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RESUMEN

En las uvas de mesa (Vitis vinifera L.) de variedad roja el color es conferido
por las antocianinas, y segun su proporcion individual, influira en la coloracion
total de las bayas. Se destacan cinco antocianinas principales: delfinidina,
cianidina, petunidina, peonidina y malvidina, las cuales por su estructura,
brindan actividad antioxidante. No obstante, los excesos de temperatura,
durante el envero, pueden provocar que la sintesis y acumulacion de estos
compuestos sea afectada, ocasionando mala uniformidad en el color. El empleo
de oligogalacturénidos (OGA’s) en uva de mesa ha generado respuestas
positivas al incrementar la coloraciones rojas. El objetivo del trabajo fue
identificar y cuantificar el contenido en antocianinas totales e individuales, asi
como la capacidad antioxidante total en epicarpios de uva cv. ‘Flame Seedless’
tratadas con una mezcla de OGA'’s con grado de polimerizacion (GP) de 2-20.
Los tratamientos constaron de: 1.5, 2.0 y 2.5 mg/mL de OGA’s y 0.5 mg/mL de
Ethrel®, producto comercial utilizado en la uva de mesa para inducir color. Los
resultados confirmaron que la aplicacion de OGA’s a 1.5, 2.0 y 2.5 mg/mL,
incrementa la coloracién de las bayas (p<0.05) un 23.93, 17.91 y 19.31 %
respectivamente. Asi mismo, el tratamiento de 2.5 mg/mL de OGA’s mostré un
aumento (p<0.05) en el contenido de antocianinas totales, con una tendencia
marcada en inducir antocianinas metoxiladas. En la capacidad antioxidante, las
bayas tratadas con 1.5 mg/mL de OGA'’s fueron superiores al resto de los frutos
tratados (p<0.05). Con estos resultados se demuestra que los OGA’s generan
una respuesta en la planta, induciendo la acumulacién de antocianinas y otros
compuestos fendlicos que favorecen la actividad antioxidante de las uvas de

mesa.
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INTRODUCCION

En la actualidad, el consumo de uvas de mesa (Vitis vinifera L.) ha ido en
aumento debido a que poseen propiedades importantes que contribuyen a la
buena salud (Balik y cols., 2008; Kris-Etherton y cols., 2004). La ingesta de
estos frutos aporta efectos benéficos debido a su alto contenido de
antioxidantes, como los &cidos fendlicos, taninos, estilbenos, flavonoides y
antocianinas (Huang y cols., 2005; Pellegrini y cols., 2003; Xia y cols., 2010).

Las antocianinas aparte de actuar como agentes antioxidantes, brindan
coloraciones rosas, rojas, moradas o azules a las uvas de mesa. En Vitis
vinifera L. se han identificado 5 antocianinas principales que son delfinidina,
cianidina, petunidina, peonidina y malvidina, las cuales se difieren entre ellas
por la localizacion de sus grupos hidroxilo o metoxilo en el anillo B de la
estructura (Leguizamén y cols., 2005). La coloracién de la baya dependera de la
proporcion de cada una de ellas (Carrefio y cols., 1997), ademas de contribuir
en cierta medida con la capacidad antioxidante total del fruto debido a su

estructura (Romero y cols., 2008).

La sintesis de las antocianinas es influenciada por factores exdégenos como
el clima, temperatura, tipo de suelo, nutrientes, practicas culturales, entre otros,
afectando la coloracién del fruto (Esteban y cols., 2001). Por otra parte, las
antocianinas proporcionan proteccion contra efectos de la temperatura, rayos
UV y patégenos, entre otros (Burdulis y cols., 2009; Delgado-Vargas y Paredes-
Lépez, 2003; Zeng y cols., 2010). Se ha observado que ante un estrés
importante en la planta, se lleva a cabo la sintesis de estos compuestos, los

cuales forman parte del metabolismo secundario.



Investigaciones realizadas han evaluado el incremento en la coloracion en
cultivares rojos de uvas de mesa, para la cual emplearon productos quimicos
como Ethrel® o ABA (4cido abscisico) entre otros (Human y Bindon, 2008;
Peppi y cols., 2006). Actualmente, se ha dado importancia al empleo de
compuestos biolégicos para inducir coloraciones en frutos y mejorar su calidad.
Dentro de los compuestos bioldgicos se encuentran los oligogalacturonidos
(OGA'’s), los cuales son formados a partir del acido poligalacturénico,
compuestos principalmente por residuos de D-acido galacturénico unidos con
enlaces a-1-4 (Spiro y cols., 1993). El empleo de los OGA’s en las plantas

genera respuestas de desarrollo y defensa de estas misma.

En investigaciones recientes, se ha empleado el uso de OGA’s con un
grado de polimerizacion (GP) de 3-20 para incrementar la coloracién en uvas de
mesa de cultivares rojos por la acumulacion de antocianinas (Ochoa, 2008).
Pero se desconoce el aporte y proporcion de cada una de las antocianinas
individuales inducidas por una mezcla de OGA's respecto a la coloracién total y
el efecto en la capacidad antioxidante total del fruto. Por lo que en esta
investigacion se evaluo el efecto de la aplicacion de una mezcla de OGA's de 2-
20 GP respecto a la acumulacion individual de las antocianinas asi como el

aporte a la capacidad antioxidante de las uvas de mesa cv ‘Flame Seedless'.



ANTECENTES

Compuestos Antioxidantes en Uvas de Mesa (Vitis vinifera L.)

Diversos frutos y vegetales poseen una gran variedad de compuestos
biolégicos que pueden brindar efectos benéficos a la salud (Kris-Etherton y
cols., 2004). En estos compuestos se incluyen los antioxidantes, los cuales se
encuentran una gran gama en los frutos, como la vitamina C, las antocianinas,
los carotenoides, los compuestos fendlicos como taninos, los estilbenos y

acidos fendlicos (Huang y cols., 2005; Pellegrini y cols., 2003).

Frutos como los aradndanos, frambuesas, moras y uvas han sido
ampliamente estudiados por su alto contenido de antioxidantes (Szajdek y
Borowska, 2008). Particularmente, las uvas de mesa (Vitis vinifera L.) son
conocidas por ser ricas en antocianinas y compuestos fendlicos, los cuales
confieren color y sabor, brindando actividad antioxidante (Conde y cols., 2007).
Esta actividad antioxidante es dada principalmente por la estructura de los
compuestos fendlicos, los cuales poseen grupos reactivos como los hidroxilos
gue reaccionan con los radicales libres, inactivandolos. Los compuestos
fendlicos de las uvas se encuentran en casi toda la baya, principalmente en el
epicarpio, como taninos y pigmentos (antocianinas), y en las semillas, que estan
compuestas principalmente de taninos (Figura 1). En cambio en la pulpa, para
la mayoria de los cultivares, solo contienen acidos organicos, siendo el acido
tartarico y malico los que se encuentran en mayor proporcion (Adams, 2006;
Conde y cols., 2007).

Existen dos formas basicas para clasificar a los compuestos fendlicos

dependiendo de sus unidades estructurales, los fenoles simples y los
3



polifenoles. Estos grupos se encuentran presentes mayormente de manera
soluble en el epicarpio de las bayas o en el mesocarpio, como los
hidroxicinamatos (Adams, 2006). En los fenoles simples se encuentran algunos
compuestos no-flavonoides como acidos hidroxibenzoicos y é&cidos
hidroxicinamicos. En cuanto a los fenoles complejos o polifenoles, se
encuentran algunos no-flavonoides (como los estilbenos) y los flavonoides que
son los mayoritarios en las plantas, en los que se incluyen los flavonoles,

flavanoles y antocianinas (Adams, 2006; Marinova y cols., 2005).

Exocarpio

Cuticula
Mesocarpio—

—Pulpa

Semilla

Endocarpio

Figura 1. Partes principales de la uva (Modificado de Conde y cols., 2007)

Fenoles y Flavonoides

Los compuestos fendlicos forman parte del metabolismo secundario de las

plantas, son encontrados ampliamente distribuidos en el epicarpio, semillas,
4



hojas y tallos de las uvas. Se ha reportado que en semillas y en epicarpio el
contenido de fenoles es alrededor de 2178.8 y 374.6 mg/g EAG (equivalentes

de &cido galico) respectivamente (Xia y cols., 2010).

