releasing
compounds such as ethephon (2-chloroethyl phosphonic acid), sprayed on clusters at
the beginning of ripening, increase the phenolic content and the colour intensity of
musts and wines (GALLEGOS et al. 2006; Ruiz-GARCIA et al. 2012). Applied a few days
before the harvest, both plant growth regulators may stimulate grape berry abscission,
thus reducing the force needed to detach the berries and also promoting the
development of a dry stem scar at the abscission zone between the pedicels and
berries (FIDELIBUS et al. 2007; GONZALEZ-HERRANZ et al. 2009; UzQuizA et al. 2013,
2014a, 2014b).These effects could allow harvester machines to work at lower shaker
frequency and, therefore, reducing damage to the berries and minimize the release of
free must. In this way, they would help to improve wine quality in mechanically

harvested vineyards.
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Additive or synergistic effects between abscission agents could be exploited in
combined treatments to facilitate mechanical harvesting, reducing the amount of
products needed and avoiding excessive residues in fruits. In previous studies
(UzqQuiza et al. 2013), we have demonstrated that combined applications of ethephon
(1000 mg-L™") and methyl jasmonate (8960 mg-L™) 8 days before harvest have an
additive effect on promoting fruit abscission-related processesin grapes cv. Verdejo,
without causing preharvest yield losses or defoliation. However, the effect of these
treatments on must and wine quality has not yet been determined. Therefore, the aim
of this work was to study the effects of the application of ethephon plus methyl
jasmonate on mechanical harvesting performance of ‘Verdejo’ grapes, and on must

and wine composition.

V.4.Material and methods.

The study was carried out in a ‘Verdejo’/110 Richter vineyard located in "Rueda
"Appellation d’Origine area (North-Central Spain). ‘Verdejo’ is a white grape cultivar,
native from Rueda, which produces famous aromatic wines. The vineyard was planted
in 2003 at 3.0 x 1.5 m (2222 vines-ha™). Vines were pruned to a double Guyot system,
leaving twenty buds per plant, and were grown in trellis under irrigation, according to
the standard practice in the zone. The soil is a deep sand, with basic pH (8.2) and

medium organic matter content (1.8%).

In a trial carried out in 2011 and 2013, fully crossed factorial experiments were
conducted. The factors included (i) application of abscission agents (ethephon 1000
mg-L™ plus methyl jasmonate 8960 mg-L™ versus untreated controls), and (i) type of
harvest (manual picking and mechanical at different shaking frequencies as described
below). Experimental design was completely randomized with three replications,
including 10 adjacent vines per replication for mechanical harvest and 5 vines for the
manual one. Each base plot was isolated from the rest by two vines to prevent
overspray from contacting close plants. Two additional plants were included at the
beginning of mechanically harvested treatments, to clean the machine after the

adjacent treatment has been harvested.

Abscission agent solutions were prepared with Ethrel 48 (ethephon 48% wilv,
Nufarm Espafia, SA) and methyl jasmonate (95% purify, Sigma-Aldrich), and included
PG Supermojante 0.1% v/v (alquiphenolethoxilated/propoxilated 99.6% w/w; Dow
AgroSicences Iberica, SA) as wetting agent. Treatments were applied to the fruiting

zone of the vines with a hand sprayer (average around 450 L-ha™) when grapes had
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amassed sufficient soluble solids: 2 Sept 2011 (23.0 °Brix) and 23 Sept 2013 (20.5
°Brix).

Experimental treatments were harvested 10 days after spraying: 12 Sept. 2011
and 2 Oct. 2013. On these dates, 3 clusters per treatment and replication were taken
carefully to measure the force required to detach each berry from the rachis. Sample
clusters were cut in three portions: top, middle and bottom part, and from each one,
two berries were cut with pedicel to measure fruit detachment force (FDF). Each berry
was placed in a jig attached to a force gauge (DS2-N5; Imada, IL) and force parallel to
the fruit axis was applied to the rachis until it detached from the berry, at which time
peak force was recorded. The weight percentage of berries with dry scar tissue in the
abscission zone was checked at harvest in another two clusters per treatment and
replication.

Mechanical harvesting was carried out using a Gregoire G8.260 (Gregoire
Group, France) grape harvester. This 125 kW powered machine is characterized by
fourteen horizontal bow beaters with colleting buckets as a transport system. It
presents a pendulum suspension which could follow perfectly the vines limiting damage
to the wood. The destemming system was not used. Mechanical harvester speed and
shaker frequency were set at 4 km-h™ and 400 shakes-min™ respectively in 2011. In
2013, an additional experimental treatment with the same speed and 425 shakes-min™
were included in the trial. For this, all treatments and repetitions were randomly
distributed again to maintain the experimental design of the previous year. After
mechanical harvesting, 120 mg-kg™ of potassium metabisulfite were added to the

product.

The total amount of picked grapes and the product losses for mechanical
harvesting were monitored. Product losses were represented by the grapes left on the
vines (unpicked bunches) and the grapes falling ahead of the harvester (on ground
losses), and were expressed as a percentage of overall production (harvested fruit +
losses). Ground losses were collected in plastic sheets placed on both sides of the
vines, while unpicked bunches were collected by hand after the machine had passed.
In 2011, abscised berries between the application of the treatments and harvest day
also were collected (preharvest losses). In the mechanically harvested product, the
amount of released must was determined by draining the mass harvested until runoff
ceased, using a 2 mm mesh. Then, liquid and solid parts were weighted to calculate

percentage of must released.
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A standard wine-making process was used to produce the wine from 10 kg of
the harvest of each experimental treatment. Hand-picked clusters were destemmed,
and then all treatments were pressed using a pneumatic press (maximum pressure = 2
bar). For each mechanical harvesting treatment, the quantity of liquid (must) and solid
part in the harvested mass were calculated, so proportional amounts were taken to
press 10 kg. In all musts obtained, both manual and mechanical treatments, potassium
metabisulfite was added to set free sulfur at 30 mg-L™. Approximately, 4 L of must for
each experimental treatment were held for 24 hours at 5°C, and then racked for
vinification. Alcoholic fermentation was induced by yeast; Saccharomyces cereviseae
Zymaflore X16 in 2011, and Saccharomyces cereviseae Zymaflore Spark (Laffort,
Laguardia, Spain) in 2013. Then, must in glass jars were kept in a refrigerated cell at
17°C to improve yeast growth. Alcoholic fermentation showed a regular trend, and was
considered finished with a value of reduced sugar lower than 4 g L™. Free sulfur was
set at 30 mg L™ with potassium metabisulfite, and wines were clarified and decanted at
4°C during 48 hours. Then wines were 30 days at 1°C for tartaric stabilization in fully
filled jars of 2L volume, without “air space” to avoid oxidations. Before bottling, free

sulfur was set at 30 mg L™.

