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RESUMEN

El deshoje de la canopia de la vid, es una practica que altera el microclima del racimo
mediante la remocion de hojas. Actualmente se aplica tardiamente (semanas antes de
cosecha) con el fin de mejorar algunas caracteristicas quimicas de la uva en algunos
cultivares. A pesar de su amplio uso, los efectos de este deshoje tardio son aun
desconocidos. En este estudio, fue evaluado el efecto de un deshoje aplicado cuatro
semanas antes de cosecha sobre los componentes fendlicos de las semillas de bayas del
cultivar Carménére. Los tratamientos consistieron en hileras deshojadas con exposicion
norte y sur, las cuales fueron contrastadas con sus respectivos controles sin deshoje.

Durante el estudio, se observé que el peso de las semillas no se afectd por la aplicacion del
deshoje tardio. Contrariamente, las semillas de los tratamientos deshojados presentaron
contenidos de fenoles y taninos totales menores hacia la fecha de cosecha, aunque estas
variaciones fueron altamente dependientes de la exposicion de los tratamientos. En el caso
del indice de gelatina, las semillas de los tratamientos con deshoje presentaron mayores
valores durante el ensayo, observandose un abrupto aumento en el ultimo muestreo.

La metodologia utilizada para estimar el grado de polimerizacion de las proantocianidinas
de las semillas mediante el uso de dimetilaminocinamaldehido, no permitié evidenciar
claras diferencias entre los tratamientos. Sin embargo, al utilizar el nucleofilo de
floroglucinol para estimar el grado medio de polimerizacion (GPm) y el peso molecular
promedio (PMp), se pudo observar que las semillas provenientes de los tratamientos
deshojados presentaron menores valores de GPm y PMp, pero solo en algunos muestreos.
Este mismo analisis demostrd que el porcentaje de galoilacion (%G) de las semillas de
tratamientos con deshoje, no presentd valores estadisticamente significativos con respecto a
los controles. Un comportamiento similar se observo al cuantificar fenoles de bajo peso
molecular por HPLC-DAD.

Finalmente, en base a las observaciones y a las condiciones de este estudio, es posible
concluir que el deshoje tardio afecta la concentracion de algunos compuestos fenodlicos de
las semillas de bayas del cultivar Carménere, aunque este efecto seria altamente
dependiente de la exposicion de las hileras.

Palabras Claves
Compuestos Fenolicos
Semilla

Deshoje

Carménere



ABSTRACT

Vine canopy defoliation modifies the cluster microclimate by removing leaves. Present
defoliation practices are undertaken late (weeks before harvest) in order to improve some of
the grape chemical characteristics in some cultivars. Despite its widespread use, the effects
of this late defoliation are still unknown. In this study, the effect of Carménére cultivar
defoliation applied four weeks before harvest was evaluated by analyzing the phenolic
compounds of the berry seeds. Leafless rows with northern and southern exposure were
compared to their corresponding control counterparts without defoliation.

The study showed that seed weight was not affected by late defoliation. However, the seeds
subject to defoliation treatments showed lower contents of total phenols and tannins at the
harvest date, although these changes were highly dependent on the exposure treatments. In
the case of the gelatin index, the seeds from defoliated treatments presented higher values
during the test, showing a sharp rise in the last sampling.

The methodology used to estimate the proanthocyanidins polymerization degree using
dimethylaminocinnamaldehyde, did not show difference between treatments. However,
when using the nucleophilic phloroglucinol to estimate the mean degree of polymerization
(mDP) and average molecular weight (aMW), it was observed that the seeds which were
subject to defoliation treatments showed lower values of mDP and aMW, but only in
certain samples. The same analysis demostrated that the percentage of galloylation (% Q)
of the seeds from defoliated treatments, did not show statistically significant differences
when compared to controls. Similar behavior was observed during the quantification of low
molecular weight phenols by HPLC-DAD.

The results of this investigation indicate that late defoliation affects the concentration of
some of the phenolic compounds of the Carménére cultivar berry seeds. However, this
effect may be highly dependent on the exposure of the rows.

Key Words
Phenolic Compounds
Seed

Defolation
Carménere



INTRODUCCION

La importancia de los compuestos fenolicos radica en su directa influencia en las
caracteristicas organolépticas de la uva y del vino tales como color, astringencia y amargor.
Dichos compuestos derivan del metabolismo secundario de los vegetales (Dewick y
Haslam, 1969; Heller y Forkmann, 1993; Pefia-Neira, 2006a; Avalos y Pérez-Urria, 2009).
La ruta de biosintesis de los compuestos fendlicos es la via fenilpropanoide, la cual se
origina a partir del aminoacido fenilalanina y depende en gran medida de la enzima
fenilalanina amonio liasa (PAL). La actividad de la PAL es termo y luminico dependiente
(Roubelakis-Angelakis y Kliewer, 1986; Sparvoli et al., 1994; Hunter y Ruffner, 1997;
Pena-Neira, 2006a) y da origen en una primera instancia al acido cinamico, base de gran
parte de los compuestos fenolicos flavonoides (Robinson y Davis, 2000; Forkmann y
Martens, 2001; Hiratzuka et al., 2001; Pena, 2005; Bogs et al., 2006; Downey et al., 2006;
Kennedy, 2008).

Desde el punto de vista quimico, los compuestos fenolicos estan formados por un anillo
bencénico unido a uno o varios grupos hidroxilos. De acuerdo a su clasificacion, pueden
dividirse en dos grupos: los no flavonoides y los flavonoides. Dentro de los no flavonoides,
se encuentran los acidos fenodlicos (4acidos benzoicos como el acido galico y acidos
cinamicos) y los estilbenos. Al grupo de los flavonoides pertenecen los flavonoles,
antocianos y proantocianidinas (Flanzy, 2000; Zoecklein et al., 2001; Zamora, 2003;
Monagas et al., 2005). Referente a la constitucion de los frutos de Vitis vinifera L., los
compuestos fendlicos se concentran principalmente en hollejos y semillas. Asimismo, los
flavonoles y antocianos son abundantes en los hollejos; los primeros parecen contribuir
tanto al amargor como al color del vino al actuar como copigmentos de antocianinas,
mientras que a los segundos se les atribuye el color rojo en uvas y en vinos tintos (Cheynier
y Rigaud, 1986; Gawel, 1998; Downey et al., 2003b; Rodriguez-Montealegre, et al., 20006).
Las proantocianidinas, conocidas también como flavan-3-oles o taninos condensados, estan
presentes mayormente en las semillas (60-75%) y son las principales responsables de la
astringencia, amargor y estabilizacion de la materia colorante de los vinos, especialmente
los tintos (Kennedy et al., 2000a; Jordao et al., 2001; Downey et al., 2003a; Roby et al.,
2004; Monagas et al., 2005; Pastor del Rio y Kennedy, 2006; Hatzidimitriou et al., 2007;
Hufnagel y Hofmann, 2008).

Las proantocianidinas presentan como estructura base a las procianidinas [(+)-catequina y
(-)-epicatequina] y las prodelfinidinas [(+)-galocatequina y (-)-epigalocatequina]. El nivel
de astringencia y amargor que aportan al vino estd determinado por su grado de galoilacion
(estructuras base unidas al acido galico) y por su grado de polimerizacion (tamafio de las
proantocianidinas) (Monagas et al., 2003; Vidal et al., 2004; Pefna-Neira, 2006b). Las
semillas presentan proantocianidinas con un menor grado de polimerizacion y un mayor
grado de galoilacion comparado con las de los hollejos, lo que explica el mayor nivel de
astringencia y amargor aportado por las mismas (Prieur et al., 1994; Kennedy et al., 2000b
Jordao et al., 2001; Kennedy et al., 2001; Downey et al., 2003a; Pena-Neira, 2006b; Canals



et al., 2008). Durante la maduracion de la baya, las proantocianidinas de las semillas
experimentan una importante evolucion tanto en su concentracidn como en su composicion,
disminuyendo y/o cambiando de tamafio de polimerizacion desde la pinta en adelante, al
parecer por procesos de oxidacion (Kennedy et al., 2000a; Kennedy y Jones, 2001; Downey
et al., 2006; Pena-Neira, 2006a).