Los compuestos fendlicos son solubles en agua y son sintetizados en su
mayoria en el cloroplasto o citoplasma de la célula, y posteriormente son
glicosilados y transportados a las vacuolas en donde son almacenados
(Solovchenko y Merzlyak, 2008; Xia y cols., 2010). Se forman gracias a la
activacion de la ruta del shikimato, en donde la condensaciéon de dos productos
como la eritrosa 4-fosfato y el fosfo-enol-piruvato conducen a la formacion de
fenilalanina. Posteriormente, la sintesis de fenoles empieza gracias a la accion
de la enzima fenilalanina amonio liasa (PAL) que es inducida por la luz o por
situaciones de estrés (Adams, 2006; Conde y cols., 2007; Taiz y Zeiger, 2002).
Se han hecho diversas investigaciones respecto a la activacion de PAL en las
plantas, siendo una forma de responder ante un atague o estrés como falta de
agua, infecciones, radiaciones UV, frio, microorganismos, etc., (Aziz y cols.,
2007; Aziz y cols., 2004; Downey y cols., 2006; Guo y cols., 2008; Jaakola y
cols., 2004; Leguizamon y cols., 2008; Mori y cols., 2005; Ochoa 2007).

Cuando la sintesis de fenoles inicia, diversos grupos hidroxilo y otros
sustituyentes empiezan a adicionarse a la molécula, promoviendo la formacion
de compuestos no-flavonoides, taninos o la activacion de la ruta de los
fenilpropanoides (Adams, 2006) . En el grupo de los no-flavonoides, se incluyen
desde fenoles simples como los derivados de &cidos hidroxibenzoicos,
hidroxicinamatos, y fenoles complejos, como los estilbenos. Uno de los acidos
hidroxibenzoicos principales es el gélico, mientras que de los hidroxicinamatos
(encontrados comunmente en el epicarpio y mesocarpio de la uva) los mas
comunes son los acidos caftarico, coutarico y fertarico. Mientras que en el grupo
de los estilbenos, el compuesto mas comun es el resveratrol, el cual se acumula
mayormente cuando existe alguna infeccion en la uva (Balik y cols., 2008). Por

5



tal motivo existe poca informacion acerca de la presencia de estilbenos en
frutos de plantas sanas que de aquellas que han sido infectadas (Ali y
Strommer, 2003).

En cuanto a los compuestos fendlicos mas abundantes, son los flavonoides,
los cuales se derivan de la ruta de los fenilpropanoides. Estan formados por dos
anillos bencénicos (A y B) unidos por un puente de 3 carbonos y que estan
ciclados por un oxigeno (Figura 2). Son localizados en las capas hipodermales
del epicarpio de la uva, asi como también en el parénquima de la semilla.
Comunmente se dividen en tres clases, los flavanoles, flavonoles vy
antocianinas, siendo los flavanoles los mas abundantes en las uvas, seguidos
de las antocianinas y en menor cantidad los flavonoles (Adams, 2006; Taiz y
Zeiger, 2002).

Los flavanoles se encuentran de manera condensada en polimeros de
flavan-3-ol, integrados de varias subunidades de catequinas, epicatequinas y
epigalocatequinas dando a la formacion de taninos condensados o
proantocianidinas (Adams, 2006; Downey y cols., 2006). En relacion a los
flavonoles presentes en uvas, los mas abundantes son el kaempferol,
guercetina, mirecitina e isoramnetina en forma de glucdsidos, galactosidos y
glucurénidos. Estos compuestos son altamente dependientes de la luz, siendo
excelentes indicadores cuando hay exposiciones al sol de los racimos (Conde y
cols., 2007; Downey Yy cols., 2006) Asi mismo tienen relacion en el incremento
de color al relacionarse en la estabilizacién de las antocianinas a traves de la

copigmentacion (Rein, 2005).
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Figura 2. Estructura general de los flavonoides, proveniente de los productos
de la ruta del acido shikimico y el acido malénico. La numeracién es de
acuerdo a la posicion de los sustituyentes de cada flavonoide (Modificado de
Taiz y Zeiger, 2002).

Antocianinas

Las antocianinas son compuestos fendlicos que pertenecen a la familia de
los flavonoides y forman parte del metabolismo secundario. Estos compuestos
son sintetizados en el citoplasma pero almacenados y concentrados en las
vacuolas a nivel subcelular de las 3 60 4 primeras capas del epicarpio (Combe,
1992; Leguizamon y cols., 2005). Son acumuladas en vesiculas esféricas
conocidas como antocianoplastos o inclusiones vacuolares las cuales se
encuentran unidas a las proteinas de membrana. Estas inclusiones antocianicas
vacuolares se ha observado tienen selectividad por las antocianinas aciladas
(Zhang y cols., 2004).



Las antocianinas poseen una estructura basada en una molécula del ion
flavilium, que comunmente tiene por nombre antocianidina, debido a la ausencia
de un azlcar. Las moléculas de antocianinas estan compuestas por dos anillos
aromaticos (A y B) unidos por una cadena de 3 carbonos ciclada en un
heterociclo oxigenado (Figura 2). En el carbono 3 (o en algunos casos en el
carbono 5) las antocianinas se encuentran unidas a un azucar por medio de un
enlace a- y B-glucosidos, principalmente en Vitis vinifera L. (De Pascual-Teresa
y Sanchez-Ballesta, 2008). Puede estar unida a monosacaridos (glucosa,
galactosa, ramnosa), o un disacéarido (gentibiosa, rutinosa y soforosa). También
se ha observado que pueden estar acetiladas con acidos fendlicos, p-cumarico,
caféicos y ferdlicos, uniéndose a la antocianina por medio de hidroxilos de los
azucares. La union de la molécula de antocianidina con el azlcar le confiere
estabilidad y solubilidad convirtiendose en una antocianina estable, brindando
asi colores caracteristicos a los frutos o flores. (Kong y cols., 2003; Leguizamoén
y cols., 2005).

Se han identificado 6 antocianinas principales en las plantas superiores,
pelargonidina (Pg), cianidina (Cy), peonidina (Pn), delfinidina (Df), petunidina
(Pt) y malvidina (Mv), pero debido a la ausencia de la enzima dihidroflavonol 4-
reductasa en Vitis vinifera L. solo se presentan 5 antocianinas principales, la
proporcion que comunmente se encuentran es: 7% de Pt, 7% de Mv, 12% de
Pn, 12% de Df y 50% de Cy, siendo esta Ultima la precursora de las otras
antocianinas (Leguizamén y cols., 2005). Cada una de ellas difieren en el grado
de hidroxilacion y grupos metoxilo que se encuentren unidos a la molécula
(Pomar y cols., 2005). La proporcién y distribucion de cada una de las

antocianinas es dependiente del tipo de cultivar (Pomar y cols., 2005).

La sintesis de antocianinas se lleva a cabo en el citoplasma de la célula en
donde se requiere la activacion de la expresion de varios genes que codifican
enzimas para que se lleve a cabo. Boss y cols. (1996), mostraron que la
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acumulacion de las antocianinas, en frutos de vid, es incrementada a las 16
semanas después de la floracion (en cv. ‘Shiraz’). Los precursores son p-
coumaril-CoA y malonil-CoA originados de la ruta de los fenilpropanoides y
acetato. Estos precursores provienen de la activacion de la enzima PAL,
inducida por estrés, que es clave para convertir la fenilalanina en p-coumaril-
CoA (Figura 3). Posteriormente, la enzima chalcona sintasa (CHS), inducida por
luz y ataque de patégenos, condensa a malonil CoA y p-cumaril-CoA formando
naringenina-chalcona. Después, la chalcona isomerasa (CHI), cataliza la
isomerizacion de la naringenina chalcona de color amarillo a naringenina de
color mas claro (Andersen y Markham, 2006; Boss y cols., 1996; Holton y
Cornish, 1995).