Total soluble solids content in the musts, and total acidity, pH, and potassium
content in the musts and wines, were determined according to the official methods of
analysis established by the European Union (Commission regulation (EEC) No
2676/90, 1990). Absorbances at (total polyphenol index), 320 (estimation of
hydroxycinnamic acids content) and 420 nm (colour intensity) also were measured
using a UV/VIS spectrophotometer Jasco V-530. The oxidative stability of the wines
was evaluated registering the absorbances at 420 nm before and after a forced
oxidation in a stove, at 50°C for 48 h (ARFELLI et al. 2010).

Data were subjected to factorial analysis of variance (ANOVA) using SAS
statistical software (SAS Inst., Cary, NC). The separation of means was accomplished
using the Student’s test (comparison between two means) and the Least Significant

Difference test (LSD, for multiple comparison).

V.5.Results and discussion.
V.5.1.Berry abscission.

Confirming earlier observations with ‘Verdejo’ grapes (UzQuiza et al. 2013), the

preharvest application of ethephon and methyl jasmonate significantly reduced fruit
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detachment force (FDF) with respect to controls (2.02 versus 3.00 N in 2011; 2.59
versus 3.22 N in 2013, p<0.05). Others (FIDELIBUS et al. 2007; GONZALEZ-HERRANZ et
al. 2009; UzqQuizA et al. 2014b) observed a similar, but more striking effect of methyl
jasmonate treatments on FDF of ‘Thompson seedless’, with lower doses than used
here. Thus, there seems to be striking differences among grape cultivars in
responsiveness to abscission agents, as MALLADI et al. (2012) also observed for

blueberry (Vaccinium sp.).

The lower FDF of treated grapes did not significantly affect preharvest yield
losses measured in 2011. The mean value of preharvest fruit drop in ‘Verdejo’ was
1.4%, lower than the 3% observed in cv. Sauvignon blanc in a similar experiment
(UzQuiza et al. 2014), and much lower than the 20% observed on ‘Thompson

Seedless’ vines treated with methyl jasmonate alone (FIDELIBUS and CATHLINE, 2010).

Besides the decrease in FDF, promotion of dry stem scars is another potentially
desirable effect of abscission agents. In 2011, approximately 63% (w/w) more of
berries from treated vines developed a dry stem scar in the abscission zone compared
to untreated controls (p<0.01). In 2013, about 24% more berries from treated vines had
dry stem scars than berries from control vines. Dry scars could help minimize entry
points for microorganisms (BALLINGER and NESBITT 1982; Kou et al. 2007) and reduce

juice leakage from berries during mechanical harvesting and transporting to the winery.

V.5.2.Mechanical harvesting.

Yield was not significantly affected by the abscission agent treatment (averaged
values were 2.54 kg-vine™ in 2011 and 4.64 kg-ine™ in 2013). Moreover, the
treatments did not affect unpicked bunch losses nor ground losses (detached fruits that
were not harvested) during mechanical harvesting at 400 shakes-min™ in 2011 and
2013 (Fig. V.1). However, at 425 shakes-min™, treated vines had approximately 4%
higher ground and total losses than untreated vines (p<0.05). Both unpicked bunches
and total losses were greater at 400 than at 425 shakes-minregardless of preharvest
treatment (Fig. V.1), but ground losses were similar at different shaking frequencies in
2013, agreeing with PeEzzl and CAPRARA(2009) and ARFELLI et al. (2010). Other
possible losses of product during harvesting process, such as dispersed must on the
leaves or in the harvester system, were not measured, but other studies suggest that
they represent a low percentage in the total product losses and did not vary at different

shaking frequencies (ARFELLI et al. 2010).
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Figure V.1. Influence of the preharvest treatment with ethephon plus methyl jasmonate

(ET+MJA) and shaking frequencies on weight percentage of product losses registered

during mechanical harvesting in 2011 and 2013. Within a year and shaking frequency,
values followed by a different letter are significantly different (p<0.05).

There was less free must (p<0.05) in the harvested mass from vines treated
with abscission agents (20.6%) than there was from control vines (23.2%), when the
harvester frequency was 425 shakes-min™, possibly due to the fact that lower FDF and
the increased presence of scar tissue in the abscission zone reduced mechanical
damage during harvest. Working at 400 shakes min™® the same tendency was
observed, both in 2011 and 2013, but differences were not statistically significant (data
not shown). Shaking frequencies alone did not affect the quantity of must released in
2013 (F=0.35, p>0.05), in agreement with ARFELLI et al. (2010) and CAPRARA and
PEzzI (2011). In contrast, PEzzI and CAPRARA (2009) and CATANIA et al. (2009)

observed that must percentages decreased when shaking frequencies were lower.

V.5.3.Must composition

Must and wine composition were strongly affected by the year, probably due to
interannual meteorological differences during grape ripening (Table V.1). Except for
total soluble solids content, must composition variables were little affected by harvest
method. As Table V.2 shows, the abscission agents applied did not affect total soluble
solids content or pH, whereas their impact on total acidity and potassium content

depended on the year.
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Table V.1. F values of the factorial analysis of variance of grape and wine composition
data, obtained with different preharvest treatment (TR: application of ethephon plus
methyl jasmonate versus control) and harvest method (HM: hand picking versus
mechanical) in 2011 and 2013. A,: absorbance at x nm.

