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CAPITULO I: MONOGRAFIA

EFECTO DE DISTINTOS NIVELES DE DEFICIT HIDRICO SOBRE LA
CONCENTRACION Y COMPOSICION QUIMICA DE PROANTOCIANIDINAS
EN PIELES DE BAYAS DE Vitis vinifera L. cv. Carménere.



REVISION BIBLIOGRAFICA

Polifenoles: definicion, clasificacion y sintesis

Los polifenoles corresponden a metabolitos secundarios que participan en las principales
caracteristicas organolépticas de los vinos. Quimicamente, estos compuestos contienen un
anillo bencénico sustituido por a lo menos un grupo hidroxilo como base. Los polifenoles se
clasifican en dos grandes grupos: los no flavonoides (acidos hidroxicindmicos, acidos
benzoicos y estilbenos) (Waterhouse, 2002) y los compuestos flavonoides (antocianos,
flavonoles y proantocianidinas) (Haslam, 1998).

Las proantocianidinas constituyen uno de los grupos mas abundantes en el vino y bayas,
participando en las caracteristicas organolépticas de astringencia, amargor y en fenGmenos
de copigmentacion (Kennedy et al., 2006). Estos flavonoides se ubican en vacuolas presentes
en semillas, hollejos y raquis de los racimos, pudiendo estar en forma de mondmeros,
oligbmeros o polimeros, por lo cual son también llamados taninos condensados. Las
proantocianidinas poseen la propiedad de transformarse en antocianidinas al encontrarse en
un medio fuertemente &cido. Asi, se distinguen dos grupos dependiendo del tipo de
antocianidina capaces de formar: las procianidinas compuestas por los monomeros de (+)-
catequinay (-)-epicatequinay las prodelfinidinas donde se encuentran la (-)-epigalocatequina
y (-)-galocatequina (Figura 1) (Monagas et al., 2005). Sumado a lo anterior, se encuentran
los flavanoles esterificados con acido galico, llamados taninos galoilados (Gawel, 1998).
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Figura 1. Estructura de flavanoles (Cortell y Kennedy, 2006).

La ruta de sintesis de los fenilpropanoides (Figura 2), se inicia con la formacion del
aminoéacido fenilalanina que proviene de la ruta del &cido shikimico. La primera enzima que
participa en la sintesis fendlica es la fenil amonio liasa, responsable de convertir a la
fenilalanina en acido cinamico. Este Gltimo, luego de una serie de reacciones, produce p-
cumaril-CoA que sumando a la adicién de tres moléculas de manolil-CoA, dan origen al
intermediario trihidroxichalcona, catalizado por la enzima chalcona sintasa (Conde et al.,
2007; Heller y Forkmann, 1993). A partir de este compuesto, y tras la ocurrencia de otras
reacciones, se generan los dehidroflavonoles que seran el sustrato para la sintesis de
flavonoles, y el intermediario biosintético para la formacion de flavanoles y antocianos
(Heller y Forkmann, 1993). Las enzimas que participan en la formacién de los flavan-3-oles
son la leucoantocianidina reductasa que convierte la leucoantocianidina en catequina y la
antocianidina reductasa que trasforma la cianidina en epicatequina (Kennedy, 2007). Las
proantocianidinas resultan de la union de uno de estos dos compuestos a una unidad de
extension que corresponde a una forma activada de leucocianidina formandose un dimero,
luego a este ultimo se van a agregando mas unidades de extension formandose asi una cadena
(Kennedy, 2007).
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Figura 2. Esquema simplificado de la biosintesis de flavanoles. PAL: fenilalanina amonio liasa, CHS:
chalconasintasa, LAR: leucoantocianidinareductasa, ANR: antocianidinareductasa (Elaboracion

propia).

La biosintesis de proantocianidinas en la piel de las bayas ocurre temprano en la temporada
en la floracion, para luego detenerse un poco antes de envero, en donde se ha observado que
la activacion de los genes que codifican para las enzimas LAR y ANR declina a bajos niveles
(Downey et al., 2003). En las semillas la sintesis puede continuar hasta una o dos semanas
después de envero (Kennedy, 2007). Sin embargo, en estudios realizados por Galaz (2010),
se observd una nueva sintesis de estos compuestos en hollejo a partir de aproximadamente
40 dias después de pinta.

Durante el desarrollo y maduracién de la baya, las proantocianidinas se van polimerizando y
su grado de galoilacién va disminuyendo, lo cual afectaria su grado de astringencia y
amargor. Se ha establecido que las proantocianidinas con un grado medio de polimerizacion
cercano a 10 serian mas astringentes, mientras que las cercanas a 4 unidades serian mas
amargas (Pefia, 2006).

Por otro lado, se ha observado que diversos factores ambientales afectan la concentracion y
composicion de las proantocianidinas en las bayas, tales como las caracteristicas del suelo,
luz, manejos viticolas, estado nutricional y la disposicion de agua (Downey et al., 2006). Este
ultimo, es uno de los factores que se ha relacionado estrechamente con el aumento de los
compuestos fendlicos en las bayas (Mathews et al., 1990; Kennedy et al., 2000; Kennedy et
al., 2002).



Efecto del déficit hidrico sobre la composicion fendlica

Un déficit hidrico ocurre cuando la tasa de transpiracion de las plantas excede la captacion
de agua (Bray, 1997). Este déficit puede llegar a producir un estrés hidrico en la planta, que
se define como un cambio en las condiciones hidricas que influye de manera adversa en el
crecimiento y/o desarrollo de las plantas, teniendo una serie de respuestas fisiologicas como
el cierre estomatico, reduccién de fotosintesis, menor division celular, etc. (Salisbury y
Ro0ss,1995) Una forma de evaluar el efecto de este estrés, es mediante la medicién del
potencial xilematico de la planta, el cual considera valores de potenciales entre -0,6 MPa y
-0,9 MPa como un estado de estrés leve (Van Leeuwen et al., 2009), mientras que de -1,1
MPa a -1,4 MPa son considerados como un estrés moderado a severo (Van Leeuwen et al.,
2009).

El aumento en el contenido de flavonoides en las bayas de vid, por efecto de un estrés hidrico,
se ha asociado en primera instancia a la disminucion en el tamafio de las bayas, ya que
aumentaria la relacién entre piel y pulpa, produciéndose una concentracion de estos
compuestos. Por otra parte, un estrés generaria la produccion de ABA, responsable del cierre
estomatico y de procesos de maduracion de la fruta (Antolin et al., 2008). Esta hormona actua
como mediador en la expresion de genes que codifican para proteinas que participan en la
biosintesis de compuestos fendlicos, generando una mayor produccién de ellos bajo una
condicion de déficit hidrico (Gambetta et al., 2010). Sin embargo, autores como Robby et
al., (2004) postulan las proantocianidinas serian mas sensibles a aumentos debido a un menor
tamario de baya que por un efecto directo sobre la biosintesis.