La sintesis de los compuestos fenolicos en el proceso de maduracion se ve influenciado por
diversos factores, entre los que destacan las condiciones climaticas, practicas culturales y
cultivar, por mencionar algunos de los mas importantes (Jackson y Lombard, 1993;
Broussaud et al., 1999; Ojeda et al., 2002; Downey et al., 2006; Kennedy, 2008). Desde
esta perspectiva, la luz y la temperatura afectan la fotosintesis y la sintesis de azlcares,
acidos y metabolitos secundarios. En relacion a esto ultimo, el manejo de la canopia es una
practica que constituye una alternativa para modificar el régimen de luz disponible para la
vid, entre otros, a través de una serie de técnicas que modifican la posicion y cantidad de
brotes, racimos y hojas, con la finalidad de impactar positivamente en la composicion final
de la baya, y por tanto, del vino (Smart, 1985; Bergqvist et al., 2001; Mufioz et al., 2002;
Downey et al., 2006; Pefia-Neira, 2006a; Kennedy, 2008). Al respecto, la remocion de
hojas o deshoje, es una técnica que se ha convertido en una labor de uso comun en los
vifiedos (Lavin y Pardo, 2000; Mufoz et al., 2002; Fredes et al., 2010).

En la vid, el deshoje se realiza principalmente desde el cuajado hasta finales de pinta
(Blouin y Gimbertau, 2002; Reynier, 2002; Vidal, 2004). Consiste en la supresion de un
numero variable de hojas que se encuentran proximas a los racimos o sombreando a los
mismos, alterando el microclima de la zona de la fruta; en consecuencia, aumenta la
radiacion incidente y la temperatura de las bayas, asi como también disminuye la humedad
relativa (Jackson y Lombard, 1993; Lavin y Pardo, 2000; Mufioz et al., 2002; Salazar y
Melgarejo, 2005). La disminucion de la humedad trae consigo un menor riesgo de
enfermedades fungosas y bacterianas, de manera que esta técnica favorece la mantencion
de la sanidad en los racimos al quedar estos mas ventilados y sueltos (Pszczolkowski et al.,
1985; Lavin y Pardo, 2000; Salazar y Melgarejo, 2005). Por otro lado, el aumento
controlado de la temperatura provoca un incremento en los procesos metabolicos de la
planta asociado al desarrollo y acumulacion de metabolitos, por lo que al deshoje se le
atribuyen ventajas como la de mejorar la acumulacion de antocianinas y flavonoles
(Haselgrove et al., 2000; Downey et al., 2006; Kennedy, 2008). Sin embargo, temperaturas
superiores a los 30 °C afectarian negativamente en la sintesis de antocianinas (Coombe,
1987). Finalmente, algunos autores sefialan que el deshoje permite atenuar aromas
herbaceos determinados por las pirazinas, compuestos aromaticos sensibles a la luz y que se
degradan en exposicion directa a ella, tipico de ciertos cultivares como el Cabernet
Sauvignon, Cabernet Franc, Merlot, Sauvignon Blanc y Carménére (Arnold y Bledsoe,
1990; Roujou de Boubée et al., 2000; Pszczolkowski, 2004; Belancic y Agosin, 2007). No
obstante lo anterior, Gémez (2010) no encontré efectos en la disminucion de las dos
principales pirazinas presentes en los hollejos de bayas del cv. Carménére al aplicar
diferentes tratamientos de deshoje.



Entre los cultivares de Vitis vinifera mencionados anteriormente, el cv. Carménére se ha
adaptado muy bien al suelo y clima seco de Chile y es motivo de estudios de seleccion
clonal para promoverlo como variedad emblematica de nuestro pais (Pszczolkowski, 2004;
Fernandez et al., 2007). Se caracteriza por ser un cultivar de maduracion tardia y por poseer
un alto contenido de pirazinas en bayas. Con el objetivo de lograr una disminucioén del
contenido de aromas herbaceos y una optimizacion de la madurez fendlica, estas
caracteristicas han implicado retrasar significativamente su fecha de cosecha, requiriendo a
menudo de un deshoje extra en verano o en la época final de la maduracion (Belancic y
Agosin, 2007; Gil y Pszczolkowski, 2007; Mattivi et al., 2009). Este deshoje, denominado
como tardio, consiste en la eliminacion de hasta la octava a décima hoja desde la base de la
planta. Se realiza entre 3 a 5 semanas antes de la cosecha, principalmente en vifiedos
destinados a la produccion de uvas y vinos Premium, y se ha asociado a una mejora en las
caracteristicas fenolicas de las bayas (Ordofiez, 2009). Sin embargo, actualmente no existen
registros cientificos que respalden dicha informacion.

Estudios previos han demostrado que el deshoje afecta la sintesis y composicion de los
compuestos fenolicos durante el desarrollo de la baya (Kliewer y Antcliff, 1970; Hunter et
al., 1995). Algunos autores han observado que la concentracion de antocianinas en hollejos
de bayas del cv. Cabernet Sauvignon tiende a aumentar por efecto de un deshoje parcial y
que tiende a ser mayor mientras mas tarde se aplique la desfoliacion (Hunter et al., 1991).
A pesar de lo anterior, los resultados no han sido concordantes, y ademas las
investigaciones se han enfocado primordialmente en el estudio del efecto del deshoje sobre
el contenido y composicion de las antocianinas y flavonoles de los hollejos de bayas,
existiendo escasa informacion con respecto a las proantocianidinas y, menor aun, referente
a la presencia de estos compuestos en las semillas de bayas. En este sentido solo existe un
trabajo previo en el que Galaz (2010), aplicando diferentes tratamientos de deshoje
temprano (pre-envero y envero), determind que no existe efecto sobre la concentracion de
taninos, su grado medio de polimerizacion o la proporcion de flavan-3-oles mondmeros,
oligdmeros o polimeros en bayas del cv. Carménere.

Por otra parte, diversos estudios han demostrado diferencias en la composicion fendlica de
las semillas durante la maduracion entre distintos cultivares (Fuleki y Ricardo da Silva,
1997; Santos-Buelga et al., 1995; Rodriguez-Montealegre et al., 2006). Comparativamente,
de todas las variedades de uva para la produccion de vino, la que ha sido mas estudiada,
debido a su gran difusion entre los paises vitivinicolas, corresponde al cv. Cabernet
Sauvignon (Crippen y Morrison, 1986; Santos-Buelga et al., 1995; Pefia-Neira, 2004;
Kennedy et al., 2000b; Rodriguez-Montealegre et al., 2006; Obreque-Slier et al., 2010). Sin
embargo, a pesar de la importancia del cv. Carménére en Chile y de la cotidianeidad de la
técnica del deshoje en nuestro pais, los estudios de su efecto en la composicion fenolica de
bayas de uvas han sido limitados y, mas aun, referente a las semillas de las mismas. De
acuerdo a los antecedentes expuestos, se ha propuesto para el presente estudio el siguiente
objetivo:

Evaluar el efecto de un deshoje tardio sobre la composicion fendlica en semillas de bayas
del cv. Carménére.



MATERIALES Y METODOS

Materiales

Lugar del estudio

Los anélisis fisicos y quimicos de semillas se llevaron a cabo en los laboratorios de
Enologia y Cromatografia del Departamento de Agroindustria y Enologia de la Facultad de
Ciencias Agronémicas de la Universidad de Chile.

Material vegetal

Para la realizacion del estudio se utilizaron semillas provenientes de bayas del cultivar
Carménere, las cuales fueron almacenadas en un congelador marca Fensa a una temperatura
de -80 °C en bolsas de cierre hermético marca Ziploc. Las bayas se obtuvieron de plantas de
7 anos de edad conducidas en espaldera simple con orientacion Este-Oeste, regadas
mediante riego por goteo, con una produccion promedio estimada de 6 ton/ha, plantadas
sobre pie franco en un predio de la vifia Santa Ema ubicada en el Valle del Maipo, comuna
de Isla Maipo, Region Metropolitana, Chile (Figura 1).