Source of variation

Parameters
Model Year TR HM TR*HM
Must
Brix 11.70 *»* 2235 ** 366 11.09 ** 542 *
pH 63.43 ** 32322 ** 254 2.52 3.26
Total acidity 0.99 0.01 411 * 0.35 0.31
Potassium content 28.51 ** 119.61 ** 591 * 1.39 0.01
Aggo ™ 2.03 . 898 * 055 0.03
Aszo 12.85 * 3246 ** 1540 ** 323 * 0.47
Auzo 17.19 **  70.54 **  0.00 1.86 0.90
AsrolAszzo 9.41 * 37.25 **  (0.97 0.72 0.80
Wine
pH 1751 * 94.69 * 0.21 1.03 0.69
Total acidity 9.03 *  46.08 *  0.00 2.60 0.80
Potassium content 27.51 ** 142.82 ** 0.49 0.72 1.83
Asgo 11.05 ** 4454 ** 1321 ** 077 0.06
Asro? 3.40 * . 10.18 **  1.92 1.49
Auzo 105.21 ** 543.11 ** 2.01 2.11 3.13
Ao o 1.32 0.65 3.20 0.06 0.88

Determined only in 2013.
@value registered after browning test (Arfelli et al. 2010).
* Significant p<0.05; ** Significant p<0.01.

The interaction between sources of variation in ANOVA of total soluble solids of
must (Table 1) revealed that hand-picked grapes had higher soluble solids than
mechanically harvested grapes in the absence of abscission agents (Fig V.2).
However, hand-picked and machine harvested grapes had similar soluble solids when
abscission agents were applied (Fig.V. 2). Treated grapes tended to have higher levels
of total acidity and lower levels of potassium than non-treated grapes, though
differences were only significant in 2011 (Table V.2). Reduced potassium content could
be considered a positive effect in mechanical harvesting, where skin maceration
occurring during the harvest process and transport can increase the inorganic cation
content (OUGH, 1969; GUERZONI et al. 1981; ARFELLI et al. 2010).
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Figure V.2. Effects of the preharvest application with ethephon plus methyl jasmonate
and type of harvest on total soluble solid content of the must (TSS). Within treatments,
harvest methods with different letter are significantly different (p<0.05).

Table V.2. Effect of preharvest treatment with ethephon plus methyl jasmonate on
must and wine composition. A,: absorbance at x nm.

Year 2011 Year 2013

Parameters Control Treatment Control Treatment
Must

Brix 2228 + 250 a 2277 + 059 a 2122 + 095 a 1982 + 048 b
pH 325 £ 005 a 326 + 004 a 3.04 + 003 a 301 £ 002 b
Total acidity (g-L") 4.10 + 025 b 461 + 033 a 429 + 033 a 4.36 = 022 a
Potassium (mg-L'l) 638 £+ 78 a 512 £+ 770 b 235 + 640 a 200 + 410 a
Asso - - 13.11 + 0.84 b 14.89 + 1.38 a
Az 10.09 £ 081 b 1093 + 051 a 822 + 043 b 937 = 090 a
Aszo 224 + 031 a 186 + 019 b 093 + 018 b 1.15 + 0.27 a
As0/Azz0 0.22 £+ 002 a 0.17 + 002 b 0.11 + 0.02 a 0.12 + 0.03 a
Wine

pH 312 £+ 005 a 311 £ 003 a 29 = 0.04 a 295 = 0.04 a
Total acidity (g-L") 5.89 + 034 a 579 + 027 a 657 + 027 a 658 + 0.34 a
Aogo 723 + 062 b 822 + 082 a 928 + 075 b 1044 + 0.87 a
Aszo 005 £ 001 a 005 = 001 a 027 * 0.02 a 0.29 £ 0.04 a
Aszoox P 026 + 0.02 a 033 + 008 a 030 + 002 a 032 + 003 a

Dyalue registered after browning test (Arfelli et al. 2010). Within a year, means followed by
different letters are significantly different (p<0.05, Student’s test).
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Regardless of the type of harvest (Table V.2), musts from grapes treated with
abscission agents had a higher total polyphenol index (280 nm absorbance) than
controls. In treatments 10 days before harvesting, grapes might rapidly increase
ethylene production (UzQuiza et al. 2014b), and accordingly phenolic content, just as
they do following applications of ethephon (GALLEGOS et al. 2006) or MeJA (Ruiz-
GARCIA et al. 2012) around veraison. Despite having different polyphenol indexes,

there were no significant treatment effects on colour intensity of must (Table V.1).

Compared to controls, the application of abscission agents increased the 320
nm absorbance of must (Table V.2), an estimate of the content of hydroxycinnamic
acids such as caftaric acid and S-glutathionylcaftaric, which are quickly transformed in
benzoquinones by polyphenol oxidase enzymes released when the berries are broken
(OLIVEIRA et al. 2011; ALLEN et al. 2011). Musts from hand-picked grapes registered
similar values as musts from mechanically harvested fruit in 2011 (around 10.50) but
higher values in 2013 (9.42 versus 8.48, p<0.05). The ratio of absorbances at 420 nm
(browning) and at 320 nm (non oxidized substrate) reflected less enzymatic oxidation
of musts from treated grapes than controls in 2011, without significant differences in
2013 (Table V.2).

V.5.4.Wine composition

Neither field treatments nor harvest method affected total acidity, pH or
potassium content of wines (Table V.1). Accordingly with the results obtained for must
composition analysis, the values of absorbance at 280 nm were higher in wines from
treated grapes than controls, regardless of harvest type (Table V.2), while the values at
420 nm were similar in all experimental treatments (Table V.1). These results disagree
with those of NOBLE et al. (1975) and ARFELLI et al. (2010) who have found higher total
polyphenol contents and more colour intensity in mechanical than manual harvested
grapes. DARIAS-MARTIN et al. (2000) also found differences in 280 and 320 nm
absorbances of wines as function of harvest type, demonstrating a greater extraction of
flavonoid and non-flavonoid compounds in maceration that occurs during harvest. In
this line, CATANIA et al. (2009) found significant effects of different shaking frequencies

on the yellow hue in wines from mechanically harvested fruit.

The final colour intensity of wines after forced oxidation in stove were
independent from preharvest treatment or harvest methods, with mean values of 420

nm absorbances around 0.3 (Tables V.1 and V.2). These results disagree with those of
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ARFELLI et al. (2010), who observed that wines from manually harvested fruit were less

sensitive to oxidation than wines from mechanically harvested grapes.

In this work we have shown, for the first time, the effects of preharvest
treatments with abscission agents on mechanical grape harvesting and wine
composition. Our results show that treatment with ethephon plus methyl jasmonate
might slightly reduce yield due to greater on ground losses, especially at high shaking
frequencies. However, the abscission agents may improve must quality, by raising
hydroxycinnamic acids or decreasing potassium content, though they did not affect
colour intensity and oxidative stability of wines.
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VI. DISCUSION GENERAL.