Por otra parte, Chalmers (2007) observé que la concentracion final de los taninos totales en
los hollejos aumenté significativamente, lo cual se relacionaria con la influencia del estrés
hidrico sobre la biosintesis de estos compuestos entre floracion y envero.Del mismo modo,
Ojeda et al. (2002), observo que un estrés provocado post-envero provocé un aumento en la
biosintesis de proantocianidinas en hollejos. Asimismo, se ha observado que en plantas de
Cabernet Sauvignon sometidas a un minimo riego, se incrementa la concentracion de
proantocianidinas de la piel y se obtiene un mayor grado de polimerizacion que los hollejos
de uvas de plantas bajo una condicion de mayor riego (Kennedy et al., 2002). Por otra parte,
Ollé et al. (2011), observaron un aumento en el contenido total de proantocianidinas en
plantas de vid sometidas a un estrés hidrico antes de envero, en comparacion a plantas
sometidas a un estrés después de envero. En cuanto al grado medio de polimerizacion, estos
autores observaron que los hollejos provenientes del tratamiento con un estrés antes de
envero, presentd un mayor grado de polimerizacién al final de la temporada, seguido por el
tratamiento luego de envero con respecto a un control.

A partir de lo anterior, se observa que el estrés hidrico afecta la concentracion de
proantocianidinas en los hollejos de uvas de Vitis vinifera L. Sin embargo, limitada
informacidn existe acerca del déficit hidrico sobre la composicion de las proantocianidinas.
Més ain, no existen estudios que utilicen como modelo de estudio la variedad Carméneére,
cepa emblematica chilena. Por lo tanto, el conocimiento relativo del riego deficitario
controlado y su impacto sobre la concentracion y composicion de proantocianidinas de bayas
podria ser de gran valor para la toma de decisiones de manejos vitivinicolas de riego en la
industria del vino en Chile y el mundo.
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CONCENTRACION Y COMPOSICION QUIMICA DE PROANTOCIANIDINAS
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RESUMEN

Las proantocianidinas corresponden a polifenoles de alta relevancia en las caracteristicas
organolépticas de los vinos, pues participan en las propiedades de astringencia, amargor y
copigmentacién. Se ha descrito que diversos factores ambientales y manejos culturales
afectan la biosintesis de estos compuestos en las bayas de uva. Asi, se ha demostrado que la
disponibilidad de agua afecta la concentracion de proantocianidinas en los hollejos de las
bayas. Sin embargo, limitada informacion existe acerca del efecto de la disponibilidad hidrica
sobre la composicion de proantocianidinas y no existe ningun estudio realizado con la cepa
Carméneére. El objetivo de este trabajo fue determinar el efecto de distintos niveles de déficit
hidrico sobre la composicion de las proantocianidinas durante la maduracion de pieles de
bayas de Carménére. Los tratamientos de distintos regimenes de riego aplicados a las plantas
fueron (T1) 0,8 mm h't; (T2) 1,6 mm h't; (T3) 3,2 mm h; (T4) 4,8 mm h, mientras que
los potenciales xilematicos promedio fueron -1,1MPa (+ 0,04), -1,0 MPa (+ 0,05), -0,9MPa
(x0,06) y -0,83MPa (+ 0,05) respectivamente. No se encontraron diferencias significativas
en el peso de baya y hollejo, asi como tampoco en los valores de taninos totales, grado medio
de polimerizacion y porcentaje de galoilacion. No obstante, diferencias en la concentracion
de las fracciones oligo y poliméricas fueron reportadas entre los distintos tratamientos,
mientras que el porcentaje de (-)-epicatequina-3-O-galato varié puntualmente entre los
tratamientos durante el estudio. En conclusion, la disponibilidad hidrica afecta ciertos
parametros de la composicion de proantocianidinas de piel presentes en uva vinifera.

Palabras claves: Estrés hidrico, Potencial xilematico, Taninos condensados.
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ABSTRACT

Proanthocyanidins are polyphenols of high relevance for the wine organoleptics
characteristics, being that they partipate on astringency, bitterness and copigmentation
properties. It has been described that environmental factors and cultural practices affect the
biosynthesis of these compounds in the grape of vines. This way it has been shown that the
water availability affect the proanthocyanidins concentration of berry skin. Nevertheless, the
information about how the water stress affect the proanthocyanidin composition is limited
and there is not data about Carméneére strain. This investigation's purpose is to determine the
effect of differents levels of water déficit on the proanthocyanidins's skin composition during
berries ripening. The differents treatments of irrigation regimes applied to the vines where
(T1) 0,8 mm h-1; (T2) 1,6 mm h-1; (T3) 3,2 mm h-1; (T4) 4,8 mm h-1, and the mean xylem
potential where -1,1MPa (+0,04), -1,0 MPa (£ 0,05), -0,9MPa (+0,06) y -0,83MPa (x 0,05),
respectively. Non significant differences where found about berry weight and the skin
weight. Neither was there differences on total tannins, mean degree of polymerization and
galloylation percentage. However, differences on the concentration of oligomeric and
polimeric fractions were reported between treatments. The (-)-epicatechin-3-O-gallate
percentage various promptly between treatments during the study. In conclusion, the water
availability affects the composition of the skin of some proanthocyanidins in wine grapes.

Key words: Water stress, Xylem potential, Condense tannins.
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INTRODUCCION

Los polifenoles corresponden a metabolitos secundarios de las bayas y participan en
importantes propiedades organolépticas de los alimentos (Cheynier et al., 1997, 2006; Vidal
et al., 2003; Kennedy et al., 2006). Los dos grupos de polifenoles con mayor presencia tanto
en bayas como en el vino corresponden a antocianos y proantocianidinas o taninos
condensados (Mattivi et al., 2002). Estos ultimos han sido considerados de alta relevancia,
por su aporte en la astringencia y amargor del vino (Conde et al., 2007). Ademas, se ha
descrito que estos compuestos serian responsables de la estabilidad del color en vinos tintos
debido a su interaccion con los antocianos (Kennedy et al., 2006).

El metabolismo y biosintesis de estos compuestos en las bayas se ve afectada por factores
ambientales como la luz, temperatura, y por manejos culturales (Downey et al., 2004). Dentro
de los manejos culturales, uno de los més utilizados a nivel global para la produccion de vino
de calidad es la restriccion hidrica en las vides (Mathews et al., 1990; Kennedy et al., 2000;
Kennedy et al., 2002; Acevedo et al., 2010). Este manejo se basa en la aplicacion de una
cantidad de agua menor a la demandada por la planta, produciendo bayas méas pequefias con
una mayor relacién piel versus pulpa. Ademas, se ha observado que algunas fitohormonas,
como el &cido absisico, generaria una mayor actividad de la ruta fenilpropanoide,
promoviendo su acumulacion (Castellarin et al., 2007; Deluc et al., 2009; Lovisolo et al.,
2010).