/33045’ Latitud Su/y 70952 _Longituglﬁesté,_;

Figura 1. Foto aérea predio vifia Santa Ema. Lineas de distintos colores corresponden a los
diferentes tratamientos aplicados a las hileras seleccionadas para el estudio segin su
exposicion a la luz.



Reactivos

Los estandares de los compuestos fenolicos de bajo peso molecular de acido galico (G-
7384), (+)-catequina (C-1251), (-)-epicatequina (E-1753) y (-)-epicatequina-3-O-galato (E-
3893), asi como de dimetilaminocinamaldehido, floroglucinol (P-3502) y membranas
filtrantes de 0,45 pm, fueron adquiridos en Sigma-Aldrich (St. Louis, Estados Unidos).
Todos los reactivos grado pro-analisis y grado HPLC se adquirieron en Merck (Darmstadt,
Alemania).

Instrumentacion

En la preparacion de los extractos de semillas y para la posterior extraccion de los
compuestos fenolicos e indices se emplearon: balanza electronica marca Denver Instrument
modelo XL-3100D, minipimer marca Braun (300 Watt), agitador magnético marca Fisatom
modelo 752A, bomba de vacio marca Thomas (220V), centrifuga marca Thermo Scientific
Heraeus Labofuge 200, espectrofotometro UNICAM modelo Helios Gamma 2000,
pHmeter Hanna Instruments modelo pH 211 y Cromatdgrafo Liquido de Alta Eficacia
(HPLC-DAD) marca Agilent Technologies 1200 Series. El equipo de HPLC-DAD estaba
constituido por un inyector automatico modelo L-7200, un detector de arreglo de
fotodiodos alineados modelo L-7455 y una columna Waters Nova-Pak Cig (4um, 3,9 mm
de didmetro interno por 300 mm de largo) adquirida en Waters (Irlanda) para los analisis de
compuestos fendlicos de bajo peso molecular. En los estudios de floroglucinol por HPLC-
DAD se empled una columna LiChro Cart 100 RP-18 (4 mm de didmetro interno por 250
mm de largo) adquirida en Agilent Technologies (Santa Clara, C.A., Estados Unidos).

Metodologia

Tratamientos

Los tratamientos fueron aplicados a las hileras seleccionadas segiin su exposicion a la luz
(figuras 1y 2):

Tratamiento 1 (T1): Control, hilera de exposicion norte.
Tratamiento 2 (T2): Control, hilera de exposicion sur.

Tratamiento 3 (T3): Con deshoje tardio, hilera de exposicion norte.
Tratamiento 4 (T4): Con deshoje tardio, hilera de exposicion sur.



Figura 2. Esquema de la exposicion a la luz de hileras seleccionadas para el estudio con la
aplicacion de los diferentes tratamientos. Hileras de exposicion norte (T1/T3). Hileras de
exposicion sur (T2/T4). Noétese que hileras de exposicion norte presentan un total de horas
de exposicion a la luz considerablemente mayor que hileras de exposicion sur.

Procedimiento

Cada tratamiento const6 de cuatro repeticiones consistentes en hileras de 100 plantas cada
una, para lo cual se seleccionaron 4 hileras al azar para cada tratamiento, resultando un total
de 16 hileras seleccionadas para efectos del estudio (figuras 1 y 3).
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Figura 3. Esquema de los distintos tratamientos aplicados a las hileras seleccionadas segiin
su exposicion a la luz solar.

Los muestreos fueron realizados semanalmente a partir de 5 semanas antes de cosecha,
recolectando un total de 100 bayas por hilera desde distintos racimos de acuerdo a su



exposicion en el tratamiento. Durante la cuarta semana previa a la cosecha, correspondiente
al segundo muestreo, se aplico el deshoje tardio a las hileras de los tratamientos respectivos
(Cuadro 1) (Figura 3).

Cuadro 1. Fechas de muestreo

Muestreo Fecha de muestreo
Muestreo 1 (M1) 14 abril
Muestreo 2 (M2) 21 abril (Aplicacién del deshoje)
Muestreo 3 (M3) 28 abril
Muestreo 4 (M4) 5 mayo
Muestreo 5 (M5) 9 mayo (Cosecha)

Las bayas fueron tomadas a partir del hombro, centro y cola de cada racimo. Una vez

cosechadas, las muestras de bayas fueron almacenadas en un congelador a -80 °C (Figura
4).
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Figura 4. Esquema de seleccion de bayas recolectadas para el estudio y separacion de las
semillas.

Previo a los andlisis, las muestras fueron descongeladas separando manualmente las
semillas de cada baya.

Preparacion del extracto de semillas

Luego de extraidas las semillas desde las bayas, estas fueron secadas, pesadas y procesadas
de acuerdo a la metodologia propuesta por Venicie et al. (1997). Asi, las semillas fueron
trituradas utilizando una minipimer y mezcladas con 40 mL de medio vinico (solucion
hidroalcohdlica con 10% v/v de etanol y 5 g/L de acido tartarico). A continuacion, el pH de
la solucion fue ajustado a 3,6 y las muestras fueron aforadas con agua destilada hasta
completar los 200 g. La mezcla fue macerada por 2 horas a 20 °C con agitacion constante.
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Transcurrido este tiempo, el sobrenadante fue centrifugado (5000 rpm por 30 minutos) y
filtrado a través de una membrana de 0,45 pm.

Determinaciones analiticas

Analisis Basicos:

* Peso de 100 semillas

Analisis de Polifenoles en semillas:

* Fenoles totales: Mediante analisis espectrofotométrico de DO 280 nm (Garcia-Barcelo,
1990).

* Taninos totales: Mediante la reaccion de Bate-Smith (1981).
« Indice de taninos: Mediante el indice de gelatina (Glories, 1978).

* Grado de polimerizacion de taninos condensados: Por el método de la p-
dimetilaminocinamaldehido (DMACH) (Vivas et al., 1994).

* Grado de polimerizacion de taninos condensados: Por el método del floroglucinol
propuesto por Kennedy y Jones (2001) y modificado por Obreque-Slier et al. (2010).

Los extractos de semillas fueron concentrados y secados bajo presion (3 mL) y redisueltos
en 2,5 mL de metanol. Una solucion fue preparada con 0,25 g de acido ascorbico, 1,25 g de
floroglucinol, 215 pL de 4cido clorhidrico concentrado y completada a 25 mL con metanol
(solucion C). A la solucion proantocianidinica en metanol se agregd 0,5 mL de metanol, se
reactivé con 0,5 mL de solucion A a 50 °C por 20 minutos. Una vez transcurrido este
tiempo, se anadieron 0,5 mL de acetato de sodio acuoso 200 mM con el fin de detener la
reaccion. La muestra obtenida se analiz6 por HPLC-DAD. El método utiliza un gradiente
binario cuya fase mévil contiene acido acético (fase movil A) en agua (1% v/v) y metanol
(fase movil B). Los picos obtenidos de las muestras fueron monitoreados a DO 280 nm.

* Compuestos fenolicos de bajo peso molecular: Mediante cromatografia liquida de alta
eficiencia (HPLC-DAD) (Pefia-Neira et al., 2004).

Disefio de experimento y anélisis estadistico

El disefio experimental utilizado fue totalmente al azar e incluyd cuatro tratamientos con
cuatro repeticiones de cada uno. La unidad experimental fue de 100 plantas.

Los resultados obtenidos fueron sometidos a un analisis de varianza (ANDEVA) y en el
caso de existir diferencias significativas entre los tratamientos se aplicé la prueba de rango
multiple de Tukey con un nivel de significancia de 5%.

Todos los analisis estadisticos se realizaron con el programa Minitab version 13.32.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Analisis Basicos

Peso de semillas de 100 bayas

La Figura 5 muestra la evolucién del peso de semillas/100 bayas de los diferentes
tratamientos aplicados a plantas del cultivar Carménere durante las 5 semanas del ensayo.
Es posible observar que, los valores de peso de semillas de las bayas de todos los
tratamientos disminuyen hacia la fecha de cosecha, comportamiento coincidente con lo
descrito por otros autores (Kennedy et al., 2000a; Downey et al., 2003a; Pastor del Rio y
Kennedy, 2006).