En los Capitulos Ill, IV y V se han expuesto y discutido de forma individual los
resultados obtenidos de cada uno de los tres ensayos que constituyen esta Tesis
Doctoral. En este apartado se discuten de forma conjunta los resultados de todo el

trabajo.

VI.1. Abscision de la uva.

La aplicacion de metil jasmonato (MeJA), acido 1-aminociclopropano-1-
carboxilico (ACC) y etefén ha presentado un efecto significativo en la abscisién de la
baya, reduciendo la fuerza de desprendimiento del fruto (FDF). Tanto el MeJA como el
ACC han favorecido la presencia de tejido cicatricial en la zona de insercion del
pedicelo (Capitulos Ill y IV). Se ha detectado un efecto positivo de la aplicacion de
ACC en la produccién enddgena de etileno en las bayas.

En todos los ensayos realizados se han registrado diferencias interanuales
importantes en los resultados, debido probablemente a que los cambios en las
condiciones ambientales entre una y otra campafa modifican la eficiencia de los
productos aplicados. Estas diferencias son habituales en los ensayos de agentes de
abscision (Peterson y Hedberg, 1975; Szyjewicz et al., 1984; Fidelibus et al., 2007,
Gonzalez-Herranz et al., 2009; Malladi et al., 2012). La temperatura en el momento de
tratamiento es un factor importante, asi por ejemplo Quaglino et al. (1981) han
observado un mayor efecto del etefén sobre la abscision cuando se aplica en las horas
mas calidas del dia. La presencia de precipitaciones posteriores a la aplicacién de los
tratamientos puede lavar parcialmente los productos, reduciendo asi su efectividad
(Mortensen, 1980). Por otra parte, el diferente grado de madurez del fruto en cada
campafia en el momento de la aplicacién también podria generar distinta intensidad de
respuesta (Fidelibus et al., 2007), si bien en el presente estudio, este efecto se ha
minimizado tratando las uvas cuando habian alcanzado un contenido de solidos

solubles similar en las diferentes campafas.

Los tratamientos con agentes de abscision han generado diferentes
intensidades de respuesta dependiendo del cultivar en el que se han aplicado. Asi, el
MeJA ha producido reducciones mas intensas y mas tempranas de la FDF en cv.
Thompson seedless que en cv. Verdejo. Las aplicaciones han dado lugar a una caida
prematura de frutos significativa frente a los testigos sin tratar en el primer cultivar, y

no significativa en el segundo. Estas diferencias en la intensidad de los efectos de
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MeJA a favor de la variedad apirena podrian tener que ver con el hecho de que la
ausencia de semillas en el fruto disminuiria la concentracion de auxinas frente a la
variedad pirena aumentando la respuesta al etileno y promoviendo la abscisién (Taylor
y Whitelaw, 2001).

El MeJA ha empezado a reducir la FDF frente a los testigos en uva cv.
Thompson seedless (Ensayo 2), a concentracion 1335 mg-L™, dos dias después de su
aplicacion, manteniéndose una disminucion media del 38% (Tabla IV.2). Gonzélez-
Herranz et al. (2009), aplicando concentraciones mayores de MeJA (2240 y 4485
mg-L") en la misma variedad observaron el mismo periodo de respuesta, un
parametro que, a la luz de estos resultados, podria ser independiente de la
concentracion de producto aplicada.

La eficiencia de los tratamientos en cultivares pirenos presenta grandes
variaciones intervarietales. La reduccion de FDF obtenida en ‘Verdejo’ es similar a la
registrada en ‘Sauvignon blanc’ por Uzquiza et al. (2014a), pero esta lejos del 71%
observado por Fidelibus et al. (2007) a los 14 dias de su aplicacion en ‘Merlot’ y

‘Cabernet sauvignon’.

La reduccién de la FDF en cv. Thompson seedless tras aplicar MeJA (1344
mg-L") ha ocasionado una caida prematura de bayas tres dias después de su
aplicacion, en torno al 13% (Ensayo 2, Capitulo IV). En este estudio la recomendaciéon
de dosis de MeJA a aplicar formulada por Fidelibus y Cathline (2010), menos de 890
mg-L™, no seria valida para reducir la FDF sin producir una caida prematura de frutos
excesiva. En cv. Verdejo la aplicacién de MeJA no ha ocasionado una caida prematura
de frutos significativa frente a los controles (Ensayo 1 y 3). Fidelibus et al. (2007a)
aplicando MeJA en uva cv. Merlot y cv. Cabernet sauvignon han observado una caida
prematura del 10%. Uzquiza et al. (2014a) registraron el 3% en cv. Sauvignon blanc.
La aplicacion de MeJA a concentraciones de 4485 mg-L™ en arandano (Vaccinium
spp.), o de entre 11125 mg-L™* y 2225 g-.L™ en citricos (Citrus sinensis (L.) Osb.),
indujo una rapida y extensiva abscision de frutos (Malladi et al., 2012; Hartmond et al.,
2000).

Las aplicaciones de MeJA estudiadas en las diferentes pruebas, han
presentado un efecto promotor de la cicatrizacién de la capa de abscision, tal y como
ha sido observado en ‘Thompson seedless’ por Gonzélez-Herranz et al. (2009),
Fidelibus y Cathline (2010) y en cv. Sauvignon blanc por Uzquiza et al. (2014a). El
efecto del MeJA en la cicatrizacion de las bayas en la zona de abscision ha empezado

a ser significativo antes en cv. Thompson seedless que en cv. Verdejo, al igual que
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ocurria con la reduccién de la FDF. La presencia de tejido cicatricial contribuye a
evitar asi la liberacion de mosto y su consiguiente exposicion a la oxidacion (Meyer,
1969), a la vez que elimina puntos de entrada para el ataque de microorganismos
(Ballinger y Nesbitt, 1982; Kou et al., 2007).