Diversos estudios han evaluado el efecto del estrés hidrico sobre el metabolismo secundario
en distintas variedades de vid, especialmente a aquel asociado a las proantocianidinas. En
Merlot, se ha observado un aumento de proantocianidinas al momento de cosecha para el
tratamiento de mayor restriccion (Buchetti et al., 2011). De la misma manera, Ollé et al.,
(2011) obtuvo mayores contenidos de proantocianidinas en algunos momentos de la
maduracion de la baya con un estrés en post-envero con respecto al control en la cepa Syrah,
asi como también se han observado aumentos en los flavanoles totales al momento de
cosecha en tratamientos severos de déficit (Ollé et al.; 2011). En relacion a las caracteristicas
quimicas de estas proantocianidinas, se ha visto un menor grado medio de polimerizacion de
proantocianidinas en bayas con mayor riego a lo largo del crecimiento y desarrollo de las
bayas, pero sin diferencias al momento de cosecha (Kennedy et al., 2002). Autores como
Deluc et al., (2009) y Castellarin et al. (2007) han confirmado el efecto que tiene un estrés
hidrico sobre el aumento en la expresion de genes que participan en la via metabolica de
antocianos y proantocianidinas en variedades como Cabernet sauvignon y Chardonnay. Sin
embargo, no existen estudios que utilicen como modelo a la variedad Carménere, cepa
emblematica de Chile. En Chile, esta variedad permanecio confundida con Merlot y Cabernet
Franc debido a sus similitudes ampelograficas (Fernandez et al., 2007). Actualmente, Chile
es el pais con mayor extension territorial de esta variedad, con un total de 10.700 Ha plantadas
(SAG, 2013). Algunos estudios han reportado importantes diferencias fendlicas de esta
variedad con respecto a Cabernet Sauvignon, Merlot y Cabernet Franc (Obreque et al., 2010;
Obreque et al., 2012).

A partir de lo anteriormente descrito, es posible visualizar que las proantocianidinas
corresponden a polifenoles de alta relevancia en la produccion de vinos. Sin embargo, no
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existen reportes acerca del efecto del estrés hidrico sobre la composicion de estos compuestos
en las uvas de la variedad emblemética chilena Carménére. Asimismo y a pesar que la
mayoria de las investigaciones previas reportan cambios en la concentracion de las
proantocianidinas, limitadas investigaciones han estudiado el efecto del déficit hidrico sobre
la composicion de las proantocianidinas de las pieles de las bayas.

HIPOTESIS

Un mayor nivel de déficit hidrico aumenta la concentracion y el grado medio de
polimerizacion de proantocianidinas en pieles de bayas de Vitis vinifera L. cv. Carmeneére.

OBJETIVO

Determinar el efecto de distintos niveles de déficit hidrico sobre la concentraciéon y
composicion quimica de proantocianidinas en pieles de bayas de vid cv. Carménére.
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MATERIALES Y METODOS

Lugar de trabajo

El ensayo se realizé durante la temporada 2011-2012, en la vifia Haras de Pirque, ubicada en
la region vitivinicola del Maipo, comuna de Pirque, Regién Metropolitana, Chile (33° 41
latitud Sur 'y 70° 37’ longitud Oeste). Los analisis se realizaron en el laboratorio de Fisiologia
del Estrés en Plantas del Departamento de Produccion Agricola de la Facultad de Ciencias
Agronomicas de la Universidad de Chile.

Material vegetal

Para la realizacion del estudio se usaron bayas provenientes de vides (Vitis vinifera L. cv.
Carméneére) de aproximadamente 13 afios de edad, conducidas en espaldera simple sobre pie
franco, con riego por goteo, con un marco de plantacion de 2 m entre hilera y 1 m sobre
hilera, orientadas en direccion Norte-Sur.

Disefio experimental y tratamientos

El disefio experimental del ensayo se realizé en bloques completamente aleatorizados, con 4
tratamientos y 5 repeticiones. Cada blogue correspondi6 a una repeticion y cada uno consto
con 20 plantas seleccionadas, 5 plantas para cada tratamiento. La unidad experimental
correspondi6 a cinco plantas, de las cuales se obtuvieron las muestras compuestas con 50
bayas.

El experimento consto de 4 tratamientos, que correspondieron a distintos regimenes de riego
aplicados mediante riego por goteo, utilizando una combinacion de goteros de distinto gasto,
correspondientes a: (T1) 0,8 mm h*; (T2) 1,6 mm h*; (T3) 3,2 mm ht; (T4) 4,8 mm h?,

Manejo del experimento

La aplicacién de los diferentes tratamientos se realizd mediante riego por goteo, el cual fue
instalado independientemente del sistema de riego que poseia la vifia. Previo a la aplicacion
de los tratamientos, se suprimio el riego hasta llegar a un potencial xilematico similar en el
total de las plantas (-1,2 MPa) y se realizaron calicatas para asegurar que no existiera traslape
de raices entre las hileras. Los tratamientos de riego se aplicaron en el periodo de tiempo
comprendido entre dos semanas antes de pinta y cosecha. Los riegos se realizaron de manera
de mantener las plantas de T4 con potenciales hidricos xilematicos de medio dia en valores
cercanos a -0,8 MPa. Para esto, los momentos de riego y la duracion del mismo, dependieron
de los niveles de evaporacion de bandeja y los valores de potencial hidrico que fueron
medidos semanalmente.
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La recoleccion de muestras para andlisis en laboratorio fue manual y const6 de 50 bayas
tomadas aleatoriamente desde los racimos de las cinco plantas que totalizan cada repeticion,
las que fueron inmediatamente almacenadas para su posterior andlisis en laboratorio. Las
muestras fueron recolectadas a los 15 dias antes de pinta y 3, 20, 36, 50 y 64 dias después de
pinta.

Evaluaciones

Se midio el estatus hidrico de la planta mediante la utilizacion de una camara de presion, tipo
Scholander (Scholander et al., 1965), con la cual se determind el potencial xilematico de la
planta. Este procedimiento se realiz6 al medio dia al menos una vez por semana. Las hojas
evaluadas fueron cubiertas una hora antes de la medicién, con bolsas plasticas aluminizadas
(PSM Instrument, USA).

La Evapotranspiracion del cultivo (ETc) fue estimada usando el método de la bandeja
evaporativa (Allen et al., 2006). La ETo fue obtenida usando los datos de evaporacion diaria
de la Vifia Haras de Pirque corregidos por un coeficiente de bandeja (kb= 0,8). Tanto ETc
como ETy fueron expresados en mm d. Los valores de coeficiente de cultivo (kc) usados
fueron 0,55, 0,30, 0,20 y 0,20 para enero, febrero, marzo y abril, respectivamente. Estos
valores son comunmente usados en cepas tintas en el valle del Maipo (Acevedo et al., 2010).
La ETc se calculé como el producto de kc y ETo.

Andlisis basicos

Las bayas recolectadas en cada muestreo fueron almacenadas en frio y posteriormente se
midid su peso. Ademas, se separé el hollejo de la pulpa y semillas, los cuales fueron secados
con papel absorbente, pesados y guardados a -20° C para su posterior analisis.