La naringenina es convertida a dihidroxikaempferol (DHK) por la flavonona
3-hidroxilasa (F3H), catalizando la hidroxilacion del carbono 3 en el anillo C de
naringenina (Holton y Cornish, 1995; Leguizamoén y cols., 2005). El kaemferol
obtenido puede hidroxilarse por la flavonoide 3’ hidroxilasa (F3'H) y producir
dihidroquercetina (DHQ) o con la enzima flavonoide 3'5’-hidroxilasa (F3'5'H),
producira la dihidromirecitina (DHM). Estas enzimas, adicionan grupos hidroxilo
en la posicion 3’ o dos grupos hidroxilos en la posicion 3’y 5’ en el anillo B de la
molécula, orientando la sintesis a la Cy y Df (Castellarin y cols., 2006; Mattivi y
cols., 2006). Posteriormente para convertir a los dihidroflavonoles (DHK, DHQ y
DHM) a antocianidinas, se requiere la accion de dos enzimas importantes: La
leucoantocianidina oxidasa (LDOX) y la dihidroflavonol 4-reductasa (DFR).
Estas enzimas se expresaran a las 4 semanas después de la floracion (Boss y
cols., 1996), ellas oxidaran y reduciran a la molécula, respectivamente (Holton y
Cornish, 1995).