La aplicacion de tratamientos de MeJA ha tendido a incrementar la produccion
de etileno en uva aunque las diferencias no fueron estadisticamente significativas
frente a los controles (Capitulo 1V). Diversos autores han encontrado incrementos
significativos tanto en frutos climatéricos (Fan et al., 1998; Saniewski et al., 1987a;
Saniewski et al., 1987 b; Ozturk et al., 2014; Khan y Singh, 2010) como no climatéricos
(Hartmond et al., 2000; Kender et al.,, 2001). Se ha observado ademéas que la
aplicacion de MeJA produce un incremento de los niveles de las enzimas ACS y ACO,
implicadas en los dltimos pasos de la sintesis de etileno; por ejemplo, en aplicaciones
a concentracion 111,2 mg-L™ de MeJA previas al punto de madurez en fresa Fragaria
ananassa (Mukkun y Singh, 2009), Fragaria chiloensis (Concha et al.,, 2013) en
diferentes estados de madurez, a concentracion 22,4 mg-L" posteriores a la
recoleccién de ciruela Prunus salicina Lindl. (Khan y Singh, 2007) y a concentracién 87

mg-L™ en pera Pyrus communis L. (Kondo et al., 2007).

Parece claro que el MeJA interviene en la abscision al menos en parte,
promoviendo la sintesis de etileno en los tejidos del fruto. Malladi et al. (2012) han
observado que aplicaciones de MeJA combinado con aminoetoxivinilglicina (AVG,
inhibidor de la sintesis de etileno) en ardndano cv. Powderblue provocan reducciones
inferiores en la FDF que las obtenidas con MeJA solamente. Sin embargo, tanto el
incremento limitado de la curva de produccién de etileno endégeno del MeJA en el
Ensayo 2, como el hecho de que este producto tenga un efecto mucho mas intenso en
la cicatrizacion de las bayas que los liberadores de etileno, apunta a que existen
mecanismos alternativos de accion del MeJA sobre la abscision independientes del

etileno.

Los trabajos realizados por Hartmond et al. (2000) y Kender et al. (2001) en
naranjo son los unicos en la bibliografia en los que se han estudiado simultaneamente
los efectos de la aplicacion de MeJA en la produccién endoégena de etileno del fruto, la
FDF y la caida prematura de frutos. Hartmond et al. (2000) observaron que
tratamientos de MeJA de hasta 4485 mg-L™ sobre la vegetacion de los arboles, previos
a la cosecha incrementaban la produccion de etileno en las naranjas, con un maximo
un dia después de la aplicacién, y favorecian su abscision en los dias posteriores. Por

otra parte, Kender et al. (2001) al comparar los efectos de la aplicacion de MeJA
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aisladamente y combinado con 5-cloro-3-metil-4-nitro-1H-pirazol (CMNP), vy
observaron que en naranjas ‘Hamlin’ la produccion de etileno un dia después de la
aplicacion se incrementaba significativamente con el tratamiento combinado. Este
tratamiento ocasionaba una mayor caida de frutos que las pulverizaciones simples de
MeJA.

La formacion de ACC, en la que interviene la enzima ACS, se considera la
etapa limitante en la biosintesis de etileno. Las uvas tratadas con ACC (Ensayo 2) han
presentado una mayor produccion de etileno que los controles a partir de dos dias
después de su aplicacién, mostrando valores mas o menos constantes durante 10
dias. A diferencia de lo observado con los tratamientos de etefon, el ACC ha
promovido la aparicion de cicatriz de la zona de abscision del fruto de forma
diferenciada. Investigaciones recientes sugieren que el ACC podria actuar como
regulador del desarrollo de las plantas con independencia de su papel como promotor
de etileno (Yoon y Kieber, 2013).

El efecto de los tratamientos de ACC sobre la FDF ha sido similar al registrado
por Fidelibus et al. (2007a) con dosis muy inferiores (50 mg-L™"). Légicamente, la
accion de los agentes de abscisién es modificada por las condiciones ambientales y de

cultivo.

Las aplicaciones de ACC y etefbn han mantenido sus efectos sobre la
abscision de los frutos hasta el momento de la vendimia, aunque ambos
fitorreguladores han presentado diferencias en el momento de empezar a manifestar
su actividad. Sin embargo en este aspecto ACC y MeJA han proporcionado un
comportamiento parecido. EI ACC aplicado aisladamente en uva cv. Thompson
seedless ha promovido la produccion de etileno y ha reducido la FDF tan solo un dia
después del tratamiento, mientras que el MeJA tuvo un efecto significativo sobre la
FDF y promocion de cicatriz de la zona de abscision a los dos dias de su aplicacion.
En la variedad ‘Verdejo’ (Ensayo 1) el etefén ha producido reducciones significativas

de la FDF antes que el MeJA.

Las aplicaciones de ACC en uva cv. Thompson seedless han promovido la
cicatrizacion de la zona de abscision, alcanzando un valor medio al final del Ensayo 2,
del 34% de las bayas. El etefén en ‘Verdejo’ no incrementd significativamente la
presencia de tejido cicatricial en contra de lo observado por Morris y Cawthon (1981) y
Rizzuti et al. (2015), con dosis de producto a partir de 400 mg-L™, en cv. Concord y cv.
Crimson seedless, respectivamente. La presencia de una cicatriz seca en la zona de

abscision podria ser un efecto deseable también en uva de mesa para su
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comercializacién en granos separados como producto de cuarta gama, ya que podria

reducir el uso de antioxidantes y alargar la vida comercial de la fruta.

Los tratamientos combinados de MeJA tanto con etefén como con ACC, han
proporcionado resultados mas interesantes que los obtenidos con los productos por
separado, con valores menores de la FDF y niveles de cicatrizacién de la zona de
abscision que alcanzan el 75% de las bayas. En el Ensayo 1 se ha puesto de
manifiesto un efecto aditivo del etefon y MeJA en la reduccion de la FDF de uva cv.
Verdejo, en la misma linea que experiencias similares en ‘Sauvignon blanc’ (Uzquiza
et al., 2014a; Uzquiza et al., 2014b), asi como un efecto sinérgico de los dos agentes
sobre la cicatrizacion de la zona de abscision. En el Ensayo 2 se ha observado una
interaccion positiva de MeJA y ACC en la reduccion de la FDF, la promocion de la
cicatrizacion de la capa de abscisién y la produccion endégena de etileno en uva cv.
Thompson seedless.

La caida prematura de frutos también se vio potenciada con las aplicaciones
combinadas con ACC en ‘Thompson seedless’ (36% en peso de bayas caidas), pero
no con etefén en cv. Verdejo (valores que no han superado el 1%). Los registros en la
variedad ‘Verdejo’ son menores al 3,1% observado en ‘Sauvignon blanc’ con dosis y
situaciones de cultivo similares (Uzquiza et al., 2014a). ACC y MeJA han mostrado un
efecto sinérgico en la caida prematura de frutos (Tabla IV.3), que se produce con

posterioridad al incremento de la concentracién de etileno en los frutos.