De acuerdo a Pefia-Neira (2006a), la temperatura de la baya normalmente alcanzaria
valores de entre 5 a 10 °C por sobre la temperatura promedio ambiental. Por otra parte, un
informe de la Asociacion Nacional de Ingenieros Agronomos Enologos de Chile (2006)
menciona que la temperatura promedio en el Valle del Maipo entre los meses de abril y
mayo alcanza los 25 °C, por lo que la temperatura de la baya pudo aumentar por sobre los
30 °C durante el estudio. Esto ultimo, afectaria no solo la division y elongacion celular, si
no que también aumentaria la tasa de transpiracion y deshidratacion de la baya, y en
consecuencia, de las semillas, lo que influiria en la disminucion de su peso final (Crippen y
Morrison, 1986).

42
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Figura 5. Evolucion del peso de semillas/100 bayas 5 semanas antes de cosecha.
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De modo comparativo, se pudo observar que a pesar que las semillas del tratamiento con
deshoje en la exposicion norte (T3) presentaron los menores valores de peso de semillas y
que las del tratamiento con deshoje en la exposicion sur (T4) presentaron los mayores
valores en 3 de los 5 muestreos, no se observaron diferencias estadisticamente
significativas entre los tratamientos, salvo en el tercer muestreo (Cuadro 2, Apéndice I).
Este comportamiento coincide con los estudios realizados por Downey et al. (2004),
Yamane et al. (2006) y Galaz (2010) en bayas del cultivar Syrah, Cabernet Sauvignon y
Carménere, respectivamente, quienes no observaron diferencias significativas entre los
pesos de bayas sombreadas y expuestas al sol.

Andlisis de Polifenoles en semillas

Fenoles Totales

La evolucion del contenido de fenoles totales en las semillas de los diferentes tratamientos
se muestra en la Figura 6. En todos los tratamientos se observa una tendencia decreciente
del contenido de fenoles totales hacia el final del estudio. Esta tendencia es coincidente con
los resultados obtenidos en otros trabajos (Kennedy et al., 2000a; Obreque-Slier et al.,
2010). Cabe destacar que, mientras las semillas de los tratamientos de exposicion norte (T1
y T3) presentaron una disminucion drastica entre el tercer y cuarto muestreo, las semillas
de los tratamientos de exposicion sur (T2 y T4) presentaron una disminucion gradual de la
concentracion de fenoles totales durante el ensayo, apreciacion que se respalda
estadisticamente (Cuadro 3, Apéndice I).

Por otra parte, las semillas de los tratamientos controles (T1 y T2) mostraron mayores
contenidos de fenoles totales que las semillas de tratamientos con deshoje tardio (T3 y T4),
siendo el tratamiento T3 el que mostro las menores concentraciones en 4 de los 5
muestreos, lo cual fue respaldado estadisticamente en algunas fechas de muestreo (Cuadro
3, Apéndice I).



13

34

Fenoles Totales
32 —o— T1
T2
30 T3
—v— T4

28 A

26 A

24 A

mg EAG/g semilla

22 A

20 A

18 A

16 T T T T T
M1 M2 M3 M4 M5

Muestreo

Figura 6. Evolucién de la concentracion de fenoles totales 5 semanas antes de cosecha.

Referente a lo anterior, es importante mencionar que no obstante la luz y temperatura
promueven la formacion de compuestos fendlicos (Downey et al., 2006), condiciones de
altas temperaturas y/o luminosidad se asociarian a una detenciéon de los procesos
metabolicos y a una disminucion de la concentracion de dichos compuestos en la vid,
cuando las temperaturas superan los 30 °C (Coombe, 1987).

Taninos Totales

De acuerdo a lo observado en la Figura 7, la concentracion de taninos totales en las semillas
provenientes de los tratamientos T1 y T4, disminuye drasticamente entre el primer y
segundo muestreo, para luego presentar valores constantes hacia el final del estudio. Estos
resultados se asemejan a lo descrito por Obreque-Slier et al. (2010) y Kennedy et al.
(2000a). Un comportamiento similar mostraron las semillas del tratamiento T2 entre los 2
primeros muestreos. Sin embargo, posteriormente sus concentraciones variaron
significativamente hacia la fecha de cosecha. Contrariamente, las semillas del tratamiento
T3, no presentaron concentraciones diferentes de taninos totales entre el primer y quinto
muestreo (Cuadro 4, Apéndice I).
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Figura 7. Evolucién de la concentracion de taninos totales 5 semanas antes de cosecha.

Comparativamente, las semillas del tratamiento sin deshoje tardio en la exposicion sur (T2)
mostraron los valores mas altos de concentracion de taninos totales en contraste con los
demas tratamientos, mientras que las semillas del tratamiento con deshoje en la exposicion
norte (T3) obtuvieron los valores mas bajos en la mayoria de los muestreos (Cuadro 4,
Apéndice I).

Asimismo, a pesar que el tratamiento T4 presentd menores concentraciones de taninos
totales comparado con su tratamiento control (T2), el tratamiento T3 no evidencid tales
diferencias con su control (T1), salvo en el primer muestreo. Esto ultimo coincide con lo
observado por Downey et al. (2004).

Dicho de otra manera, en los tratamientos con condiciones de sombreamiento o menor
cantidad de horas de luz durante el dia (T2 y T4), un deshoje tardio produciria una
disminucion de la concentracion de taninos totales en las semillas, mientras que en
tratamientos en condiciones de mayor luz (T1 y T3), modificaciones de la arquitectura de
la canopia no produciria cambios en dicha concentracion. Esto podria reflejar que la mayor
cantidad de horas de luz y temperatura recibida debido a un deshoje tardio, afectaria solo
aquellas semillas de bayas que se encuentran en la exposicion con menor cantidad de luz y
temperatura y no aquellas que poseen una condicion suficiente de estos parametros.

Al respecto, Bergqvist et al. (2001) y Mabrouk y Sinoquet (1998) sugieren que la
concentracion fenoélica en la uva dependeria de los efectos de complejas interacciones entre
la luz y la temperatura sobre los racimos y que la exposicion de las hileras seria el principal
determinante al aplicar un deshoje.
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indice de Gelatina

La Figura 8 muestra que la tendencia del indice de gelatina en las semillas de todos los
tratamientos fue decreciente hacia el final del estudio, lo que concuerda con lo observado
por Obreque-Slier et al. (2010). En el caso de los tratamientos deshojados tardiamente (T3
y T4), esta disminucion fue evidentemente significativa hasta el cuarto muestreo, para
aumentar abrupta y significativamente en el quinto.
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Figura 8. Evolucion del indice de gelatina 5 semanas antes de cosecha.

El indice de gelatina relaciona la capacidad de una gelatina para precipitar las
proantocianidinas de un extracto con la percepcion de astringencia (Glories, 1984). Por lo
tanto, el aumento de este indice en la fecha de cosecha, demostraria la mayor capacidad de
estos compuestos por ser precipitados por la gelatina utilizada, lo que podria relacionarse
con su capacidad de producir astringencia. Este punto es de alta relevancia, ya que, un
deshoje realizado bajo las condiciones de este estudio, sumado a cosechas tardias (propio
del cultivar Carménere), provocarian una hidrdlisis de las proantocianidinas mas
polimerizadas de las semillas hacia las tltimas fechas de muestreo (Obreque-Slier et al.,
2010), generando proantocianidinas mas reactivas con la gelatina.

Este ultimo aspecto se vio fuertemente respaldado al comparar los tratamientos deshojados
(T3 y T4) con sus respectivos controles (T1 y T2), donde los primeros mostraron mayores
valores de indices de gelatina que los segundos (Cuadro 5, Apéndice I).
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Grado de polimerizacion de taninos condensados

La Figura 9, muestra el grado de polimerizacion de los taninos condensados mediante la
utilizacion del p-dimetilaminocinamaldehido (indice DMACH). Este aldehido reacciona
con proantocianidinas poco polimerizadas en medio acido, permaneciendo inalterado frente
a fenoles simples, acido fenolicos, taninos hidrolizables y antocianos (Vivas et al., 1994).
En este estudio, se pudo observar que los extractos de semillas mostraron valores de este
indice que variaron entre 36,1 y 92,9. De acuerdo a Vivas et al., (1994), valores cercanos a
200 representarian a proantocianidinas poco polimerizadas (PM igual a 600), mientras que
valores cercanos a 50 indicarian que estos compuestos estdn mas polimerizados (PM entre
2000-3000).