L-Fenilalanina Acetil-CoA

~~~~~~~~~~ PAL

S P
4-Coumaroil-CoA == 3-Malonil-CoA

1 CHS

Naringenina chalcona
| cw
Naringenina

1 F3H

DHK
F3'H | | F3'5H

DHQ DHM

| «<— R — |

Leucoantocianidinas

LDOX B,

Antocianina
Figura 3. Ruta general de las antocianinas (Modificado de Boss y cols., 1996)



Por ultimo, se producira la glucosilacion de la antocianidina catalizada por la
enzima UDP glucosa-flavonoide glucosil transferasa (UFGT), proporcionando
estabilidad y color a la molécula ante ataques nucleofilicos y a la degradacion
enzimatica. En la vid, la UFGT se sintetiza en el envero y es regulada por el gen
VVMybA en el transporte de flujo de flavonoides intermedios, F3'H y F3',5'H. La
glucosilacion solo se presenta en bayas coloreadas, ya que en el genoma de
uvas blancas no se encuentra el gen de la enzima UFGT (Jeong y cols., 2004),

al igual que en la pulpa y en semillas de las bayas (Braidot y cols., 2008).

Conforme las bayas van madurando, se presentan metilaciones en los
hidroxilos en el anillo B de la molécula. La 3’-O-metil transferasa (3'-OMT) se
encarga de convertir a Cy en Pn y la 3'5-O-metil transferasa (3'5-OMT)
transforma a la a Df en Pt y Mv (Pomar y cols., 2005) (Figura 4). Singh Brar y
cols. (2008) reportaron que Cy 3-glucésido es incrementada en etapas
tempranas de maduracion en el cv. ‘Crimson Seedless’. De igual forma, se
prosigue con acetilaciones en las posiciones donde estan glucosiladas (Boss y
cols., 1996; Leguizamén y cols., 2005). Las antocianinas difieren en su
conformacion debido a los sustituyentes 3’ y 5' en el anillo B en la molécula,
observandose también diferencias en la coloracion que desarrollan y en la

capacidad antioxidante que presentan.

Las antocianinas pueden llegar a ser potentes antioxidantes debido a su
estructura. Tienen un alto poder reductor al prevenir o detoxificar procesos que
generan radicales libres y muerte celular, por lo que estan consideradas como
protectoras de las plantas de dafios producidos por especies reactivas de
oxigeno (Bell y Gochenaur, 2006; Kuskoski y cols., 2004; Yilmaz y Toledo,
2004).
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Figura 4. Ruta biosintética de las antocianinas individuales. Lineas punteadas indican
simplificacion de la ruta (Modificado de Boss y cols. 1996 citado por Shiraishi y cols.,
2007).

Mecanismos de Accion de los Antioxidantes Fendlicos

Uno de los principales atributos que confieren los compuestos fendlicos es
gue tienen la capacidad de actuar como antioxidantes debido a la forma de su
estructura. Un antioxidante (AH) es definido como cualquier sustancia que a
bajas concentraciones puede prevenir la autooxidacion o la oxidacion de
radicales libres (R’), generando radicales estables (A") intramolecularmente a
travées de puentes de hidrégeno en las oxidaciones posteriores (Gutteridge,
1994 citado por Apak y cols., 2007; Rice-Evans y cols., 1996).

AH + R" > A" + RH
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La actividad antioxidante para los flavonoides se puede llevar a cabo por
varias vias como: secuestrar radicales libres o especies reactivas de oxigeno
(ROS) del tipo "OH, O,", 'O,y el secuestro de radicales lipidicos peroxidados
como R’, RO’, y ROQO'. Este secuestro de radicales se efectla por medio de
transferencia de atomos de hidrégeno en la molécula asi como la donacién de
electrones (Apak y cols., 2007). Los flavonoides también pueden capturar o
atrapar a los radicales libres para asi desplazarlos a través de la estructura
aromatica (Kuskoski y cols., 2004). Del mismo modo, los flavonoides actuan
sobre la transicion de metales, previniéndola a través de la quelacién (Apak y
cols., 2007).

Las antocianinas son consideradas buenos agentes antioxidantes por su
estructura. Estos compuestos pueden donar hidrogenos a los radicales libres ya
gue poseen hidroxilos en las posiciones 3’y 4’ en el anillo B disponibles para
estabilizar radicales desplazando al electron del radical formado. También los
hidroxilos en la posicion 5 y 7 del anillo A pueden contribuir a la actividad
antioxidante, pero en menor medida (Figura 3) (Kuskoski y cols., 2004; Rice-
Evans y cols., 1996). No obstante, la actividad antioxidante disminuye cuando la
molécula de la antocianidina (forma agliconada de la antocianina) posee
sustituyentes glucosilados, especificamente en el carbono 3 (De Lima y cols.,
2007; Kuskoski y cols., 2004; Rice-Evans y cols., 1996).

Por otra parte, la conformacion individual de cada antocianina, juega un rol
importante en la actividad antioxidante. La posicion y niamero de hidroxilaciones
y metilaciones en el anillo B influird en la actividad antioxidante (Kéhkdnen y
Heinonen, 2003). Conforme aumentan los sustituyentes metoxilados en el anillo
B de la antocianina, la actividad antioxidante se puede mostrar disminuida
(Tabla 1) (De Limay cols., 2007;Romero y cols., 2008).
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Tabla 1. Relacion estructura-actividad antioxidante de 4 antocianinas y
antocianidinas (Rice-Evans y cols., 1996; Romero y cols., 2008).

Antocianina R1 R2 (-;EC';S) (325.2%(;)
Cianidina OH -- 4.4 1.89
Peonidina OCHj3; -- 2.2 1.73
Delfinidina OH OH 4.44 6.99
Malvidina OCH3 OCH3 1.8 1.37

Funcion de las Antocianinas

Las antocianinas presentan diferentes funciones fitoprotectoras en las
plantas, ya que por ser parte del metabolismo secundario, juegan un papel
importante en la defensa ante alguna situacion de estrés (Gould y cols., 2009).
Una de sus funciones principales es que son las responsables de impartir
coloraciones a las plantas (Tanaka y cols., 2008). Debido a que aportan colores
llamativos, sirven para atraer a insectos para la polinizacion y dispersion de las
semillas (Kong y cols., 2003).

Otra de las funciones de proteccion que imparten las antocianinas, es que
funcionan como antioxidantes ante situaciones que generen radicales libres en
la planta. Esta generacion de radicales o de especies reactivas de oxigeno
(ROS) puede ser debida a los periodos fuertes o largos de luz solar en las
plantas y a temperaturas extremas (Delgado-Vargas y Paredes-Lopez, 2003;
Peng y cols., 2003). Zeng y cols. (2010) encontraron que extractos de

antocianina procedente de la papa morada, tuvieron la capacidad de secuestrar
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los radicales libres (ROS) formados por excesos de temperatura elevada en
hojas de Arabidopsis. Es por esto que las antocianinas funcionan como
fotoprotectores y evitan la fotooxidacién, protegiendo a las hojas senescentes 0
también fungen como barrera protectora de los cloroplastos jévenes y que son
vulnerables a la luz (Gould y cols., 2009; Zeng y cols., 2010). Asi mismo
reducen la fotoinhibicién en las plantas, debido a que las antocianinas y la
clorofila b absorben en la misma region entre 520-530 nm. De igual forma las
antocianinas pueden proteger a las membranas vacuolares de las temperaturas

bajas (Delgado-Vargas y Paredes-Lopez, 2003).

Por otro parte, la evaluacién del efecto antimicrobiano de extractos
antocianicos, ha demostrado su capacidad antimicrobiana. Se han hecho
estudios  microbiolégicos  probando  extractos  antocianicos  como
antimicrobianos. Burdulis y cols. (2009) probaron extractos de arandanos contra
el crecimiento de Citrobacter freundii y Enterobacter faecalis, bacterias Gram (-)
y (+), respectivamente. Estas bacterias mostraron ser sensibles al inhibir su
crecimiento en presencia de extractos de epicarpio o de bayas de arandanos.

Debido que en la actualidad se buscan alternativas mas naturales en cuanto
al consumo de alimentos, los extractos de antocianinas estan siendo empleados
como colorantes naturales. Anteriormente se habian utilizado en la industria de
bebidas, pero en la actualidad, se estdn empleando como colorantes en la
confiteria, en los lacteos, helados, productos farmacéuticos, cosméticos, etc.
Solo los extractos de antocianinas provenientes de uvas, estan aprobados por
el departamento de drogas y alimentos de los Estados Unidos (FDA).
Ultimamente se ha tratado de sustituir el colorante sintético rojo No. 40, ya que
se ha relacionado con modificaciones en la hiperactividad de nifilos de edad
escolar (Garzén, 2008). Se ha propuesto que los extractos de antocianinas
podrian reemplazar al colorante sintético No. 40 (Delgado-Vargas y Paredes-
Lépez, 2003).
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Contribucion a la Salud Humana

En los ultimos afos, el consumo de las uvas de mesa (Vitis vinifera L.) ha
aumentado considerablemente debido a que son ricas en compuestos fendlicos
asi como flavonoides y antocianinas (Balik y cols., 2008). La ingesta de frutos
como las berries (uvas de mesa, fresas, frambuesas, moras, arandano, entre
otros) pueden aportar beneficios a la salud ya que se ha observado que ejercen
actividad antioxidante en el organismo al actuar como secuestradores de

radicales libres (Kris-Etherton y cols., 2004).

Karakaya y cols. (2001) reportaron un valor de capacidad antioxidante
expresado como TEAC para uvas rojas de 6.84 mM, siendo unos de los
alimentos con mayor actividad antioxidante, comparando con otros frutos que
muestran valores mas bajos. Cada tejido de la uva posee capacidad
antioxidante diferente. Xia y cols. (2010) presentaron un trabajo en el que citan