La existencia de efectos aditivos y de interaccion entre agentes de abscision
€s un aspecto muy interesante desde el punto de vista practico, ya que la utilizacién de
aplicaciones combinadas contribuye a disminuir las dosis de producto, reduciendo a su
vez los niveles de residuos en los frutos y los costes del tratamiento. Asi por ejemplo
Kender et al. (2001) han observado que aplicaciones combinadas de MeJA y CMNP
en naranjo, promueven una mayor sintesis de etileno que los productos aplicados por
separado y permiten reducir hasta 10 veces la concentracion de MeJA y 2 veces la de

CMNP para conseguir el mismo efecto, sin provocar defoliacion en los arboles.

Ni la aplicacion de etefon ni de ACC por separado ha presentado una caida
prematura de frutos significativa frente a los controles a lo largo de los ensayos
realizados, pese a sus efectos reductores de la FDF. Este hecho convierte a estos dos
fitorreguladores en productos potencialmente interesantes para facilitar la vendimia
mecanizada. Sin embargo, los tratamientos simple de MeJA con las dosis mas altas si
han supuesto una pérdida potencial de cosecha significativa en la variedad ‘Thompson

seedless’ debida a la caida de frutos, a partir de 3-5 dias de su aplicacioén (Ensayo 2).
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Aunque los resultados no se han mostrado en el capitulo Ill, en el Ensayo 1 se
analizo el posible efecto defoliador de los tratamientos con los agentes de abscisién en
el mes posterior a su aplicacion. La superficie foliar total de las vifias y el porcentaje de
hojas con coloracibn amarilla-marron no fue significativamente diferente entre
tratamientos con etefén y/o MeJA y controles sin tratar, de acuerdo con lo que otros
autores han observado con tratamientos de etefén en vifiedo (Eynard, 1970; Hedberg
y Goodwin, 1980; El-Zeftawi, 1982), o de MeJA en naranjo (Kender et al., 2001). Dado
gue el etefén aplicado podria tener algun efecto en la brotacién de las yemas (Hale et
al., 1970; Hirschfeld y Lavee, 1980), en el presente estudio también se controlé la
brotacion de las yemas francas en la primavera siguiente a la aplicacion de los
agentes de abscision, sin observarse retrasos en las cepas tratadas frente a las cepas
testigo. En este sentido los tratamientos, tal y como se aplicaron, no han tenido ningun
efecto colateral en procesos ajenos a la abscision del fruto.

VI.2. Rendimiento de la vendimia mecanizada.

Como se ha podido observar en el Ensayo 3 (Capitulo V), la promocion de la
abscision de uva con la aplicacion de etefon y MeJA ha dado lugar a pérdidas de
cosecha durante la vendimia mecanizada, variables en funcion de la frecuencia de los
sacudidores empleada en la maquina. Las pérdidas fueron significativas vendimiando
a 425 golpes'min™ pero no difirieron de los controles a 400 golpes-min™. La razon de
este mayor nivel de pérdidas esta en que al disminuir la FDF, es mayor la cantidad de
frutos que caen al suelo de las plantas préximas a las que estan siendo cosechadas
por la maquina debido a las vibraciones trasmitidas a través del sistema de
empalizamiento (Figura V.1). Los resultados del Ensayo 3 coinciden con los de un
estudio similar en ‘Sauvignon blanc’, donde no se observaron diferencias en el
rendimiento de vendimia entre tratamientos experimentales trabajando a 410
golpes-min™. Es importante destacar, en cualquier caso, que las pérdidas de cosecha
en las plantas tratadas con agentes de abscision se podrian reducir con un ajuste

adecuado del régimen de trabajo de la maquina vendimiadora.

La aplicacion de etefon y MeJA no supuso ninguna modificacién, respecto a los
controles, en la cantidad de bayas y racimos que quedaban en la planta sin recoger
(pérdidas en planta) para las frecuencias de sacudido estudiadas. Con independencia
de esto, las pérdidas en planta fueron mayores a medida que aumentaba la frecuencia
de sacudido en 2013, tal y como se ha puesto de manifiesto en otros trabajos (Arfelli et
al., 2010; Pezzi y Caprara, 2009).
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Al contrario de lo que ocurre en el vifiedo de vinificacion, la caida de frutos al
suelo después de los tratamientos con agentes de abscision puede ser un aspecto
interesante para la produccién de uva de pasificacion, donde las uvas deprendidas
gquedarian en el suelo sobre ldminas de papel continuo, listas para su secado natural
(Christensen, 2000). Con esta técnica las bayas resultarian menos dafiadas
fisicamente por el trabajo de la vendimiadora y tendrian una mayor presencia de
cicatriz en la zona de abscision, lo que evitaria la liberacion de mosto y redundaria
positivamente en la calidad del producto final (Studer, 2000). Los agentes de abscisién
podrian sustituir a la técnica tradicional de secado en California, consistente en cortar
las varas de produccion con la fruta al final de la maduracion para que se seque en la

propia cepa (Fidelibus et al., 2008).

Los tratamientos con MeJA y etefon, en la medida que han favorecido el
desprendimiento de las uvas y la cicatrizacion de las zonas de abscision, han tendido
a disminuir la liberacion de mosto durante la vendimia mecanizada. Sin embargo, la
proporcion de mosto libre en la masa recogida, al igual que las pérdidas de cosecha
por caida de frutos al suelo, han mostrado valores diferentes segun la frecuencia de
los sacudidores de la maquina. Asi, los tratamientos redujeron el mosteo (20,6% en
cepas tratadas frente a 23,2% en los controles) con el régimen de trabajo mas intenso,
mientras que las diferencias frente a los controles no fueron significativas con el
régimen mas ligero. Arfelli et al. (2010) no observaron diferencias significativas en el
mosto liberado comparando diferentes frecuencias de vibracién, al contrario que otros
autores (Pezzi y Caprara, 2009). Las propiedades mecanicas de la uva como la
resistencia a la rotura, la regulaciéon de otros parametros de la maquina vendimiadora
diferentes a la frecuencia de los sacudidores, y las caracteristicas especificas del
sistema de conduccion del vifiedo, serian factores adicionales a considerar en el

porcentaje de mosteo durante la vendimia mecanizada.