120

DMACH o T1

T2

100 - T3
—v— T4

80 -

%

60 -

40 -

20 T T T T T
M1 M2 M3 M4 M5

Muestreo

Figura 9. Evolucion del grado de polimerizacion de taninos condensados 5 semanas antes
de cosecha.

Asimismo, fue posible observar que los extractos de semillas de los 4 tratamientos del
estudio, muestran un indice de¢ DMACH creciente entre la primera y segunda fecha de
muestreo, para luego descender gradualmente hacia la cosecha. De acuerdo a los valores
observados por Vivas et al. (1994), esto representaria un aumento del grado de
polimerizacion hacia proantocianidinas mas polimerizadas desde el segundo muestreo hasta
la fecha de cosecha, tendencia observada por diversos autores en otros estudios (Pena-
Neira, 2006a).

Comparativamente, fue posible observar que los tratamientos de la exposicion norte (T1 y
T3) presentaron mayores valores del indice DMACH que los tratamientos de la exposicion
sur (T2 y T4) (Cuadro 6, Apéndice I). Esto indicaria que los tratamientos mas expuestos a
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condiciones de luz y temperatura, presentarian mayoritariamente proantocianidinas poco
polimerizadas. Es interesante notar que el tratamiento T2 (control exposicion sur), presentod
los menores valores del indice DMACH en 4 de los 5 muestreos, indicando que a pesar de
estar menos expuesto, obtuvo proantocianidinas mas polimerizadas que los tratamientos
restantes. En relacion a lo anterior, la exposicion de las hileras estaria constituyendo
nuevamente un factor determinante en la concentracion fenolica de las semillas, al igual
que para el caso de los taninos totales.

Cuantificacion de compuestos fendlicos de bajo peso molecular mediante analisis de
HPLC-DAD

La Figura 10 muestra un total de 15 compuestos fenolicos, flavonoides y no flavonoides,
presentes en semillas del cultivar Carménére, identificados y cuantificados por HPLC-
DAD. Los compuestos fendlicos de bajo peso molecular identificados fueron: 3 mondémeros
[(+)-catequina (C), (-)-epicatequina (EC) y (-)-epicatequina-3-O-galato (ECG)], 4
proantocianidinas diméricas [catequina-(40—8)-catequina (B3), epicatequina-(4p—8)-
catequina (B1), catequina-(40—8)-epicatequina (B4) y epicatequina-(4—8)-epicatequina
(B2)], 3 dimeros esterificados con acido galico (GD1, GD2 y GD3), una proantocianidina
trimera [epicatequina-(4—8)-epicatequina-(4p—8)-catequina] (TC1), diversas
proantocianidinas (P1, P2 y P3) y s6lo un compuesto no flavonoide [4cido galico (AG)].
Los compuestos fendlicos anteriormente mencionados han sido identificado previamente
por diversos autores (Kennedy y Jones, 2001; Pefia-Neira et al., 2004; Obreque-Slier et al.,
2010).

En este estudio, se pudo apreciar que la mayoria de los compuestos fendlicos identificados
en semillas de los diferentes tratamientos presentaron una tendencia en continua
disminucion durante el ensayo, con variaciones significativas entre los muestreos en
algunos casos (Cuadro 7, Apéndice I). Este comportamiento ha sido observado
anteriormente por otros autores (Kennedy et al., 2000a; Kennedy y Jones, 2001; Rodriguez-
Montealegre et al., 2006; Obreque-Slier et al., 2010).
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Figura 10. Cuantificacion de compuestos fendlicos de bajo peso molecular mediante
analisis de HPLC-DAD en extractos de semillas del cv. Carménére. Los picos
indicados en el cromatograma corresponden a: (1) acido gélico (AG); (2) catequina-
(40—8)-catequina (B3); (3) epicatequina-(4p—8)-catequina (B1); (4) (+)-catequina
(C); (5) epicatequina-(4p—8)-epicatequina-(4p—8)-catequina (TC1); (6) catequina-
(40—8)-epicatequina (B4); (7) epicatequina-(4p—8)-epicatequina (B2); (8) (-)-
epicatequina (EC); (9) procianidina 1 (P1); (10) dimero esterificado con acido galico 1
(GD1); (11) (-)-epicatequina-3-O-galato (ECG); (12) procianidina 2 (P2); (13) dimero
esterificado con acido galico 2 (GD2); (14) procianidina 3 (P3); (15) dimero
esterificado con acido galico 3 (GD3).

De acuerdo a los autores mencionados, lo anterior se deberia a procesos oxidativos propios
de los estados fenologicos de madurez de la baya y a condiciones acuosas propias de este
estudio (Kennedy et al., 2000b; Kennedy y Jones, 2001; Pefia-Neira, 2006a). En
concordancia con diversos estudios (Oszmianski et al., 1986; Kennedy et al., 2000a; Jordao
et al., 2001), el monémero de EC fue el mas abundante, seguido por los monémeros de C y
finalmente de ECG (Cuadro 7, Apéndice I). Esto es contrario a lo observado por Obreque-
Slier et al. (2010) en estudios realizados en el mismo cultivar, en los cuales a pesar de
mostrar concentraciones similares a las de este estudio, observd que el monémero mas
abundante fue el de C. Esto podria indicar que la relacion entre C y EC esta fuertemente
influenciada por factores ambientales y manejos culturales (Jackson y Lombard, 1993;
Broussaud et al., 1999; Bergqvist et al., 2001; Ojeda et al., 2002; Pena-Neira, 2006a;
Kennedy, 2008; Downey et al., 2006), y menos influenciada por el efecto del cultivar.

Por otro lado, a pesar que los valores de EC y C fueron mayores en las semillas del
tratamiento T1 y menores en las del tratamiento T4 en 3 de los 5 muestreos, no se
observaron diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos, salvo en el
primer muestreo (Figura 11) (Cuadro 7, Apéndice I).
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Figura 11. Evolucion de los mondémero de (+)-catequina (C) y (-)-epicatequina (EC) en
semillas 5 semanas antes de cosecha.

Comparativamente y de modo general, se pudo observar que los extractos de semillas de
los tratamientos controles (T1 y T2) presentaron las mayores concentraciones de los demas
compuestos identificados, mientras que en tratamiento deshojado en la exposicion sur (T4),
los extractos de semillas presentaron los menores valores. Esto se relacionaria fuertemente
con los valores del indice d¢ DMACH, que indicaban que semillas del tratamiento sin
deshoje en exposicion sur (T2) mostraban los menores valores de este indice, debido a que
los compuestos fendlicos se encontraban mas polimerizados y por lo tanto, estaban menos
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identificables mediante HPLC-DAD, pues esta ltima técnica estima preferentemente a
compuestos fenolicos poco polimerizados (monoémeros, dimeros y trimeros) (Sun et al.,
1998; Geny et al., 2003; Monagas et al., 2003; Pena-Neira, 2004).

Floroglucindlisis

La Figura 12, muestra el grado de polimerizacion de los taninos condensados en semillas
mediante catalisis acida en presencia de floroglucinol propuesto por Kennedy y Jones
(2001) y modificado por Obreque-Slier et al. (2010). Las concentraciones y tendencias de
estos compuestos son mostradas en el Cuadro 8 del Apéndice 1. A partir de las
concentraciones de estos compuestos fueron calculados los valores de GPm, PMp y %G.
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Figura 12. Cromatograma de catalisis acida en presencia de floroglucinol en extractos de
semillas del cv. Carménere. Los picos corresponden a: (1) (+)-catequina unida a
floroglucinol (C-F); (2) (-)-epicatequina unida a floroglucinol (EC-F); (3) (+)-catequina
(C); (4) (-)-epicatequina-3-O-galato unida a floroglucinol (ECG-F); (5) (-)-epicatequina
(E); (6) (-)-epicatequina-3-O-galato (ECG).