valores TEAC de los tres tejidos principales de la uva, los cuales son semilla,
pulpa y epicarpio, siendo el mayor en semilla, seguido del epicarpio y por ultimo
de la pulpa. Debido a que en el epicarpio de las uvas se encuentran una gran
variedad de flavonoides, entre ellas las antocianinas, se ha puesto mayor

interés en los beneficios del consumo de estos frutos.

Se ha reportado que las antocianinas juegan un papel importante en la
salud, ya que aparte de contribuir a las coloraciones de los frutos, podrian
aportar efectos benéficos a la salud. Anteriormente se habia considerado que
las antocianinas no eran absorbidas en humanos en su forma glucosilada. Sin
embargo, Cao y cols. (2001) demostraron lo contrario al encontrar la presencia
de estos compuestos en plasma y en orina en mujeres de edad avanzada a las
cuales se les incluy6 extractos de berries en su alimentacion. Actualmente se
ha visto que las antocianinas son absorbidas en el estbmago y en el intestino

delgado (He y Giusti, 2010). Algunos de los efectos positivos al organismo que
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conlleva el consumo de estos frutos son que actian como antiinflamatorios,
antidiabéticos, anti-virales y antitumorales, previniendo de algunas
enfermedades como cardiovasculares y neuroldgicas (Bell y Gochenaur, 2006;
Kris-Etherton y cols., 2004; Lee y cols., 2009; Tourifio Eirin, 2009; Zern y cols.,
2003).

Contribucion a la Coloracion en Frutos

Las antocianinas son las responsables de impartir coloraciones naranjas,
rojas, moradas y azules a diversos frutos, flores, hojas y semillas (Tanaka y
cols., 2008). En las uvas, las antocianinas son localizadas en uvas solo en
cultivares de color o pigmentados, aportando colores desde el rosado al azul
violeta. La sintesis de estos pigmentos regularmente comienza cuando la baya
se va desarrollando, disminuyendo sus niveles de clorofila, etapa conocida

como envero (Callejas, 2005).

La evolucion de la coloracion en las uvas va cambiando en conjunto con el
crecimiento de la baya, el cual se divide en tres fases. En la primera fase
comienza con division y elongacion celular, alrededor de 7 semanas despueés
de la floracion (Boss y cols., 1996), en donde el contenido de clorofila y &cidos
orgéanicos (tartarico y malico) son muy altos. Posteriormente en la segunda fase,
el crecimiento disminuye, y el contenido de clorofila en las bayas empieza a
reducirse y a tener cambios en el color al dar inicio a la sintesis de antocianinas.
Asi mismo empieza el ablandamiento del tejido, sintesis de azuUcares y
disminucion de la acidez (Wheeler, 2006). La transicion de la fase 2 a la 3 es
conocida como la etapa de envero, en donde el 10 % de las bayas empiezan a
presentar color. La inducciébn de enzimas involucradas en la sintesis de
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antocianinas como UFGT, estimulan la coloracién. Por ultimo, las células
vuelven a elongarse, aumentando su tamafio, continda con la disminucion de
acidez e incrementa la acumulacién de azlcares y antocianinas, dando inicio a
la maduracién (Boss y cols., 1996; Callejas, 2005; Combe, 1992).

En los frutos como uvas blancas, van tomando un color amarillo verdoso,
mientras que en las variedades de uvas rojas, el color se torna rosado a azul
violeta, segun el tipo y la antocianina predominante (Fournand y cols., 2006;
Singh Brar y cols., 2008). Dependiendo de la cantidad de grupos metoxilados o
hidroxilados en el anillo B de la molécula de antocianina, seran las coloraciones
que brindaran al fruto. De tal forma que si hay mayor nimero de antocianinas
con sustituyentes hidroxilados, el color tiende ser azulado, pero si hay un mayor
namero de antocianinas con sustituyentes metoxilados, las coloraciones

presentaran tonos rojizos (Delgado-Vargas y Paredes-L6pez, 2003).

El color de la Cy, tiende a ser rojo tenue, y al transformarse en Df, ocurrira
un cambio en el color, de rojo a morado/azul (Castellarin y cols., 2006; Delgado-
Vargas y Paredes-Lopez, 2003). Singh Bar y cols. (2008) encontraron que la
coloracién total de uvas cv. ‘Crimson Seedless’ esta relacionada con la
concentracion relativa de Cy 3-glucésido y de Mv 3-glucésido que se encuentra
almacenada en el epicarpio. Por otra parte, Fournand y cols. (2006) observaron
gue en el cv. ‘Shiraz’ la Pn y Mv aumentaban conforme empezaba la
acumulaciéon de azucares en la pulpa (aumento de sélidos solubles), cuando la
baya empezaba a madurar. También observaron que la Df, Cy y Pt aumentaban
antes que Pn y Mv alcanzaran sus niveles mas altos, ya que la actividad de las
enzimas 3'-OMT y 3'5-OMT aument6 conforme empezaban a madurar. Es por
eso que la proporcion predominante de las antocianinas que se encuentren
almacenadas en las vacuolas del epicarpio de las uvas dependera de su estado

de madurez (Fournand y cols., 2006).
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Otro punto importante de acuerdo a la coloracién caracteristica de la uva es
gue dependiendo de la variedad, habra una tendencia mayor en la sintesis de
ciertos grupos de antocianinas, por consiguiente, diferente coloracion (Carrefio
y cols., 1997; Tanaka y cols., 2008). En el cv. ‘Monastrell’ la antocianina
predominante es Mv 3-glucdésido, seguida de Pn y Pt, todas ellas metoxiladas,
presentando coloraciones azuladas oscuras. Mientras que en la variedad
‘Flame Seedless’, la antocianina predominante es Cy 3-glucésido, mostrando
coloraciones rojas mas tenues (Fernandez-Lépez y cols., 1998). Sin embargo,
los factores clave que tienen influencia en la sintesis y proporcion de las
antocianinas, estan dados por los factores ambientales como el tipo de suelo,
clima, practicas culturales, fertilizacion, exposicion al sol y riego (Arozarena y
cols., 2002; Castellarin y cols., 2006; Esteban y cols., 2001). Leguizamon (2006)
mencionan que la sintesis de Df, Pt y Mv puede disminuir en uvas expuestas

con poca luz, mientras que la sintesis de Cy y Pn podria aumentar.

La variabilidad de color de las antocianinas también puede verse
influenciada por los acidos aromaticos esterificados unidos a la molécula y el pH
vacuolar de la célula en la que se encuentren almacenadas (De Pascual-Teresa
y Sanchez-Ballesta, 2008; Tanaka y cols., 2008). Existen 4 formas principales
en que las antocianinas estan en equilibrio dependiendo del pH: el catién
flavilium (pH 1-3) de color rojo, base carbinol (pH 4-7) sin color, base chalcona
(pH 7-8) amarillo y base quinonoidal (pH 6-8) azul (Gould y cols., 2009). La
variabilidad de color en relacion a la unidon de las antocianinas con otras
moléculas, se sabe que pueden generar compuestos con colores mas intensos.
Este fendmeno tiene por nombre copigmentacion, el cual puede ser influenciado
por otros flavonoides como flavonas y flavonoles, los cuales se unen a las

antocianinas para estabilizarlas.
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Color en Uvas de Mesa (Vitis vinifera L.)

La coloracion es uno de los atributos mas importantes que destacan a un
fruto, ya que es un factor significativo de calidad que el consumidor observa a
primera vista. En frutos como las uvas de mesa (Vitis vinifera L.) la coloracion
es aportada principalmente por las antocianinas. En regiones con climas muy
calientes provocan que el desarrollo de color en las uvas (Vitis vinifera L.) no se
logre satisfactoriamente. En Sonora, donde mas del 50% de la produccion de
uva de mesa es exportada mundialmente (AALPUM), el clima suele no ser el
adecuado para obtener buenos rendimientos en la coloracion del fruto. En
ocasiones, la coloracion puede no ser la adecuada para su comercializacion,
provocando que existan pérdidas econOmicas al no alcanzar los estandares de

calidad.

Las condiciones ambientales, el tipo de suelo, préacticas culturales, la luz y
entre otros factores que se presentan durante su desarrollo, juegan un papel
importante en la coloracion final del fruto. Es por eso que se emplean técnicas
agricolas o se utilizan productos quimicos para mejorar la coloracion en estos

frutos y hacerlos més atractivos al consumidor.

Temperatura

Factores como la temperatura influyen en la sintesis de antocianinas
durante el desarrollo de la uva (Leguizamon y cols., 2008), afectandose la
sintesis de flavonoides como quercetina y flavonoles (Downey y cols., 2006).

Leguizamon y cols. (2008) observaron que los racimos adquirian buenas
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coloraciones a pesar de las altas temperaturas diurnas, ya que las temperaturas
nocturnas eran mas bajas. Mori y cols. (2005) sefialan que cuando las
temperaturas nocturnas son arriba de 30 C durante el envero, la coloracion
sera inferior, disminuyendo el contenido de antocianinas. Esto se debe a que
las enzimas involucradas en la sintesis de antocianinas son inactivadas a
temperaturas mayores de 30 °C, tal es el caso de UFGT, la cual se ve afectada
a esas temperaturas (Mori y cols., 2005). En cambio en uvas ‘Kyoho’ cultivadas
bajo temperaturas alrededor de 25 °C durante el dia y por la noche alrededor de
15 °C, presentaron coloraciones mayores asi como un mayor contenido de
antocianinas (Mori y cols., 2005). Por lo tanto, las temperaturas elevadas
diurnas y nocturnas inhiben algunas enzimas relacionadas con la sintesis de