Por todo lo comentado, la aplicacion de agentes de abscision podria ser
interesante para incrementar la frecuencia de sacudido en la vendimia mecanizada y
asi disminuir la proporcion de mosto libre en la masa recogida. Hay que tener presente
gue los regimenes de trabajo mas enérgicos podrian incrementar las pérdidas de
cosecha. Por otra parte, la aplicacién de agentes de abscision podria reducir el tiempo

invertido en la vendimia mecanizada y el gasto de combustible (Mortensen, 1980).

VI.3. Composicion de mostos y vinos.

La influencia de los tratamientos experimentales sobre la composicién de los

mostos ha sido analizada en los Ensayos 1 y 3 (Capitulos Il y V, respectivamente) y
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sobre la calidad de los vinos en el Ensayo 3. Tanto en mostos como en vinos el factor
campafa ha tenido un efecto significativo. No se han observado interacciones entre
el etefébn y MeJA, ni entre los tratamientos combinados de ambos fitorreguladores y los
métodos de vendimia sobre la composicion de mostos (con excepcidén del contenido

de solidos solubles) y vinos.

La acidez total de los mostos se ha visto incrementada por los tratamientos de
MeJA a 8960 mg-L™ (Ensayo 1) y de MeJA combinado con etefon (afio 2011, Ensayo
3). Fidelibus et al. (2007) observaron reducciones en la acidez en mostos cv. Cabernet
sauvignon, 14 dias de aplicar MeJA a concentracion 4500 mg-L™ pero no observaron
efectos significativos frente a los controles en cv. Merlot. En trabajos recientes se ha
observado que aplicaciones de MeJA en vid durante el envero (Ruiz-Garcia et al.,
2012, 2013) tienden a aumentar los niveles de acidez en los mostos de vendimia
frente a los testigos sin tratar.

Diferentes autores han demostrado que tratamientos postcosecha de MeJA
contribuyen a mantener los niveles de acidez en rdbano (Wang, 1998), melocotén (Jin
et al., 2006) o frambuesa (Ghasemnezhad y Javaherdashti, 2008). Khan y Singh
(2007) han observado que los frutos tratados con MeJA incrementaban el contenido en
sélidos solubles y reducian la acidez total durante la maduracion de ciruelo japonés.
En frambuesa (Rubus idaeus L.) la aplicacion de MeJA puede incrementar el
contenido en azlcares solubles y retrasar la pérdida de 4cidos organicos durante el

almacenamiento (Wang, 2003).

Las aplicaciones combinadas de etefén y MeJA, con diferentes intensidad unos
aflos y otros, han tendido a reducir la concentracion de potasio en el mosto con
independencia del método de vendimia empleado. Este efecto podria considerarse
positivo en la vendimia mecanizada, donde la maceracion con los hollejos que ocurre
durante el proceso de recoleccién y el posterior transporte a la bodega puede
incrementar el contenido de cationes inorganicos del mosto (Ough, 1969; Guerzoni et
al., 1981; Arfelli et al., 2010).

El contenido polifendlico y las caracteristicas colorimétricas de mostos y vinos
han sido alteradas tanto por la aplicacion de etefon y MeJA como por el método de
vendimia. El contenido fendlico total se ha visto significativamente incrementado por la
aplicacion combinada de etefon y MeJA en el Ensayo 3. A pesar de que los
tratamientos se dan muy cercanos a la vendimia, los fitorreguladores tendrian un
efecto significativo en la biosintesis de polifenoles, como ocurre cuando son aplicados

a comienzos de la maduracién. Numerosos autores han observado que aplicaciones
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de liberadores de etileno como el eteféon (Mazza, 1995; Delgado et al., 2004; Gallegos
et al., 2006) o MeJA (Gomez-Plaza et al., 2012, 2013) en torno al envero incrementan
la concentracion de polifenoles en uva. Se ha observado que el MeJA modula la
sintesis de polifenoles activando de forma coordinada la expresién de mdltiples genes
(Gozzo, 2003).

La absorbancia a 320 nm estd relacionada con el contenido de
hidroxicinamatos (polifenoles potencialmente oxidables), mientras que la absorbancia
a 420 nm representa la intensidad colorante, con valores mayores cuanto mas
avanzado es el estado de oxidacion de los polifenoles. La oxidacion se debe a la
actividad de la enzima polifenoloxidasa (PPO), que una vez se ha producido la rotura
de bayas y la liberacion de mosto (Robards et al., 1999), produce pardeamiento y
pérdida de calidad aromatica del mismo (Nagel y Graber, 1988). En el presente
estudio, el incremento significativo de la absorbancia a 320 nm de mostos procedentes
de uva tratada con etefén y MeJA frente a los controles, podria estar relacionado con
el incremento polifendlico experimentado en las uvas tratadas, pero también con la
presencia de mas bayas cicatrizadas en la zona de abscision y con la reduccion en la
liberacion de mosto, que limitaria el nivel de oxidaciébn de la pasta vendimiada

mecanicamente.

Existen sistemas enzimaticos de las plantas que pueden estar inducidos por
los jasmonatos (Rowher y Erwin, 2008). Se ha observado que la actividad de la PPO
se ve favorecida con aplicaciones de jasmonatos en hojas de diferentes plantas como
alubia (Alba-Meraz y Choe, 2002) o tomate (Boughton et al., 2006). Es posible que los
tratamientos aplicados en los Ensayos 1 y 3 hayan inducido también la actividad de la
PPO en los frutos, dando lugar a valores mayores de las absorbancias a 420 nm que

en los controles.

Los métodos de vendimia, manual y mecanizada, no tuvieron ningun efecto en
la concentracion de polifenoles totales, a pesar de que con la liberaciéon de mosto en la
pasta vendimiada mecanicamente, se produce una maceracion durante la vendimia y
transporte a bodega que tenderia a aumentar la extraccion de polifenoles de los
hollejos. Tampoco se obtuvieron diferencias comparando las dos frecuencias de los
sacudidores, a diferencia de lo mostrado por Pezzi et al. (2005), que observaron mayor
contenido fendlico en mostos procedentes de vendimias con regimenes de trabajo

mas intensos.

Los parametros fisicoquimicos analizados en los vinos han sido poco afectados

por los tratamientos de campo y los métodos de vendimia en el Ensayo 3, si bien es de
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destacar que la aplicacibn de agentes de abscisién dio lugar a vinos con mayor
contenido polifendlico. Arfelli et al. (2010) no observaron cambios importantes en la
composicion fisicoquimica de los vinos relacionados con el tipo de recoleccién salvo

valores mayores de pH en vendimia mecanica que en recogida manual.