En el caso del GPm y PMp, fue posible observar valores que variaron entre 2,5-3,3 y 859,8-
1128,5, respectivamente, coincidente con lo observado por Obreque-Slier et al. (2010) en el
mismo cultivar (Figura 13). Asimismo, fue posible observar que el tratamiento control con
exposicion sur (T2) presentd los mayores valores de GPm y PMp en 4 de los 5 muestreos
comparado con los otros tratamientos, diferencias que fueron avaladas estadisticamente en
las tres primeras fechas (Cuadro 8, Apéndice I). Esto indicaria que el tratamiento control T2
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(menos horas de luz), presentdé compuestos fendlicos mds polimerizados, observacion
contraria a la de otros autores (Downey et al., 2003a). Esto coincide fuerte y claramente
con lo observado en el indice DMACH, que indic6é que este tratamiento presentod
proantocianidinas mas polimerizadas que los tratamientos restantes.
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Figura 13. Evolucion del grado medio de polimerizacion (GPm) y peso molecular
promedio (PMp) de las proantocianidinas de las semillas 5 semanas antes de cosecha.

En el caso del porcentaje de galoilacion (% G), los valores observados en este estudio son
mayores que los observados por Obreque-Slier et al. (2010) en el mismo cultivar. Esto
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ultimo se deberia a las condiciones ambientales y culturales diferenciales entre ambos
estudios. Tal como muestra la Figura 14, el % G de los extractos de semillas de los 4
tratamientos aumenta entre el primer y segundo muestreo, disminuyendo gradualmente
hacia el final del estudio. Esto indicaria que los compuestos fendlicos galoilados estan en
menor concentracion hacia la fecha de cosecha, lo que podria tener una fuerte incidencia en
algunos aspectos sensoriales, tales como el amargor (Prieur et al., 1994; Kennedy et al.,
2000b; Jordao et al., 2001; Pena-Neira, 2006b; Canals et al., 2008).
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Figura 14. Evolucion del porcentaje de galoilacion (%G) de las proantocianidinas de las
semillas 5 semanas antes de cosecha.

De forma comparativa, se pudo observar que las semillas de los tratamientos controles o sin
deshoje (T1 y T2) presentaron porcentajes de galoilacion estadisticamente invariables entre
el primer y ultimo muestreo. Este comportamiento fue contrario a lo observado en los
tratamientos deshojados (T3 y T4), donde se observd una tendencia a disminuir hacia el
final del estudio, aunque sin diferencias estadisticamente significativas entre los
tratamientos (Cuadro 8, Apéndice I). Esta observacion indicaria que el deshoje podria tener
efecto sobre las proantocianidinas galoiladas en semillas que estuvieron mas expuestas a
condiciones ambientales.

Finalmente y a modo de discusion, la elevada desviacion estdndar observada para la
mayoria de las variables determinadas (Cuadros 2-8, Apéndice I), explicaria el que no se
observaran diferencias significativas entre los diferentes tratamientos aplicados. Desde una
perspectiva enologica practica, los resultados presentados en este trabajo evidencian la
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heterogeneidad que pueden presentar las bayas al final del proceso de maduracion y la
relevancia del muestreo al instante de definir el momento 6ptimo de cosecha.
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CONCLUSIONES

En este estudio se evalud el efecto de la aplicacion de un deshoje realizado cuatro semanas
antes de cosecha sobre la composicion fendlica de las semillas de bayas del cultivar
Carménere.

Las semillas provenientes de los tratamientos deshojados presentaron menores
concentraciones de fenoles y taninos totales, asi como también mostraron mayores valores
de indice de gelatina durante el ensayo. Asimismo, las semillas de los tratamientos con
deshoje presentaron menores valores de GPm y PMp, pero s6lo en algunos muestreos. A
pesar que las concentraciones de algunos compuestos identificados en las semillas mediante
HPLC-DAD presentaron valores diferentes entre los tratamientos deshojados y sus
respectivos controles, estas diferencias no fueron estadisticamente significativas. De la
misma manera, no se observaron dichas diferencias entre los tratamientos en los valores del
%G de las proantocianidinas, peso de semillas y grado medio de polimerizaciéon mediante
el uso de DMACH.

De acuerdo a las observaciones anteriormente descritas y bajo las condiciones de este
ensayo, es posible concluir que el deshoje tardio afecta la concentracion de algunos
compuestos fenolicos de las semillas de bayas del cultivar Carménére, aunque este efecto
estaria fuertemente relacionado con la exposicion de las hileras.
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APENDICES

Apéndice |
Cuadro 2. Valores de peso de semillas (mg) de 100 bayas durante el ensayo.

T1 DS T2 DS T3 DS T4 DS

Ml 349 + 101 a B 353 + 34 a A 360 = 3,6 a B 367 + 14 a B
M2 346 + 13 a B 330 + 22 a A 325 + 12 a AB 329 + 03 a A
M3 31,5 + 24 a AB 307 + 13 a A 303 + 09 a A 363 + 10 B
M4 30,7 + 13 a A 316 + 20 a A 340 + 0,5 a AB 323 £+ 27 a A
M5 319 +£ 19 a AB 31,7 + 12 a A 314 +# 1,5 a AB 329 £ 10 a A

Letras minusculas distintas representan diferencias estadisticamente significativas entre los
tratamientos para cada fecha de muestreo (segun prueba de Tukey, p < 0,05). Letras
mayusculas distintas representan diferencias estadisticamente significativas entre las fechas
de muestreo para cada tratamiento (p < 0,05).

Cuadro 3. Concentracion de fenoles totales (mg equivalente acido galico/g de semilla) en

semillas durante el ensayo.

T1 DS T2 DS T3 DS T4 DS
M1l 255 + 19 ab AB 232 + 32 ab AB 222 + 18 a B 267 + 13 b B
M2 250 + 08 a AB 264 + 08 a B 249 + 13 a BC 253 + 26 a AB
M3 289 + 30 b B 259 + 06 ab AB 261 + 19 ab C 242 + 20 a AB
M4 237 + 1,1 bc A 259 + 1,7 ¢ AB 184 + 15 a A 213 + 15 ab A
M5 239 + 23 a A 220 + 22 a A 21,6 + 15 a AB 226 + 16 a A

Letras minusculas distintas representan diferencias estadisticamente significativas entre los
tratamientos para cada fecha de muestreo (segun prueba de Tukey, p < 0,05). Letras
mayusculas distintas representan diferencias estadisticamente significativas entre las fechas
de muestreo para cada tratamiento (p < 0,05).
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Cuadro 4. Concentracion de taninos totales (mg equivalentes de (+)-catequina/g de
semilla) en semillas durante el ensayo.

T1 DS T2 DS T3 DS T4 DS
M1 90,2 + 124 bc B 77,7 + 167 b BC 398 + 47 a A 1066 + 10,11 ¢ B
M2 498 + 62 ab A 531 £ 62 b A 40,7 £ 18 a A 450 + 523 ab A
M3 452 + 102 a A 88 =+ 105 b C 51,7 £ 91 a A 526 += 479 a A
M4 492 + 33 a A 628 £+ 43 b AB 459 +£ 76 a A 445 + 238 a A

M5 472 4+ 12 a A 758 £ 46 b BC 453 +£ 37 a A 512 + 587 a A

Letras minusculas distintas representan diferencias estadisticamente significativas entre los
tratamientos para cada fecha de muestreo (segun prueba de Tukey, p < 0,05). Letras
mayusculas distintas representan diferencias estadisticamente significativas entre las fechas
de muestreo para cada tratamiento (p < 0,05).

Cuadro 5. indice de Gelatina

T1 DS T2 DS T3 DS T4 DS

M1 80,6 + 218 b C 506 + 104 a A 698 =+ 08 ab B 787 =+ 46 b BC
M2 239 + 165 a A 413 + 158 ab A 549 = 13,1 b AB 67,0 =+ 3,7 b AB
M3 333 + 00 a AB 435 + 23 b A 521 £ 50 ¢ AB 554 £+ 49 ¢ A
M4 554 + 49 a BC 419 £+ 7,1 a A 570 £+ 94 a A 545 = 11,5 a A

M5 372 + 47 a AB 463 + 82 a A 909 +£ 39 b C 91,7 £ 25 b C

Letras minusculas distintas representan diferencias estadisticamente significativas entre los
tratamientos para cada fecha de muestreo (segun prueba de Tukey, p < 0,05). Letras
mayusculas distintas representan diferencias estadisticamente significativas entre las fechas
de muestreo para cada tratamiento (p < 0,05).