Sélidos solubles: la concentracion de solidos solubles se obtuvo utilizando un refractometro
manual Arquimed, ajustando el cero con agua destilada (O1V, 2011).

Acidez total: la determinacion de la acidez total se efectud por titulacién con NaOH 0,1 N
utilizando fenoftaleina como indicador (OIV, 2011).

pH: el valor del pH se midi6 con un potenciometro Hanna modelo pH 21 (OIV, 2011)
Analisis fendlicos

Para la extraccion de los compuestos fenolicos se utilizo el método de Venencie et al. (1997).
El procedimiento consistié en adicionar a hollejos provenientes de 50 bayas 20 mL de medio
vinico (solucion acuosa de etanol al 10% v/v con 5 g Lt de 4cido tartarico), ajustar el pH a
3,6 y luego se agregd agua destilada hasta un peso de 100 g. La mezcla se macerd a
temperatura ambiente (20°C) durante 2 h con agitacion constante. Transcurrido este tiempo,
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se centrifugd a 3500 rpm durante 30 minutos y posteriormente se filtré (filtro Millipore de
0,45 pm).

Fenoles totales: los compuestos fendlicos totales se determinaron mediante el método de
Glories (1984).

Antocianos totales: la determinacién de antocianos totales se realizd mediante la
decoloracidn con bisulfito sodico (Ribéreau-Gayon y Stonestreet, 1965).

Taninos totales: los taninos totales se determinaron mediante la reaccion de Bate-Smith
(Ribéreau-Gayon y Stonestreet, 1966).

Catalisis acida en presencia de floroglucinol. El grado medio de polimerizacién de los
taninos se determind mediante una catélisis acida en presencia de floroglucinol (Figura 3)
(Kennedy y Jones, 2001b). Para aislar los polimeros de flavan-3-oles de cada extracto de
hollejo se utilizé la columna Toyopearl HW-40F. El procedimiento consistié en realizar un
lavado con 20 mL de una solucion acuosa de etanol al 55% v/v con 0,05% v/v de &cido
trifluoroacético, luego colocar 7,5 mL del extracto de hollejo y en seguida, eluir los
antocianos, monomeros y oligémeros flavan-3-oles, con 50 mL de la solucion descrita
anteriormente. La fraccion polimérica se obtuvo con la elucion de 30 mL de una solucién de
acetona al 60% v/v en agua destilada. Los polimeros de flavan-3-oles aislados se
concentraron bajo vacio a 30 °C. Luego, se disolvieron en 250 pL de metanol y se mezclaron
con el mismo volumen de una solucion 0,1 N de HCI en metanol que contenia 50 g L™ de
floroglucinol y 10 g L™ de 4cido ascorbico. Las proantocianidinas y el floroglucionol fueron
colocados a 50 °C durante 20 minutos. Transcurrido este tiempo se agregé 250 L de acetato
de sodio 200 mM en agua para detener la reaccion. Por Gltimo, la muestra se centrifugo a
11500 rpm por 15 minutos y se filtr6 con membranas Millipore de 0,22 pm.

Los productos de la reaccion fueron analizados en un cromatégrafo liquido Agilent modelo
1200, el cual consta de una bomba modelo G1311A, un inyector automatico modelo
G1329A, un detector de arreglo de fotodiodos modelo G1315B y una columna Waters Nova
Pak Cig (tamafio de particula 4 um, 300 x 3,9 mm). El volumen de inyeccion fue de 50 pL.
Se utiliz6 una gradiente binaria que consistid en una solucion acuosa de &cido acético al 1%
v/v (solvente A) y metanol (solvente B) (Cuadro 1). Los picos eluidos fueron monitoreados
a 280 nm.

Cuadro 1. Condiciones de gradiente utilizadas en el andlisis floroglucinolisis.

Tiempo Solvente (mL L)

min A B

0,0 950 50
10,0 950 50
30,0 800 200

55,0 600 400
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Los diferentes compuestos fueron identificados segun sus espectros de absorcion y
comparando los tiempos de retencion con los indicados en la literatura. La cuantificacion se
realizd utilizando los siguientes estandares externos: EGC (Epigalocatequina) para EGC-
unida a floroglucinol (EGC-F), C (Catequina) para C y C-unida a floroglucinol (C-F), EC
(Epicatequina) para EC-unida a floroglucinol (EC-F) y EC-3-O-G (Epigalocatequina-3-O-
galato) para EC-3-O-G- unida a floroglucinol (EC-3-O-G-F).

El grado medio de polimerizacion, el porcentaje de galoilacion (%G) y el porcentaje de cada
subunidad fueron calculados como el indice molar de las unidades totales (unidades de
extension mas las unidades terminales) con respecto a las unidades terminales, el indice
molar de las unidades galoiladas con respecto a las unidades totales y el indice molar de cada
subunidad con respecto a las subunidades totales, respectivamente.
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Figura 3. (A) Estructura generalizada de las proantocianidinas en bayas de Vitis vinifera L. (B)
Mecanismo de reaccion hipotético que explica la catélisis acida de las proantocianidinas.

Floroglucinol actuaria como nucleéfilo (Kennedy y Jones, 2001b).
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Fraccionamiento de taninos. La separacion de los taninos se realizdO mediante cartuchos
Waters Sep-Pak Cig (Figura 4) (Monagas et al., 2003). El extracto de hollejo (8 mL) se
concentrd hasta sequedad en un rotavapor a 30 °C y luego, se restituy6 en 20 mL de tampdn
fosfato pH 7,0. Cuando fue necesario, se ajusté el pH a 7,0 con soluciones de NaOH o HCI.
Dos cartuchos Sep-Pak Cig conectados en serie (en la parte superior se coloco un cartucho
Waters Sep-Pak Plus tC1g Environmental y en la parte inferior un Waters Sep-Pak Plus Short
tCig) fueron condicionados con 10 mL de metanol, 20 mL de agua destilada y 10 mL de
tampon fosfato pH 7,0. A continuacion, se pasaron las muestras a través de los cartuchos e
inmediatamente, los &cidos fendlicos se eliminaron por elucion con 10 mL de tampdn fosfato
pH 7,0 al 12,5 % v/v en agua destilada. Después de secar los cartuchos durante dos horas con
N2, la elucion de los monomeros y oligomeros flavan-3-oles (fracciones FI y FlIlI,
respectivamente) se llevé a cabo con 25 mL de acetato de etilo, seguida por la elucion de las
proantocianidinas poliméricas (fraccion FIIlI) con 15 mL de metanol. Para separar las
fracciones | y 11, el acetato de etilo se evaporé en un rotavapor a 30 °C, se restituyd en 3-30
mL de tampén fosfato pH 7,0 y finalmente se redepositdé en la misma serie de cartuchos
precondicionada como se describi6 arriba. Estos nuevamente se secaron con N2 durante 1%
h, y los monémeros se separaron de los oligémeros por elucidn secuencial con 25 mL de éter
dietilico (FI) y 15 mL de metanol (FII). Las tres fracciones fueron concentradas hasta
sequedad en un rotavapor a 30 °C y redisueltas en 3-5 mL de metanol. El contenido total de
cada fraccion se determind mediante el ensayo de la vainillina.