La estabilidad oxidativa de los vinos no ha presentado diferencias estadisticas
en funcién de la aplicacion de agentes de abscision. Tampoco ha habido diferencias
con respecto al método de vendimia, en contra de lo observado por Arfelli et al. (2010)

en cv. Montuni.

Los resultados obtenidos con la aplicacion combinada de etefon y MeJA, en cv.
Verdejo han sido similares a los registrados en uva ‘Sauvignon blanc’ (Uzquiza et al.,
2014b): poco efecto en el contenido de azucares y acidos del mosto e incrementos del
indice de polifenoles totales, contenido en acidos cinamiltartaricos e intensidad
colorante. Los vinos cv. Sauvignon blanc procedentes de uvas tratadas no mostraron
cambios en los parametros de composicidon analizados ni en la estabilidad oxidativa
frente a los controles, pero si presentaron una mayor intensidad colorante

(absorbancia a 420 nm), a diferencia de lo observado en cv. Verdejo.

Por todo lo comentado, la aplicacion de MeJA en prevendimia combinado con
ACC o etefbn muestra un gran interés para favorecer el proceso de abscision de la
uva. Estos tratamientos, junto a la regulacion del régimen de trabajo de la
vendimiadora, permitirian mejorar el rendimiento de la maquina y reducir la liberacién
de mosto en la pasta recogida. Los resultados muestran que los tratamientos con
etefébn mas metil jasmonato han mejorado la calidad del mosto cv. Verdejo elevando la
concentracion de acidos hidroxicinamicos y disminuyendo el contenido en potasio, Si

bien, no han afectado a la estabilidad oxidativa de los vinos.
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VII. CONCLUSIONES

Del estudio realizado se pueden extraer las siguientes conclusiones:

1. La aplicacion individual de metil jasmonato (MeJA), etefébn y &cido 1-
aminociclopropano-1-carboxilico (ACC) sobre los racimos en los dias previos a la
vendimia ha reducido significativamente la fuerza de desprendimiento de la uva
entre 1 y 8 dias después del tratamiento, en funcion del producto y del cultivar
estudiado. Tanto MeJA como ACC han promovido, frente a testigos sin tratar, la

cicatrizacion de la zona de abscision de las uvas.

2. Las aplicaciones combinadas han puesto de manifiesto un efecto aditivo entre
MeJA y etefdn, y un efecto sinérgico entre MeJA y ACC en la reduccion de la fuerza
de desprendimiento del fruto. Las aplicaciones conjuntas han registrado, ademas,
un porcentaje mayor de uvas con cicatriz en la zona de insercién del pedicelo que
las aplicaciones individuales. En las condiciones de cultivo estudiadas los mejores
resultados se han obtenido con 8960 mg-L™* MeJA + 1000 mg-L™* etefén ocho dias
después de su aplicacién en cv. Verdejo y 1335 mg-L™ MeJA + 1000 mg-L™* ACC a

partir de dos dias del tratamiento en cv. Thompson seedless.

3. La produccion endégena de etileno de la uva se ha visto favorecida por la
aplicacion en prevendimia de ACC y ha registrado una interaccién positiva con la
aplicacion de MeJA. Esto justificaria la mayor efectividad de los tratamientos
combinados frente a los individuales en la estimulacion de los procesos

relacionados con la abscision.

4. El hecho de que el tratamiento de MeJA no haya modificado por si mismo la
produccion de etileno en la uva, junto a un efecto mayor sobre la cicatrizacion de la
zona de insercién del pedicelo que el etefén o ACC, indicaria que la actividad del
MeJA sobre los procesos de abscision de la uva no se ejerceria exclusivamente a

través del etileno.
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. La aplicacién de MeJA, solo o combinado con ACC, en uva cv. Thompson seedless
ha provocado unas pérdidas significativas de cosecha de hasta el 36% como
consecuencia de la caida prematura de bayas antes de la vendimia. Sin embargo
los tratamientos individuales de MeJA, etefébn, o la combinacibn de ambos
fitorreguladores en vifiedo cv. Verdejo no han registrado pérdidas significativas ni
tampoco han producido defoliacién de las plantas o retraso en la brotacién de

yemas francas en el ciclo posterior a la aplicacion.

. Los tratamientos combinados de etefén (1000 mg-L™) y MeJA (8960 mg-L™) diez
dias antes de la recoleccién en uva cv. Verdejo no han afectado al rendimiento de
la vendimia mecanizada, cuando la frecuencia de sacudido de la maquina era 400
golpes-min™. Sin embargo, con regimenes de trabajo mas enérgicos las pérdidas
de cosecha podrian incrementarse al aumentar la proporcion de uvas caidas al
suelo durante el proceso. Con independencia del tratamiento prevendimia las
pérdidas totales y el porcentaje de uva que quedo en las plantas sin recoger

disminuyeron al aumentar la frecuencia de sacudido.

. Al facilitar el desprendimiento de la uva y promover la cicatrizacion de la zona de
abscision, la aplicacion combinada de etefon y MeJA ha tendido a reducir el
volumen de mosto liberado durante la vendimia mecéanica, con diferencias
destacadas frente a los controles cuando se utilizaba el régimen de trabajo de la

magquina mas intenso.

. La reduccién del mosteo, la menor proporcion de uva dafiada mecanicamente, asi
como la cicatrizacion de la zona de abscisién en las uvas tratadas con etefén y
MeJA han tenidos efectos positivos en la composicion del mosto. Asi se ha
constatado una tendencia a disminuir la concentracion de potasio (maceracion
menos intensa) y un incremento de la cantidad de acidos cinamiltartaricos

(polifenoles no oxidados), en frutos tratados frente a controles sin tratar.

La aplicacion combinada de etefén y MeJA incrementé el contenido polifendlico

total de mostos y vinos cv. Verdejo, pero no tuvieron un efecto claro sobre la
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10.

intensidad colorante de los mismos. Los tratamientos no afectaron al pH, acidez o a

la estabilidad oxidativa de los vinos.

En definitiva, el trabajo realizado demuestran que existe un gran potencial en el uso
de los agentes de abscision en uva de vinificacion para mejorar el rendimiento de la

vendimia mecanizada y la calidad del mosto y del vino.
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