Cuadro 6. DMACH (%)

T1 DS T2 DS T3 DS T4 DS

M1 36,1 + 40 a A 613 = 175 bc AB 81,2 + 50 ¢ C 554 = 10,0 ab A
M2 929 + 44 b C 729 = 110 a B 8,3 + 00 ab C 773 £ 78 a B
M3 771 + 76 ¢ B 41,6 £ 43 a A 762 + 99 ¢ BC 60,0 £ 56 b A
M4 763 + 95 a B 613 £ 23 a AB 61,8 £ 95 a A 657 £ 79 a AB

M5 76,7 + 74 ¢ B 514 + 21 a A 649 + 1,1 b AB 641 + 36 b AB

Letras minusculas distintas representan diferencias estadisticamente significativas entre los
tratamientos para cada fecha de muestreo (segun prueba de Tukey, p < 0,05). Letras
mayusculas distintas representan diferencias estadisticamente significativas entre las fechas
de muestreo para cada tratamiento (p < 0,05).
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Cuadro 7. Concentracion de fenoles de bajo peso molecular en semillas durante el ensayo

(mg/kg de semilla).
T DS T2 DS T3 DS T4 DS
AG ML 1430 + 203 b B 1020 = 146 a A 940 = 139 a A 830 £ 60 a A
M2 954 + 161 a A 1052 £ 86 a A 1043 + 240 a A 1021 £ 209 a A
M3 1180 + 195 ab AB 1236 + 77 ab A 1470 = 2001 b B 987 £ 85 a A
M4 1129 + 236 a AB 1040 = 172 a A 985 + 143 a A 1008 = 147 a A
M5 1127 + 245 a AB 1084 = 357 a A 1213 + 106 a AB 1105 = 165 a A
B3 ML 1012 = 272 a A 1894 = 439 b C 1798 = 437 b B 61,6 + 90 a A
M2 664 + 105 a A 660 £ 61 a AB 543 + 99 a A 566 + 106 a A
M3 1148 + 81,0 a A 607 = 39 a A 794 = 91 a AB 1569 = 750 a B
M4 1621 + 824 a A 1505 = 693 a BC 826 + 626 a AB 755 + 220 a AB
M5 660 + 107 a A 655 £ 320 a AB 1360 + 861 a AB 794 + 311 a AB
BL ML 659 = 89 b A 51,0 £ 136 ab A 557 + 83 ab AB 423 + 59 a A
M2 522 = 106 a A 604 £ 83 a A 482 = 158 A 449 + 134 a A
M3 522 + IL1 a A 618 £ 42 a A 7.7 £ 68 b B 549 = 60 a AB
M4 534 + 151 a A 593 £ 218 a A 501 + 191 a AB 686 + 53 a B
M5 727 + 103 a A 539 £ 260 a A 544 = 104 a AB 488 + 175 a AB
C M1 6692 + 1542 b A 5343 £ 1236 ab A 5139 + 1074 ab AB 4153 + 826 a A
M2 4865 + 1438 a A 4245 £ 732 a A 386 + 1155 a A 3997 £ 1026 a A
M3 5187 + 2045 a A 5585 = 1162 a A 6343 + 567 a B 4455 = 181 a A
M4 4854 + 1995 a A 4111 = 1087 a A 3916 + 1053 a A 4286 + 1118 a A
M5 4215 + 1364 a A 4976 + 3169 a A 4450 + 345 a AB 4105 = 12001 a A
TC1I ML 1354 + 327 a C 1085 + 148 a CD 1073 = 176 a C 1234 + 304 a B
M2 1086 + 21,1 a BC 980 + 43 a BC 817 + 197 a ABC 880 + 47 a AB
M3 719 + 285 a AB 8,0 + 60 a B 88 = 95 a BC 591 = 101 a AB
M4 558 & 137 a A 593 = 48 A 608 =+ 38 a A 875 + 452 a AB
M5 735 + 119 a AB 1210 £ 79 b D 693 + 09 a AB 624 + 49 a AB
B4 ML 2868 + 637 a A 2638 + 475 a A 2679 + 560 a AB 2243 + 349 a A
M2 2639 + 267 a A 2619 £ 235 a A 2024 = 613 A 2276 + 664 a A
M3 2632 + 51,8 a A 3208 = 352 ab A 3542 = 163 b B 2846 = 451 ab A
M4 3042 = 794 a A 3090 £ 987 a A 2737 + 893 a AB 2878 + 385 a A
M5 3275 + 538 a A 2978 + 1828 a A 3448 + 276 a B 259 + 851 a A
B2 ML 1004 = 278 a A 1025 £ 180 a A 1007 = 112 a A 787 = 92 a A
M2 789 + 134 a A 86 + 7,1 a A 783 %+ 185 a A 726 £ 216 a A
M3 851 = 63 a A 958 £ 124 a A 1000 + 339 a A 919 £ 84 a A
M4 872 + 217 a A 930 £ 288 a A 870 + 282 a A 921 + 201 a A
M5 926 + 172 a A 989 =+ 281 a A 1080 + 247 a A 672 £ 235 a A
EC ML 9626 = 1767 a A 7889 + 1662 a A 8007 + 1622 a AB 6468 = 1007 a A
M2 8041 + 2207 a A 6855 + 1107 a A 6021 + 1643 a A 6504 + 2132 a A

(continta)
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Cuadro 7 (continuacion)

T1 DS T2 DS T3 DS T4 DS

M3 11299 + 3362 a A 12752 + 1434 a A 11240 + 380,8 a AB 10979 + 121,2 a B
M4 11172 + 3464 a A 1070,0 + 2972 a A 9265 + 2994 a AB 10004 + 1682 a AB
M5 10944 + 2698 a A 10640 + 6455 a A 11447 = 71,5 a B 9485 + 2863 a AB
P1 M1 B4 = 17,7 a C 81,5 £ 153 a A 79,5 £ 160 a A 67,6 + 88 a A
M2 83,6 + 46 a BC 86,1 + 69 a A 69,5 £+ 161 a A 70,8 £ 160 a A
M3 65,0 + 93 ab AB 759 + 58 bc A 80,8 + 16 ¢ A 58,6 + 76 a A
M4 525 £ 19,1 a A 692 £ 17,6 a A 632 £ 166 a A 72,6 + 54 a A
M5 73,5 £ 12,0 a ABC 70,6 £ 384 a A 759 + 51 a A 60,7 £ 165 a A
GD1 M1 2640 £ 60,1 a A 2261 + 62,1 a AB 2296 + 52,1 a AB 161,7 £ 248 a A
M2 161,55 = 31,5 a A 1884 + 196 a A 1338 = 466 a A 1475 £ 298 a A
M3 2299 + 102,8 a A 3199 + 427 a B 2955 + 673 a B 1999 £ 410 a A
M4 188,0 + 643 a A 2278 + 926 a AB 1691 + 547 a A 1983 £ 654 a A
M5 2244 + 2777 a A 1561 = 358 a A 2278 =+ 57 a AB 2095 + 830 a A
ECG M1 1923 + 414 a A 1819 + 549 a A 18,2 + 361 a B 1382 £ 167 a A
M2 1238 + 250 a A 1570 + 192 a A 1230 =+ 40,1 a AB 1252 £ 254 a A
M3  130,9 + 478 a A 1715 + 256 a A 1632 + 293 a AB 1414 £ 241 a A
M4 138,0 + 358 a A 1540 + 549 a A 1054 + 351 a A 160, £ 486 a A
M5 1430 + 12,5 a A 1027 + 395 a A 1434 + 11,5 a AB 1256 £+ 368 a A
P2 M1 2685 + 176,0 b B 69,7 + 312 ab AB 819 £ 340 ab A 43,1 + 79 a A
M2 57,8 £ 269 a A 583 + 13,8 a A 684 £ 519 a A 99,1 £ 433 a AB
M3  112,1 + 688 a AB 103,1 + 1034 a AB 201,1 + 1745 a A 1209 + 548 a AB
M4 1862 + 544 a AB 1838 + 535 a B 1135 £ 261 a A 1995 £ 70,6 a B
M5 138,6 =+ 73,8 a AB 1229 + 400 a AB 1506 + 745 a A 80,1 + 443 a A
GD2 M1 71,1 £ 114 a A 735 £ 182 a A 76,6 + 77 a A 60,5 + 28 a A
M2 65,7 + 37 a A 76,7 =+ 63 a A 66,0 £ 11,0 a A 66,4 + 52 a A
M3 630 £ 12,1 a A 70,5 + 37 a A 72,7 + 56 a A 60,4 + 38 a A
M4 66,1 =+ 87 a A 720 £ 10,6 a A 60,3 =+ 79 a A 73,6 + 41 a A
M5 68,9 =+ 7,7 a A 652 + 13,1 a A 70,6 =+ 24 a A 630 £ 10,7 a A
P3 M1 934 + 147 b A 64,7 £ 163 a A 71,2 + 94 ab A 85,6 + 98 ab A
M2 772 £ 369 a A 1058 =+ 104 a A 78,6 £ 247 a A 864 + 179 a A
M3 643 £ 153 a A 68,5 + 59 a A 558 £ 157 a A 654 £ 127 a A
M4 60,2 + 256 a A 66,9 £ 362 a A 63,7 £ 195 a A 1201 £ 51,0 a A
M5 719 £ 10,7 a A 693 + 404 a A 82,5 + 62 a A 69,6 £ 190 a A
GD3 M1 61,2 + 62 a A 51,0 £ 20,1 a A 514 + 42 a A 43,7 + 26 a A
M2 493 =+ 83 a A 58,5 =+ 16 a A 542 + 49 a AB 50,0 + 23 a A
M3 530 £ 106 a A 62,2 + 28 a A 61,4 + 44 a B 50,9 + 51 a A
M4 55,8 + 6,2 ab A 57,1 + 48 ab A 50,0 + 49 a A 634 + 38 b B