antocianinas.

Por otra parte, las antocianinas ya formadas pueden verse afectadas por los
excesos de temperatura, provocando una hidrolisis de la glucosa en el carbono
3, haciendo a la molécula inestable y facil de degradar. Ademas, durante el
crecimiento de las bayas, las elevadas temperaturas pueden provocar estrés
oxidativo en la planta, incrementando los niveles de H,O; a nivel celular. Esto
ocasiona que aumente la actividad de algunas enzimas como peroxidasas
(presentes en las vacuolas) las cuales pueden ocasionar una degradacion de

las antocianinas presentes (Mori y cols., 2007).

Luminosidad

La luminosidad es otro de los factores abidticos que intervienen en la
sintesis de antocianinas, ya que ejerce un papel importante en la formacion de

color. Por tal motivo, en el cultivo de uva de mesa se emplean técnicas como
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defoliacion para incrementar la incidencia de luz en las variedades de uva roja 'y
aumentar su coloracién (Callejas, 2005). De esa forma, la luz provocara que se

lleven a cabo la activacion de las rutas del metabolismo secundario.

Las antocianinas ejercen cierta proteccion contra los rayos UV provocados
por el sol, al igual que otros flavonoides y é&cidos fendlicos (Jaakola y cols.,
2004), por lo que es necesaria la exposicion de los racimos a la luz para que se
lleve a cabo una sintesis mayor de antocianinas. Spayd y cols. (2002)
obtuvieron un incremento en las concentraciones de glucdsidos con
sustituyentes en el carbono 3 de algunos flavonoides como quercetina,

kaempferol y mirectina, en racimos expuestos a la luz solar.

Inductores de Color en Frutos

Actualmente se conocen algunas técnicas que son utilizadas para mejorar
la coloracién en uvas de mesa, como el sombreado (controlando la intensidad
luminica), aplicacion de hormonas, nutrientes o productos quimicos, irrigaciones
especiales, entre otros (El-Kereamy y cols., 2003; Esteban y cols., 2001;
Human y Bindon, 2008; Leguizamén y cols., 2008; Peppi y cols., 2006). Todas
esas técnicas tienen un efecto significativo en la biosintesis de las antocianinas,
la cual empieza en la etapa del envero, por consiguiente, es importante

aplicarlas en el momento adecuado.

La temperatura en conjunto con la radiacion solar o intensidad luminica son
factores fundamentales para el desarrollo del color en la uva, ya que intervienen
con la activad de algunas enzimas en la biosintesis de antocianinas. Cuando

esos factores ocasionan una disminucion en la coloracion, o simplemente no
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son suficientes para obtener un color deseado, se utilizan otros medios que lo
incrementen. Se han empleado otras formas para retribuir ese problema, como
la aplicacion de compuestos que mejoren diversos atributos del fruto, como es

el color.

El uso de productos liberadores de etileno ha sido muy utilizado
actualmente por la agricultura, ya que inducen el color y estimulan la sintesis de
antocianinas en uvas (El-Kereamy y cols., 2003). Ademés, se han hecho
investigaciones en las que se ha empleado otras hormonas vegetales (como el
acido abscisico) para mejorar la coloracién, mostrandose efectos positivos
(Peppi y cols., 2006).

Hormonas Vegetales

Existen diferentes hormonas que se sintetizan en cada una de las etapas de
crecimiento del fruto, interviniendo en su maduracion. Tal es el caso del etileno,
hormona presente en las Ultimas etapas del desarrollo del fruto, el cual esta
relacionado comunmente con la maduracion. El etileno es una molécula volatil
estimulada cuando el fruto comienza a madurar, siendo los frutos climatéricos
los que presentan un aumento elevado de esta hormona. En cambio en los
frutos no climatéricos, tienen una tasa baja de respiracion de COy/etileno y no
sufren cambios considerables si son expuestos al etileno (Osborne y McManus,
2005; Salisbury y Ross, 1994).

El uso de técnicas para inducir o aumentar la maduracion empleando
hormonas, se ha vuelto mas recurrente para mejorar el rendimiento de los

cultivos en frutas y hortalizas. Debido a las observaciones generadas respecto a

23



la relacion que existe en la maduracion de la uva con el etileno exégeno, se ha

puesto una atencion especial en su estudio.

Se ha encontrado que aplicar etileno exdégeno, puede promover la
maduracién comercial en uvas de mesa 0 en otros casos, inhibirla; esto
depende de la etapa de desarrollo en la que se encuentre la uva. Por ejemplo si
es aplicado al finalizar la segunda fase de crecimiento, se promovera la
acumulacion de sdlidos solubles totales en la etapa del envero (Callejas, 2005).
Trabajos realizados durante el envero, demostraron un aumento en la
produccion de etileno en uvas de mesa, al monitorear la actividad in vivo de la
enzima l-aminociclopropano-1-acido carboxilico oxidasa (ACC oxidasa)
(Chervin y cols., 2004). Asi mismo, encontraron una coincidencia entre el
tiempo de incremento de la sintesis de etileno con la actividad de la enzima.
Debido a esto, puede haber una asociacién en la maduracion de frutos no

climatéricos a las respuestas de etileno (Chervin y cols., 2004).

Al igual que el etileno, se ha empleado el uso de otras hormonas que
puedan incrementar el color en los frutos, tal es el caso del acido abscisico
(ABA), que es una hormona vegetal que suele incrementarse al final del
desarrollo del fruto, como el etileno. La aplicacion exdgena de ABA puede
iniciar la maduracion si es aplicado en el envero. Hiratsuka y cols. (2001)
observaron que al actuar en conjunto con ramnosa, actlan sinérgicamente,
aumentando la sintesis de antocianinas. También observaron un aumento en la
actividad de chalcona flavonona isomerasa. Por otra parte, el ABA puede llegar
a producir ROS a nivel vacuolar, como peréxido de hidrogeno (H,O;) vy
superoxido (O,7) aumentando el metabolismo secundario de la planta,
generando asi una acumulacion de antocianinas (Taiz y Zeiger, 2002). Cantin y
cols. (2007) aplicaron ABA a cv. ‘Crimson Seedless’, y observaron una
maduracion mas rapida del fruto, en comparacién con las uvas tratadas con
Ethephon (compuesto liberador de etileno). En ese mismo estudio, las uvas

24



tratadas con ABA en etapas avanzadas de la maduracion, incrementaron las
coloraciones, ademas, redujeron el encafecimiento del raquis durante el

almacenamiento.

Otro tratamiento utilizado es con metil jasmonato (MeJA), en donde se ha
observado que pueden llegar a inducir respuesta de defensa en las plantas.
Belhadj y cols. (2008) encontraron que al aplicar metil jasmonato en
combinacion con un azlcar a cultivos celulares de uvas, incrementa la
expresion de los genes de estilbeno sintasa, PAL, CHS y UFGT. Tomando en
cuenta lo anterior, se observa que existe un efecto sinérgico de MeJA en

combinacion con un azucar al igual que ABA.

Productos Quimicos

El uso de liberadores de etileno como el acido 2-cloroetilfosfonico (2-CEPA)
o comercialmente conocido como Ethrel® o etefén, incrementa la acumulacién
de antocianinas totales en la cuticula de las bayas con el consecuente aumento
del color. El-Kereamy y cols. (2003), observaron que las aplicaciones de etileno
en el envero incrementan la acumulacién de los transcriptos de chalcona
sintasa (CHS) y flavonoide 3’ hidroxilasa (F3'H). Al elevarse la activacion de los
genes que codifican a CHS y F3'H, aumenta la biosintesis de las antocianinas.
Human y Bindon (2008) aplicaron etefon en cv. ‘Crimson Seedless’ y obtuvieron
gue las proporciones de 3-monoglucésidos de antocianinas incrementaban

considerablemente, en donde Pn 3-glucésido fue la mas relevante.

Sin embargo, el uso de etileno a veces suele ser no tan efectivo, ya que
podria presentar efectos no deseados. Por ejemplo el desgrane o abscision de

las bayas de los racimos y una senescencia acelerada de los tejidos que puede
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generar un colapso prematuro de los racimos al momento de almacenarse
(Callejas, 2005). En cuanto a la importancia de saber acerca de la percepcion
de etileno en las bayas, Chervin y cols. (2004) utilizaron un inhibidor de los
receptores de etileno (1-MCP) a diferentes tiempos en los que era esperada la
salida del pico de etileno. El resultado fue que las bayas presentaron un atraso
en el incremento de su tamafio, por lo que condujo a que el etileno podria tener

un papel importante en el alargamiento celular.

Por otra parte, debido a que ultimamente las condiciones climéticas no son
favorables para el crecimiento y desarrollo de un fruto, se ha visto la necesidad
de emplear diversas técnicas para su mejoramiento en el rendimiento de los
cultivos. Pero a veces no son totalmente suficientes y se ha optado por buscar

nuevas opciones que sean redituables y que no afecten al medio ambiente.

Oligogalacturénidos

Experimentalmente se ha empezado a utilizar compuestos que actlan
como inductores para mejorar el rendimiento y la calidad en diversos frutos o
vegetales (Garcia Sahagun y cols.,, 2009). Tal es el caso de los
oligogalacturénidos (OGA'’s), los cuales son oligosacarinas que tienen una

actividad bioldgica en las plantas actuando como moléculas sefalizadoras.

Los OGA'’s son compuestos por unidades de D-acido galacturénico, unidos
con enlaces a-1-4 que regulan el crecimiento, exhibiendo efectos en procesos