Ensayo de la vainillina. La concentracion de las fracciones obtenidas (FI, FIl y FIII) se
determiné segun el método descrito por Sun et al. (1998b). A 1 mL de la muestra se le
adiciond 2,5 mL de H2SO4 al 25% v/v en metanol y 2,5 mL de vainillina al 1% p/v en
metanol. Se prepar6 simultaneamente un blanco de la misma forma, pero sustituyendo la
vainillina al 1% p/v en metanol por metanol puro. En el caso de FI la absorbancia a 500 hm
se midi6 después de un tiempo de reaccion de 15 minutos a 30 °C. Para las fracciones FIl y
FIII, la reaccién se llevé a cabo a temperatura ambiente y la lectura se realizé hasta que la
maxima absorbancia a 500 nm fuera alcanzada. Todas las mediciones se realizaron en el
espectrofotometro UV-vis Jasco modelo V-530.
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Anadlisis estadistico

Los datos fueron sometidos a un test de Normalidad y homogeneidad de varianzas, luego se
realiz6 el andlisis de varianza (ANDEVA), con un p<0,05.Cuando existieron diferencias
significativas se aplico la prueba de separacion de medias por medio de la prueba de Tukey
con el fin de identificar las diferencias entre los tratamientos. Todos los analisis se realizaron
con el programa JMP® 8.0 (SAS Institute inc. USA)
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RESULTADOS

Evolucion del potencial hidrico xilemético de medio dia

La Figura 5A muestra los valores de los potenciales xilematicos de los distintos tratamientos.
Los valores promedio observados correspondieron a -1,1 MPa (x 0,04), -1,0 MPa (x 0,05), -
0,9 MPa (x 0,06) y -0,83 MPa (x 0,05) para los tratamientos T1, T2, T3 y T4,
respectivamente. Ademas, se observaron diferencias estadisticamente significativas entre los
tratamientos T1 y T4 en casi todas las fechas de muestreo. Paralelamente, en la figura 5B se
muestra la cantidad de riego acumulado durante la temporada, el que alcanzo valores de 244
(T1), 488 (T2), 976 (T3) y 1464 (T4) m® ha! para cada tratamiento, correspondiente a 0,061,
0,122, 0,244 y 0,366 m® planta®. Del mismo modo, se observd que el porcentaje de la
evapotranspiracion de cultivo presento6 valores promedio de 15%, 30%, 60% y 90% para T1,
T2, T3y T4, respectivamente (Figura 5C).
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Figura 5. Evolucion del potencial hidrico xilematico (A), riego acumulado (B) y evapotranspiracion
de cultivo (C) durante la temporada. Letras diferentes indican diferencias estadisticamente
significativas entre tratamientos para una misma fecha (p<0,05). T1: 0,8 mm h%; T2: 1,6 mm h?; T3:
3,2mmh?; T4: 4,8 mm ht. DDP: dias después de pinta.
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Anadlisis basicos

En la Figura 6A se muestra el peso promedio por baya de los tratamientos del estudio. Se
observO unaumento progresivo a partir de los 15 dias antes de pinta hasta los 36 dias después
de pinta, para luego mantener valores de peso constantes. Ninguna diferencia
estadisticamente significativa fue observada entre los tratamientos en las distintas fechas de
muestreo. Similar comportamiento fue observado al evaluar el peso promedio de las pieles
(Figura 6B), obteniéndose un aumento sostenido durante toda la temporada, sin encontrarse
diferencias significativas entre tratamientos

2,0 10
Peso baya Peso piel
T 108
15+
3 3
S T 106 3
= 10¢+t @
3 ' b=
3 + 104 @
8 O TL "3
05 v T2
B T3 + 10,2
® T4
A B
0’0 | | | | | | | 0,0

-20 0 20 40 60 80-20 0 20 40 60 80
DDP

Figura 6. Evolucion del peso promedio por baya (A) y peso promedio de piel (B). T1: 0,8 mm h?;
T2:1,6 mm h?; T3: 3,2 mm h; T4: 4,8 mm ht. DDP: dias después de pinta

En Figura 7A se muestra la evolucion de los sélidos solubles de la baya durante el estudio.
Se observo un aumento gradual de los s6lidos solubles en todos los tratamientos durante toda
la temporada, para alcanzar un valor promedio de 23,7 ° Brix en la fecha de cosecha. A pesar
de lo anterior, no se encontraron diferencias significativas en ninguna de las fechas de
muestreo entre los distintos tratamientos. En el caso de los valores de pH, variaron
gradualmente entre 2.2 y 4.05 durante el estudio y no se observaron diferencias entre los
tratamientos (Figura 7B). Por su parte, la acidez total (Figura 7C) de los tratamientos del
estudio disminuyo fuertemente desde los 15 dias antes de pinta hasta envero, para luego
mantener valores cercanos a 3,0 g L™ equivalentes de 4cido tartarico hacia el final del estudio.
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Figura 7. Evolucién de sélidos solubles (A), pH (B) y acidez total (C). T1: 0,8 mm h%; T2: 1,6 mm
h*; T3: 3,2 mm h'l; T4: 4,8 mm ht. EAT: Equivalentes de 4cido tartarico, DDP: dias después de
pinta.
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Andlisis fendlicos