(contintia)
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Cuadro 7 (continuacion)

T1 DS T2 DS T3 DS T4 DS

M5 58,9 + 76 a A 51,0 + 69 a A 59,0 =+ 41 a AB 52,7 £ 7,7 a A

Letras minusculas distintas representan diferencias estadisticamente significativas entre los
tratamientos para cada fecha de muestreo (segun prueba de Tukey, p < 0,05). Letras
mayusculas distintas representan diferencias estadisticamente significativas entre las fechas
de muestreo para cada tratamiento (p < 0,05).
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Cuadro 8. Grado de polimerizacion de taninos condensados en semillas durante el ensayo.

TL DS T2 DS T3 DS T4 DS

C-F M1 3928 + 1557 a AB 3888 + 1462 a A 3431 + 496 a A NR

(mg/g) M2 2460 + 53,0 A 3581 + 1482 a A 2841 + 365 a A 2569 + 313 a A
M3 4895 + 1289 a AB 4334 + 988 a A 4753 + 1724 a A 4949 + 1380 a A
M4 3596 + 755 A 3600 + 2083 a A 4351 + 685 a A 5438 + 1615 a A
M5 6958 + 2488 B 7316 + 2709 a A 4786 + 1034 a A 5167 + 2340 a A

E-F M1 14386 + 7104 A 14858 + 5989 a A 12399 + 2274 a A NR

(mg/g) M2 678,1 + 1388 A 9324 + 2753 a A 8040 + 1223 a A 6875 + 632 a A
M3 12513 + 375, A 11691 + 1885 a A 12142 + 3198 a A 8167 + 2119 a AB
M4 15991 + 380,1 A 11698 + 6113 a A 11916 + 3360 a A 12380 + 381 a B
M5 11913 + 4071 A 12546 + 4733 a A 9080 + 191,1 a A 10825 + 2175 a AB

C M1 8932 + 4644 A 7305 + 2610 a A 6503 + 987 a AB NR

(mg/g) M2 4764 + 590 A 5288 + 131,6 a A 5579 + 477 a A 5036 + 731 a A
M3 6005 + 103, A 7392 + 983 a A 8152 + 1327 a B 6009 + 121,7 a A
M4 8240 + 875 A 5262 + 1783 a A 5436 + 557 a A 6866 + 1573 ab A
M5 8352 + 2859 A 7532 + 2076 a A 6961 + 1235 a AB 7281 + 1718 a A

ECG-F M1 7165 + 3418 A 8205 + 3382 a A 6617 £ 921 a A NR

(mg/g) M2 4639 + 1312 A 6940 + 2092 a A 5855 + 1027 a A 4701 + 567 a A
M3 9612 + 3016 A 8957 + 1694 a A 8337 + 2205 a A 5903 + 161,6 a A
M4 8524 + 1079 A 6240 + 3517 a A 6497 + 710 a A 7692 + 2252 a A
M5 7805 + 3385 A 8506 + 3420 a A 5884 + 139 a A 6506 + 1438 a A

EC M1 12444 + 6168 A 10442 + 3162 a A 9146 + 1574 a A NR

(mg/g) M2 9256 + 692 A 9253 + 1829 a A 1090,9 + 1341 a AB 9431 + 1442 a A
M3 11213 + 1534 A 12615 = 173,1 a A 14677 + 3330 a B 9746 + 2346 a A
M4 13407 + 132,0 A 8456 + 2924 a A 10198 + 386 a A 11860 + 5114 a A
M5 12430 + 4650 A 11682 + 3180 a A 1093,8 + 2007 a AB 12397 + 150,7 a A

ECG M1 10962 + 5299 A 11014 + 4879 a A 9432 + 1506 a AB NR

(mg/g) M2 7495 + 1759 A 9844 220,1 a A 9519 1140 a AB 7972 655 a A
M3 1231,6 + 3915 A 1229,1 2773 a A 12273 1769 a B 8615 1725 a A
M4 12289 + 1674 A 9265 4776 a A 9557 1231 a AB 11835 3097 a A
M5 10958 + 4345 A 12188 4798 a A 8825 2009 a A 9934 2375 a A

GPm M1 27 + 01 AB 31 £ 03 A 30 £+ 00 ab B NR
M2 25 £ 03 30 £ 03 A 26 + 01 ab A 25+ 01 a A
M3 33 + 04 29 £ 03 ab A 26 + 01 a A 28 + 01 ab AB
M4 29 + 02 a AB 32 £+ 06 a A 31 + 04 a B 31 + 03 a B
M5 28 + 02 a AB 30 £ 04 a A 26 + 01 a A 26 £+ 02 a A

%G ML 31,5 £ 06 A 339+ 22 a A 338 + 05 a AB NR
M2 339 + 38 a AB 379 + 34 a A 359 + 10 a B 348 + 16 a AB

(contintia)
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T1 DS T2 DS T3 DS T4 DS
M3 38,3 28 a B 36,9 + 29 a A 344 + 16 a B 33,5 04 a AB
M4 33,6 £ 2,8 a AB 33,7 + 40 a A 33,5 + 1,2 a AB 35,1 22 a B
M5 31,8 2,1 a A 339 + 28 a A 31,5 + 13 a A 31,5 1,7 a A
PMm M1 9181 + 243 a A 10566 + 1184 b A 10324 =+ 98 ab B NR
M2 8598 + 1141 a A 10494 += 1203 b A 8885 = 364 ab A 8686 +* 51,7 ab A
M3 11285 + 1358 b B 9893 + 1220 ab A 8986 + 328 a A 9335 £ 11,8 ab AB
M4 9738 + 785 a AB 10745 + 1988 a A 10413 + 1143 a B 10423 = 920 a B
M5 9498 + 70,0 a AB 10356 + 132,1 a A 8719 £ 554 a A 886, £ 48,6 a A

Letras minusculas distintas representan diferencias estadisticamente significativas entre los
tratamientos para cada fecha de muestreo (segun prueba de Tukey, p < 0,05). Letras
mayusculas distintas representan diferencias estadisticamente significativas entre las fechas
de muestreo para cada tratamiento (p < 0,05). NR: no realizado.