de desarrollo y defensa de las plantas (Spiro y cols., 1993). Los OGA’s
provienen de la degradacién de paredes celulares de plantas o del acido
poligalacturonico que ha sido tratado con enzimas hidroliticas (pectinasas) o por

hidrélisis acida. Se ha observado que estos compuestos tienen la caracteristica
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de actuar como elicitores, ya que inducen una respuesta de defensa en las
plantas (Darvill y cols., 1992; Spiro y cols., 1993). Tomando en cuenta su
actividad biologica, se muestra que tienen un efecto similar a una hormona, ya
gue se ha visto que inhiben la elongacién del tallo (como se ha observado en

las auxinas) y el estimulo para la floracién (Marfa y cols., 1991).

Algunos estudios han revelado que hay una fuerte relacibn en la
maduracion de frutos con la aplicacion exdégena de OGA’s. Los OGA’s han
mostrado fungir como elicitores en la produccion de etileno en calabaza
zucchinni (Cucurbita pepo L.) incrementando su respiracion (Balandran-
Quintana y cols., 2002) y en discos de tomate (Campbell y Labavitch, 1991),
cambiando su coloracion. Esto sugiere que los OGA’'s podrian estar
relacionados con el proceso de maduracion (Ridley y cols., 2001). Un estudio
reciente sefiala la capacidad de los OGA’s derivados de acido poligalacturénico
en inducir el color en uvas de mesa rojas (Ochoa, 2008), ademéas de que
pueden tener un efecto positivo en el rendimiento y calidad del tomate tipo bola
(Garcia Sahagun y cols., 2009).

Capacidad inductora de Mecanismos de Defensa en Pla  ntas

La aplicacion exégena de una mezcla de OGA’s a una planta, puede inducir
la formacion de especies reactivas de oxigeno (H,O, y O;) induciendo la
expresion de genes relacionados con la defensa de la planta. Posteriormente,
se da inicio a una cascada de rutas bioquimicas alternas para la produccién de
fitoalexinas o metabolitos secundarios, lignina, quitinasas y B1-3 glucanasas
(Aziz y cols., 2004). En cotiledones de frijol, al inducir a las fitoalexinas, la ruta

de los fenilpropanoides se verad favorecida, promoviendo la actividad de
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chalcona sintasa e induciendo asi a la maduracién de los frutos (Simpson y
cols., 1998; Ridley y cols., 2001). También es importante recalcar que segun el
grado de polimerizacion (GP) de los oligogalacturonidos, sera la actividad
biol6gica que tendra sobre la planta. Se ha encontrado que moléculas de 9 a 15
GP han mostrado ser activos al formar complejos multioligémeros con Ca*?,
estabilizando la estructura de los OGA’s (Cabrera y cols., 2008; Ridley y cols.,
2001; Simpson y cols., 1998)

Asi también, se ha reportado que la aplicacién de OGA'’s individuales de 2-6
GP son capaces de inducir la acumulacion de proteinas inhibidoras de
proteasas Y elicitar la produccién de etileno (Balandran-Quintana y cols., 2002;
Cabrera y cols., 2008; Ridley y cols., 2001; Simpson y cols., 1998). Se ha
sugerido que tamafos de rangos definidos en cadenas cortas de OGA's,
podrian inducir la produccion de etileno y la expresién de 1-aminociclopropano-
1-acido carboxilico oxidasa en plantas de tomate. Por lo tanto se ha observado
gue los GP de 4, 5 y 6 pueden mostrar las caracteristicas ya mencionadas

(Simpson y cols., 1998).

Efectos en el Color de la Uva de Mesa

En los cultivares de uva de mesa Flame Seedless, existe una mayor
proporcion de la antocianina cianidina y en menor proporcion de malvidina y
petunidina (Carrefio y cols., 1997). Sin embargo, en el estudio realizado por
Ochoa (2008), se encontraron diferencias al aplicar una mezcla de
oligogalacturénidos de 3 a 20 GP. Se observo que se favorecia la induccion del
color en las bayas y se encontré un incremento en la proporcion de malvidina, la

cual confiere una mayor coloracién rojiza en la uva ya que posee grupos
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metoxilo en su estructura a diferencia de cianidina. No obstante la coloracion
completa de la baya esta dada por 5 antocianinas principales y hasta la fecha
no se sabe la proporcién de cada una de ellas al ser inducidas por la aplicacién
de OGA’s. Asi mismo, se desconoce su aporte a la actividad antioxidante de las
bayas, asi como la contribucion individual a la coloracion total del fruto después

de ser tratadas con oligogalacturonidos.

Se presume que las antocianinas petunidina y delfidina juegan un papel
importante en el aporte del color total. Por tal motivo, el conocer el aporte de
cada una de estas moléculas al color total de las uvas se torna indispensable.
Es necesario evaluar el efecto de la aplicacion de OGA’'s en cuanto a la
cuantificacion del contenido de cada una de las antocianinas, asi como su
coloracion. También determinar el efecto sobre la capacidad antioxidante en las

bayas del cv. ‘Flame Seedless’ después de haber sido tratadas con OGA's.

29



HIPOTESIS

La aplicacion de una mezcla de oligogalacturonidos con un grado de
polimerizacion de 2 a 20, promueve la capacidad antioxidante de uvas de mesa
mediante la acumulacion de antocianinas.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de la aplicacién de los oligogalacturénidos (OGA's) en los
niveles de antocianinas, coloracion y capacidad antioxidante de uva de mesa

cultivar ‘Flame Seedless’.

OBJETIVOS PARTICULARES

v' Evaluar el efecto de la aplicacion de OGA's en la coloracion total de uvas
de mesa cultivar ‘Flame Seedless’.

v Identificar y cuantificar el contenido individual de antocianinas inducidas
en el epicarpio de las uvas tratadas.

v' Evaluar el efecto de los OGA’s sobre la capacidad antioxidante de las

uvas tratadas y la contribucion de las antocianinas a dicha actividad.
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MATERIALES Y METODOS

Material Vegetal

La aplicacion de los tratamientos se llevo a cabo en campo en un vifiedo
comercial ubicado en Pesqueira, Sonora, (latitud 2923'2.35"N; longitud
110%55'59.76"0). Como material vegetal se utilizaro n racimos de uva de mesa
(Vitis vinifera L.) del cultivar ‘Flame Seedless’. Durante el experimental se
registraron las temperaturas del vifiedo mediante un sistema de monitoreo
automatico (registro cada 15 minutos) utilizando la tecnologia Adcon Telemetry,
las cuales se adjuntan a una base de datos de acceso remoto
(www.agrienlace.com). Para la aplicacion de cada tratamiento se seleccionaron
cinco racimos al inicio del envero (06/05/2009). La toma de muestras se llevo a
cabo cada cinco dias después de la primera aplicacion, realizando cuatro
muestreos (dia 0, 5, 10 y 15 respectivamente). Después de cada muestreo, los
racimos se trasladaron al Laboratorio de Fisiologia Vegetal del CIAD para el
analisis de color. Posteriormente se almacenaron a -20 °C para los andlisis de

antocianinas, fenoles totales y capacidad antioxidante total.

Obtencion de la Mezcla de Oligogalacturonidos (OGA’  s)

Para la obtencion de la mezcla de OGA'’s se utilizo la técnica descrita por
Torres (2005), donde a partir de acido poligalacturonico (SIGMA-ALDRICH), se
disolvié en un buffer de acido acético glacial con acetato de sodio ambos a 20
mM a pH 5 y posteriormente se llevd a cabo una hidrélisis enzimética, utilizando
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la enzima Endo-Poligalacturonasa de Aspergillus niger (SIGMA-ALDRICH) a 23
€ durante 15 minutos. Posteriormente se detuvo la reaccion a 121 <,
autoclavando la solucién durante 15 minutos. Al término de esa etapa, la
solucion de OGA's se paso0 a través de un ultrafiltrador, utilizando membranas
Milipore® de tamafios 3kDa, 5kDa y 10kDa, La mezcla de oligogalactorénidos
gue fue separada en las membranas de 5kDa y 10kDa se analiz6 en un
cromatografo de intercambio anidnico con detector de pulsos amperométricos
(HPAEC-PAD) para corroborar la obtencién de la mezcla de oligogalacturénidos
(OGA'’s) con un grado de polimerizacion de 2 a 20. La soluciéon de OGA's fue
liofilizada, empleando un liofilizador marca Virits Sentir Freezemobile 12 SL,

para posteriormente ser utilizada en la preparacion de los tratamientos.

Aplicacion de los Tratamientos

La aplicacion de los tratamientos se llevé a cabo por medio de aspersion
sobre cada uno de los racimos seleccionados al azar durante el inicio del
envero. Se hicieron dos aplicaciones para cada uno de los tratamientos, siendo

alas 0y 24 horas posteriores.

Los tratamientos aplicados constaron de:
- Testigo (agua)

- Ethrel® a 0.5 mg/mL

- Mezcla de OGA’s a 1.5 mg/mL

- Mezcla de OGA’s a 2.0 mg/mL

- Mezcla de OGA’s a 2.5 mg/mL
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Se utilizé Break Thru® al 0.05% como agente tensoactivo en todos los
tratamientos. Los muestreos se realizaron a los dias 0, 5, 10 y 15 después de la

aplicacion de los tratamientos.

Determinacion de Color

La evaluacion de color se llevo a cabo mediante la técnica descrita por
Carrefio y cols. (1995) utilizando un colorimetro Minolta CR-300. Se emplearon
los valores L*, a*, b* para evaluar °Hue y Chroma* y posteriormente se usaron
en la ecuacion de indice de Color para Uvas Rojas (CIRG). En el cual el color
verde-amarillo corresponde a un CIRG <2; el color rosa corresponde de >2 a
<4; el color rojo de 4 a 5; y el color rojo oscuro de 5 a 6. Debido a que se quiso