La concentracion de antocianos totales (Figura 8A) presentd un aumento durante toda la
temporada en todos los tratamientos, encontrdndose diferencias significativas entre los
tratamientos a los 64 dias después de pinta, en donde T1 obtuvo el mayor contenido de
antocianos totales con respecto al resto, alcanzando un valor promedio de 7,1 mg g de
equivalentes de malvidina. En la concentracion de fenoles totales de la piel de las bayas
(Figura 8B) se observd una disminucién paulatina en todos los tratamientos, alcanzando
valores cercanos a 6 mg equivalentes de &cido galico al final de la temporada. Se encontraron
diferencias significativas entre tratamientos a los 20 dias después de pinta, donde el
tratamiento de menor riego (T1) tuvo el mayor contenido de fenoles totales y el tratamiento
de mas riego (T4) la menor concentracion de estos compuestos. Finalmente en la Figura 8C
se muestra la concentracion de taninos totales de piel. Estos compuestos se mantuvieron
constantes desde los 15 dias antes de pinta hasta los 20 dias después de pinta para luego
aumentar levemente hasta el final de la temporada. No se encontraron diferencias
significativas en ninguno de los muestreos.
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Figura 8. Evolucion de la concentracion de antocianos totales (A), fenoles totales (B) y taninos totales
(C) de piel. Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos
para una misma fecha (p<0,05). T1: 0,8 mm h't; T2: 1,6 mm h?; T3: 3,2 mm h; T4: 4,8 mm ht. EM:
equivalentes de malvidina, EAG: equivalentes de acido galico, EP: equivalentes de proocianidinas,
DDP: dias después de pinta.
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En la Figura 9 se observa la evolucion en la concentracion de la fraccion mono, oligo y
polimérica de flavan-3-oles de las pieles de bayas. En general, la fraccion polimérica fue la
méas abundante seguida por la oligomérica y monomérica. La concentracion de las tres
fracciones disminuy6 gradualmente a lo largo del estudio (Figura 9). Se observaron
diferencias significativas en la fraccion monomérica a los 15 dias antes de pinta siendo el
tratamiento T4 el que obtuvo la menor concentracion (Figura 9 A). Por su parte, la fraccion
oligomérica mostro que a los 15 dias antes de pinta los tratamientos T2 y T3 obtuvieron los
mayores valores de oligobmeros, mientras que al final del estudio T4 present6 el mayor
contenido de oligémeros (Figura 9 B). En cuanto a la fraccion polimérica (Figura 9C), esta
presentO diferencias significativas entre los tratamientos durante las primeras etapas del
estudio, para luego presentar concentraciones similares al final del estudio.
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Figura 9. Evolucion de las fracciones mono (A), oligo (B) y polimérica (C) de pieles. Letras diferentes
indican diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos para una misma fecha (p<0,05).
T1: 0,8 mmh?; T2: 1,6 mm h?; T3: 3,2 mm h?; T4: 4,8 mm h. DDP: dias después de pinta.
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En la Figura 10 se muestran los valores del grado medio de polimerizacion de las
proantocianidinas y su peso molecular medio, los que variaron entre 7-9 aproximadamente
y 2.500-3.000, respectivamente. No se encontraron diferencias significativas en ninguna de
las fechas de muestreo entre los distintos tratamientos.
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Figura 10. Evolucion en el grado medio de polimerizacion (mDP) (A) y del peso molecular medio
(B) de proantocianidinas. T1: 0,8 mm h't; T2: 1,6 mm h%; T3: 3,2 mm h; T4: 4,8 mm h't. DDP: dias
después de pinta.

Del mismo modo, se observé que el porcentaje de galoilacion durante la temporada varié entre
un 2% y 8 % y que en ninguna de las fechas de muestreo se encontraron diferencias
significativas entre los tratamientos (Figura 11).
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Figura 11. Evolucion del grado de galoilacién de proantocianidinas.T1: 0,8 mm h?; T2: 1,6 mm h?;
T3: 3,2 mmh?; T4: 4,8 mm h. DDP: dias después de pinta.
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En el Cuadro 2, se muestran las diferentes subunidades constitutivas de los flavan-3-oles de las pieles
de las bayas del estudio. Las subunidades de extension de las procianidinas caracterizadas
fueron EGC (1), C (2), EC (3) y EC-3-O-G (4). C (5) fue la unica subunidad terminal
observada. Durante todo el periodo de estudio la subunidad encontrada en mayor cantidad
fue EC. En cuanto al porcentaje de EGC se obtuvieron diferencias significativas a los 15 dias
antes de pinta, donde los mayores porcentajes corresponden a T2 y T3. El tratamiento 4
mostré el mayor porcentaje de EC, mientras que el tratamiento 3 el menor a los 15 dias antes
de pinta. EC-3-O-galato tuvo diferencias significativas a los 64 dias después de pinta,
teniendo a T2 con el mayor porcentaje y a T4 con el menor.

Cuadro 2. Porcentaje de las unidades de extension y terminales de las proantocianidinas de
la piel de bayas aisladas mediante floroglucindlisis por tratamiento en las distintas fechas de
muestreo. Cada valor corresponde al promedio + la desviacién estandar.

Compuesto (%)  Fecha (ddp®) T1 T2 T3 T4
-15 14,22+ 0,31b 2842 +06la 28,01+282a 1839+3,81b
EGC-F! 20 26,95 + 8,93 24,36 +17,7 28,07+1,03 11,99+114
50 34,74 + 8,27 37,98 £ 0,72 41,75+ 124 37,65+ 7,92
64 19,79 + 3,23 20,03 £2,13 19,93+2,54 23,86 + 5,56
-15 14,62 + 3,31 12,23 +3,05 10,19+1,61 8,352+ 1,93
C-F? 20 8,911 + 3,64 10,81 + 4,53 9,352 +0,82 11,31+3,58
50 11,15 + 3,52 7,943 +5,22 5341+129 6,042+252
64 14,51 + 1,86 12,02 + 0,77 13,42 +0,73 13,99+ 2,16
-15 53,64+ 47ab 4561 +1,7 ab 4244+435h 54,35+571a
EC-F 20 48,82 + 4,51 49,63 + 10,1 4511+3,07 52,59+ 10,2
50 39,37 + 4,36 38,57 £ 6,79 38,42+0,96 40,92 +4,22
64 49,12 + 4,02 46,23 + 1,57 50,45+ 0,89 46,67 +4,23
-15 3471+ 0,64 2,852 +0,49  8443+461 6,493 +5,33
EC-3-O-G-F* 20 4,662 + 0,36 3,834 +0,14  7,742+238 9,993 +5,73
50 Nd’ Nd’ Nd’ Nd’
64 6,601 +122ab 10,74 +1,45a 6,791+3,9ab 57232+1,23b
-15 14,06 +2,42 10,88 + 1,46 10,95+1,38  12,43+0,77
c® 20 10,65+ 1,13 11,38 +2,82 9,732 +1,17 14,11+3,31
50 14,74 + 1,98 15,49 + 0,86 14,81+1,01 1543+1,22
64 9,84 + 0,66 10,33 + 0,35 10,32 +0,52 10,22 + 0,45

Letras diferentes en una misma fila indican diferencias significativas entre tratamientos (p<0,05). (1)
(-)-Epigalocatequina unida a floroglucinol (2) (+)-Catequina unida a floroglucinol (3) (-)-
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Epicatequina unida a floroglucinol (4) (-)-Epicatequina-3-O-galato unida a floroglucinol (5) (+)-
Catequina (6) Dias después de pinta (7) No existen datos.

DISCUSION

Potenciales xilematicos

El potencial xileméatico medido en pre alba y a medio dia (Wx) indicativo del estado hidrico
de las plantas, se caracteriza por su baja variabilidad y alta sensibilidad (McCutchan and
Shackel, 1992). Este parametro resulta de la transpiracion de la planta completa y la
conductividad hidrulica del suelo y del continuo raiz-suelo (Chonea et al., 2001). Segln
Van Leeuwen et al. (2009), los valores de ¥x entre -0,6 y -0,9 MPa son considerados una
condicidn de estrés leve, mientras que entre -1,1y -1,4 MPa son considerados como un estrés
moderado a severo en vides viniferas. De acuerdo a esto, es posible observar que los
tratamientos de riego, efectivamente resultaron en niveles de Wx contrastante entre
tratamientos y que los tratamientos T3 y T4 correspondieron a un estrés leve, el T2 a
moderado y el T1 a severo (Figura 5).

Andlisis basicos

El tamafio final de baya es importante en su calidad organoléptica, por el efecto que tiene
sobre la relacién piel versus pulpa (Champagnol, 1998), y se sabe que producto de déficit
hidricos este parametro se afecta negativamente, al igual que el peso de las pieles (McCarthy,
1997; Ojeda et al., 2002; Basile et al., 2011). Se ha sugerido que el efecto del estrés hidrico
sobre el tamafio de baya dependera de la severidad de este y de la etapa de desarrollo en que
se aplique (Basile et al., 2011). Asi, se han reportado efectos notorios en el tamafio de bayas
cuando el estrés hidrico se realiza entre floracion y envero, mas que entre envero y cosecha
(McCarthy, 1997; Ojeda et al., 2002). Posiblemente esto Gltimo explica que en el presente
estudio los distintos niveles de riego no resultaran en diferencias significativas en la alometria
de bayas (Figura 6).

En el periodo de maduracion de las bayas, la concentracion de azucares aumenta fuertemente,
al contrario de la concentracion de &cidos, reflejada en un aumento del pH del mosto (lland
y Gago, 2002). Esto ultimo, producto de una menor sintesis de acido malico y/o una mayor
tasa de respiracion. Esta merma en la acidez puede acelerarse en plantas bajo estres,
posiblemente por aumentos en la temperatura en las bayas (Reynolds et al., 2007; Salon,
2005). En relacién a la concentracion de sélidos solubles, se ha reportado que el estres hidrico
tiene un impacto, por una parte adelantando el inicio de la maduracion (Lebon et al., 2006;
Castellarin et al., 2007b) y, por otra, por el efecto sobre la deshidratacion de las bayas,
concentrando azucares, lo que, a diferencia del caso anterior, se observa en el momento de
cosecha (Coombe y Mac Carthy, 2000). En el presente ensayo, los niveles de estrés, asi como
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el momento en el que fueron aplicados, no alcanzé a determinar diferencias significativas
entre los tratamientos (Figura 7). Lo mismo que para peso de bayas y de pieles (Figura 6), la
aplicacion de los niveles estresantes en post-envero pudieron ser lo suficientemente tardios
como para no alterar las tasas de descarga de azUcares. Mas aln, aparentemente las
condiciones estresantes aplicadas antes de envero repercuten mas fuertemente sobre la
acumulacion de azucares en bayas (Mathews et al., 1990).

Andlisis fendlicos

En el caso particular de los antocianos en bayas de vid, estos aumentan desde pinta en
adelante (Downney et al., 2004). Por lo mismo, un estrés hidrico provocado en dicho periodo
tendria un impacto sobre su metabolismo. En Tempranillo se observé un aumento en la
concentracion de antocianos en vides sometidas a déficit hidrico (Esteban et al., 2001). Ojeda
et al., (2002) por su parte, observaron una mayor concentracion de antocianos totales en
cosecha para el tratamiento de déficit severo luego de envero. El aumento en la concentracion
de antocianos, producto de restricciones en el riego, se debe al impacto de esta condicion
sobre la expresion de genes que codifican para enzimas de la ruta de los fenilpropanoides.
En efecto, Castellarin et al., (2007a) observé un aumento en los antocianos en bayas bajo
estrés hidrico durante la maduracion de la baya y en cosecha, explicado por una mayor
abundancia de transcritos de VWUFGT, VVCHS2, VVCHS3, VVF3H y VVGST. Evidentemente,
esta respuesta se origina en condiciones de cierto umbral minimo de estrés y, por lo mismo,
en el presente estudio, la mayor concentracion de antocianos ocurre solo en el tratamiento
de mayor restriccion de riego y se expresa hacia el final de la temporada (Figura 8A).

En las bayas de vid, los fenoles totales estdn representados en su mayoria por
proantocianidinas y antocianos. Estos compuestos, en general, modifican su concentracion
producto de estrés hidricos, como en la variedad Tempranillo, que resulté en una mayor
concentracion en plantas con restriccion de riego (Esteban, 2001), asi como en Syrah y
Cabernet sauvignon en ciertos momentos de la maduracion de la baya en tratamientos de
menor aporte hidrico (Chalmers, 2007). Eso si, en el presente estudio, no obstante haber
existido mayores concentraciones de fenoles totales en post-envero, esto no se conservd hasta
la fecha de cosecha (Fig. 8B). En este sentido, es importante considerar que los distintos
compuestos fendlicos estan sujetos a un permanente cambio producto del balance entre la
sintesis y su degradacion, esta Gltima muy importante hacia el final de la maduracion de las
bayas.

La aplicacion de un déficit hidrico ha demostrado incrementar la concentracion de
proantocianidinas en ciertos momentos de la maduracion de la baya en cepas como Syrah y
Cabernet sauvignon (Ojeda et al., 2002; Kennedy et al., 2002; Ollé et al., 2011). Sin embargo,
en otros estudios se ha visto un efecto mas bien leve (Downey et al., 2006; Castellarin et al.,
2007Db). Particularmente en el caso de la variedad Merlot los aumentos en la expresion de
enzimas participantes de la ruta de sintesis han sido mas bien bajos (Castellarin et al., 2007b).
Es maés, segun Roby et al., (2004) las proantocianidinas se verian méas afectadas por
diferencias en la sensibilidad del crecimiento del mesocarpo y exocarpo, producto de un
deéficit hidrico, que por un efecto directo en su biosintesis, y teniendo en cuenta que la
alometria de las bayas (Figura 6) no se vio afectada por los distintos tratamientos, podria
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explicarse el nulo efecto de tratamiento sobre los taninos totales. En el presente estudio, los
taninos totales se mantuvieron relativamente constantes hasta pasados los 30 dias luego de
envero, independiente del nivel de riego (Figura 8C), siguiendo un patron distinto a lo
observado en otros estudios en los que se mantiene un descenso desde pre-envero en adelante
(Kennedy et al., 2000; Downey et al., 2003; Obreque et al., 2010). Eso si, en las variedades
Syrah y Cabernet Sauvignon, Hanlin y Downey, (2009) también observaron una
concentracion relativamente constante en taninos totales similares al presente estudio. Si esto
se debe a un comportamiento varietal o bien a una condicion del sitio de estudio, es un asunto
que debe ser determinado. De hecho, la disminucion en la concentracion de taninos totales
se ha asociado a distintos factores. Por una parte, se ha sugerido la posibilidad de que la
menor concentracion es, simplemente, por una menor extractabilidad de estos compuestos
por su interaccién con otros polimeros como polisacaridos, ligninas y proteinas, y/o por un
efecto de oxidacion durante la maduracion de la baya (Kennedy et al., 2000; Kennedy et al.,
2001a; Downey et al., 2003; Bindon and Kennedy, 2011). Y por supuesto, otra posibilidad
es la degradacion (Kennedy, 2007). Se debe decir, eso si, que se ha descrito también un
aumento de taninos totales a partir de los 48 dias después de pinta en la cepa Carménére
(Galaz, 2010).

Es importante reconocer que en el &mbito enoldgico, mas que simplemente el contenido total
de taninos, la composicién de los mismos, asi como otros parametros quimicos, tales como
el grado de polimerizacion, son caracteristicas mas importantes en la determinacion de la
calidad organoléptica del vino final. En general, de manera similar a lo observado en el
presente estudio (Figura 9), la fraccibn mondmerica es la menos presente,
proporcionalmente, durante toda la temporada de muestreo, seguida por la oligomérica y
finalmente la polimérica en variedades como Tempranillo, Graciano y Cabernet Sauvignon
(Monagas et al., 2003). Ademas, similar a lo previamente observado por Obreque-Slier et al.
(2010) en Carmenere, en el presente estudio también se observa que las tres fracciones
disminuyen sostenidamente a lo largo de la maduracion de las bayas.

El mecanismo por medio del cual evoluciona la polimerizacion de los taninos condensados,
esto es, si se trata de reacciones mediadas por catalisis enzimaticas o simplemente por
reacciones espontaneas, es aun desconocido. Sin embargo, es claro que la condicion hidrica
de las plantas determina diferencias en las mismas, las que pueden resultar de efectos directos
o0 bien indirectos de este factor ambiental. EI grado medio de polimerizacion (mdP) que se
refiere al nimero promedio de unidades monoméricas que componen las cadenas de
proantocianidinas, pareciera ser dependiente de la variedad y el ambiente, asi como del estado
de desarrollo de las bayas (De Freitas et al., 1999). De esta manera, mientras que en Pinot
Noir se ha reportado un aumento del mDP desde envero a cosecha (Pastor del Rio y Kennedy
2001), en Syrah se ha observado un aumento sostenido de este valor, tanto durante el
desarrollo como en la maduracién de la baya (Kennedy et al., 2001a). En las variedades
Syrah, Pinot Noir y Carbernet Sauvignon, por su parte, se ha observado también que el mDP
aumenta o se mantiene constante durante las primeras fases de desarrollo para luego
disminuir hasta cosecha (Downey et al., 2003; Cortell y Kennedy, 2006; Koyama y Goto-
Yamamoto, 2008). Cabe sefialar ademas que la cuantificacion de este parametro es sensible
al método de extraccion que se utilice (Kennedy et al., 2001b). En la presente investigacion,
el mDP se mantuvo constante durante toda la temporada (Figura 10), de manera similar a lo
observado por Galaz (2010) y Obreque-Slier et al. (2010) en Carménere, con valores
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cercanos a las 7 a 9 unidades (Galaz, 2010), y menores a los obtenidos en otras variedades
como Syrah y Cabernet Sauvignon (Downey et al., 2003; Hanlin R. and Downey O., 2000;
Kennedy et al., 2001). Carménere, en este estudio, no vario el mDP, similar a lo observado
por Kennedy et al. (2002) en la variedad Cabernet Sauvignon. Se han observado efectos del
déficit hidrico en este parametro en otros estudios (Ollé et al., 2011), pero solo al final de la
temporada.

El nivel de galoilacién que posean las proantocianidinas, es otra caracteristica quimica
importante a considerar desde el punto de vista organoléptico de las uvas, ya que un mayor
porcentaje de galoilacion genera proantocianidinas mas amargas Yy astringentes (Pefia, 2006).
Los valores de galoilacion en este estudio concuerdan con lo reportado en literatura y
fluctuaron entre 2% y 8% aproximadamente (Figura 11). Galaz (2010) en la misma cepa
reportd porcentajes de entre 2 y 6. En variedades como Tempranillo, Graciano y Cabernet
Sauvignon el porcentaje de galoilacion de proantocianidinas reportado es de 2,9; 6,5y 3,8
respectivamente (Monagas et al., 2003). En Carménére el valor observado en madurez
tecnoldgica fue de 1,6% a 2% en tres clones diferentes (Fernandez et al., 2007). Obreque-
Slier (2010) obtuvo porcentajes que oscilan entre 7,8% y 12%, mayores a los que se
obtuvieron en este ensayo.

Como ya se menciono, la composicion de las proantocianidinas puede tener una implicancia
directa en las propiedades sensoriales de los vinos (Hanlin y Downey, 2009), de tal forma
que variaciones en los porcentajes de ciertas subunidades monoméricas podria generar
diferencias en su percepcion sensorial. Estas subunidades corresponden a EGC, EC, Cy EC-
3-0-G (Cuadro 2), encontradas también en variedades como Cabernet Sauvignon, Pinot Noir
y Syrah, donde la subunidad con mayor presencia correspondié a EC, seguida de EGC
(Souquet et al., 1996; Kennedy et al., 2001; Downey et al., 2003; Cortell y Kennedy, 2005;
Cortell y Kennedy, 2006; Pastor del Rio y Kennedy, 2006; Fernandez et al., 2007; Hanlin y
Downey, 2009; Ollé et al., 2011). En cuanto a las subunidades terminales, la Gnica encontrada
fue C (Cuadro 2), ya descrito en la literatura para variedades como Pinot Noir, Syrah y
Cabernet Sauvignon (Kennedy et al., 2001; Cortell et al., 2005; Cortell y Kennedy, 2006;
Pastor del Rio y Kennedy, 2006; Fernandez et al., 2007; Obreque-Slier et al., 2010). Sin
embargo, se ha encontrado EC y EC-3-O-G como subunidades terminales, aunque en bajas
concentraciones (Souquet et al., 1996; Downey et al., 2003; Hanlin y Downey, 2009). El
efecto de un estrés hidrico sobre la composicion estructural de las proantocianidinas esta adn
poco estudiado. Ollé et al. (2011) observaron un mayor porcentaje de EC-3-O-G en cosecha
en vides de Syrah sometidas a estrés pre envero, seguida por un estrés post envero con
respecto al control. En la presente investigacion se obtuvo un mayor porcentaje de este
compuesto al final de la temporada para el segundo tratamiento mas restrictivo (Cuadro 2),
por lo que, al parecer, la magnitud en la que se afecten estas subunidades dependeria del
momento en el que se aplique el estrés y del nivel de estrés aplicado.
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CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos, se rechaza la hipétesis planteada, pues una mayor
restriccion hidrica no genera un aumento en la concentracion y el grado de polimerizacion
de proantocianidinas en pieles de bayas de Vitis vinifera L. cv. Carménere. Paralelamente,
no se observod alguna relacién entre un déficit hidrico y los diferentes parametros quimicos y
fisicos analizados en este estudio. No obstante lo anterior, se observaron algunas diferencias
puntuales en la concentracion de las subunidades de extension galoiladas, fracciones oligo y
poliméricas de los flavan-3-oles entre los tratamientos.
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