observar el efecto en el aumento de la coloracion (en valores de indice CIRG)
para cada tratamiento, se graficé el incremento o diferencia en valores CIRG (A
CIRG). ElI A CIRG es la diferencia de los valores del dia inicial (antes de la
aplicacion de los tratamientos) contra los valores del indice CIRG al dia final (15
dias posteriores a la aplicacion). Con esto, se disminuye el error en la

variabilidad de cada planta respecto al estado inicial en el que se encontraban.

CIRG = (180-hue)/(L* + C*)

Incremento en CIRG:

A CIRG = CIRGs - CIRG;

Donde f= 15 dias después de la aplicacion
i = dia del envero (dia 0)
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Cuantificacion de Compuestos Fendlicos y Capacidad Antioxidante

Antocianinas

Para la determinacion de antocianinas se utilizaron las muestras de los dias
0, 5, 10 y 15 para su andlisis. Se utilizé la técnica descrita por Carrefio y cols.
(1997) para la obtencion del extracto, en donde a partir de 1 g de epicarpio de
uva triturada con nitrogeno liquido se adicionaron 10 mL de una solucion de
extraccion que contenia metanol:HClI 1% (Sigma-Aldrich). Las muestras
estuvieron en agitacion por aproximadamente 12 horas en oscuridad a 4 <.
Después fueron centrifugadas a 10,400 rpm a 4 °C durante 10 minutos, se

filtraron y almacenaron a -20 °C para su analisis posterior en HPLC.

Para la identificacion y cuantificacion individual y total de las antocianinas
monoglucosiladas, se empled la técnica de Hebrero y cols. (1989) con algunas
modificaciones. Para la cuantificacion de antocianinas totales se utilizé6 1 mL del
extracto previamente purificado con un filtro Acrodisc CR 4mm marca Pall® con
membrana PTFE a 0.45 pm. Se empled la cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC) acoplada con un detector de arreglo de diodos para la
separacion, identificacion y cuantificacion de compuestos antocianicos. Se
empled una columna de 25 cm x 0.46 cm de diametro interno, empacada con
nucleosil Cig, con un tamafio de particula de 5um. La fase movil utilizada
consistié en A) acido formico al 10% (Sigma-Aldrich) y B) acetonitrilo grado
HPLC (Sigma-Aldrich). El gradiente empleado fue de 5 al 9 % B/15 min; 9 al 11
% de B/10 min; 11 al 15 % de B/25 min; 15 al 20% de B /10 min; y del 20 al 30
% de B /15 min. La velocidad del flujo fue de 1 mL/min y la longitud de onda
utilizada fue de 520 nm. Los picos de las antocianinas detectadas fueron

comparados y confirmados utilizando estandares comerciales de antocianinas
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obtenidos de la casa comercial Polyphenols Laboratory. Para determinacion de
la concentracion de las antocianinas se realiz6 una curva de calibracion de los
estandares comerciales de Delfinidina 3-glucésido, Cianidina 3-glucésido,

Petunidina 3-glucoésido, Peonidina 3-glucésido y Malvidina 3-glucdsido.

Fenoles Totales

La determinacion de fenoles totales se llevdo a cabo mediante la técnica
descrita por Singleton y Rossi (1965) con algunas modificaciones. Para el
andlisis de fenoles totales y capacidad antioxidante se utilizaron las muestras
del dia 0 y del dia 15 de las bayas almacenadas a -20 °C. Las muestras fueron
extraidas a partir de 2 gramos de epicarpio de uva, adicionandose 4 mL de
metanol grado reactivo al 80 % (Sigma-Aldrich). Las muestra se homogenizaron
por 30 segundos en un homogenizador de tejidos marca Ultra-Turrax,
posteriormente los extractos fueron expuestos a ultrasonido durante 30 minutos
a temperatura ambiente y se centrifugaron a 14 000 rpm a 4 °C por 15 minutos.
Los sobrenadantes se filtraron con papel Whatman No.1 y fueron recolectados
en tubos. El residuo se separ6 y se extrajo nuevamente con el mismo solvente
repitiendo los pasos anteriores hasta quedar sin color. Los extractos se
almacenaron a -20 °C para su analisis. Se calculo la concentracién del extracto
en base al peso inicial divididos entre el volumen final de la muestra,

expresandose en g/mL.

Para su determinacion se tomaron 50 pL del extracto metandlico antes
descrito y se adicionaron 3 mL de H,O destilada y 250 pL del reactivo Folin-
Ciocalteu 1N (Sigma-Aldrich). Se dej6 reposar por 5 minutos, posteriormente se

adicionaron 750 pL de Na,COs3 al 20 % y 950 uL de H,O destilada. Se agitaron
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vigorosamente y se dejaron reposar durante 30 minutos para leerse en un
espectrofotbmetro (Cary 100 BIO Varian) a una longitud de onda de 765 nm.
Para la evaluacion del contenido de fenoles totales se realiz6 una curva de
calibracion a diferentes concentraciones empleando al acido galico como
estandar, expresando los resultados como mg equivalentes de acido gélico por

100 g de peso fresco.

Capacidad Antioxidante

Debido a la gran variedad de antioxidantes presentes en los frutos y a la
gran diversidad de radicales libres y fuentes oxidantes, no se tiene un método
oficial para evaluar la capacidad antioxidante total. Por esa razon, en nuestro
estudio, se tomd en cuenta la naturaleza de la muestra y se opto por utilizar el
mecanismo de transferencia de electrones (SET) (Prior y cols. 2005). Se
emplearon las técnicas TEAC y DPPH (ECsp), las cuales son descritas a

continuacion:

Capacidad Antioxidante Equivalente Trolox (TEAC)

Para el analisis de TEAC se siguio el método descrito por Re y cols. (1999),
en el cual se reduce la coloracion azul/verde del radical ABTS™ (2,2’-Azino-bis
(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic  acid) Diammonium  SALT) utilizando
persulfato de potasio. Para preparar el radical, se pesan 19.3 mg de radical
ABTS y se disuelven en 5 mL de agua destilada. Por otra parte, se prepara el
persulfato de potasio pesando 37.8 mg y disueltos en 1 mL de agua destilada.

Posteriormente se utilizan 88 uL del persulfato de potasio (37.5 g/mL) y se
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agregan a la solucion de ABTS descrita anteriormente. Se deja incubar bajo
oscuridad durante 16 horas a temperatura ambiente. En seguida, se da la
formacion del radical ABTS™, el cual se diluye con etanol puro hasta obtener un

valor de absorbancia entre 0.7 + 0.2 a una longitud de onda de 734 nm.

Posteriormente, para la determinacion de capacidad antioxidante de los
extractos, se colocaron 2970 uL del radical preparado y se tomd una lectura
inicial en un espectrofotdmetro (Cary 100 BIO Varian) a una longitud de onda de
734 nm. Después se adicionaron 30 pL del extracto metandlico del epicarpio de
las uvas, se homogeneiz6 y se incubd por un minuto. Después de ese tiempo,
se midio la absorbancia de forma continua durante 6 minutos hasta obtener una
absorbancia final. El valor de TEAC se calculé al medir la disminucién de la
absorbancia relaciondndola con el Trolox (un analogo de la vitamina E) y se
expres6 como mmoles de equivalentes Trolox por 100 g de peso fresco. Se
llevd a cabo una curva de calibracion utilizando al Trolox como estandar de

referencia.

Método de 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH )

Para el analisis de DPPH’ se siguio la técnica descrita por Molyneux y cols.
(2004) con algunas modificaciones. Se prepard la solucién pesando 2.5 mg
DPPH’ (Sigma-Aldrich) y se diluy6 en 100 mL de metanol puro grado reactivo
(Sigma-Aldrich). Se leyo la absorbancia en un espectrofotometro (Cary 100 BIO
Varian) a una longitud de onda de 515 nm para ajustar el radical a 0.7 £ 0.02.
Se tomaron 3.9 mL de la soluciéon de DPPH’ y se adicion6 0.1 mL del extracto
metandlico del epicarpio de las uvas, homogeneizandose vigorosamente. Se
dejo reposar a 27 T por 30 minutos en oscuridad. P osteriormente se midio
espectrofotométricamente a 515 nm y se expreso la actividad de secuestro de

radicales libres como % de inhibicion empleando la siguiente formula:
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% RSA = (Abs control — Abs muestra) x 100
Abs control

Donde: RSA = Actividad de secuestro de radicales libres

Abs = Absorbancia

Por otra parte, se evalu6 el ECsy (concentracion del antioxidante requerido
para disminuir el 50 % de la absorbancia con respecto al control) para las
muestras del dia inicial (dia 0) y se compararon con los extractos ajustados de
las muestras del dia final (dia 15 o dia de la cosecha) para calcular el % de

actividad de secuestro de radicales libres a la concentracion del inicial.

Analisis Estadistico

El disefio experimental fue completamente al azar en donde se tomaron en
cuenta como variables de respuesta al color, antocianinas, fenoles totales y la
capacidad antioxidante (TEAC y DPPH). Se consider6 como unidad
experimental 3 racimos por tratamiento y se hicieron triplicados por cada
tratamiento. En caso de presentarse diferencias significativas se utilizd la
prueba de Duncan con p<0.05 para la comparacion de medias. Se empleé el
paquete estadistico NCSS 2007 para su analisis.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Obtenciéon de Oligogalacturonidos

La preparacion de la mezcla de oligogalacturonidos (OGA’s) aplicados en
este trabajo, se llevd a cabo mediante hidrdlisis enzimética de acuerdo a la
técnica descrita por Torres (2005). La mezcla de OGA'’s, obtenida por hidrélisis
del acido poligalacturénico con la enzima endo-poligalacturonasa (endo-PG) de
Aspergillus Niger (Sigma Aldrich), se analizé por cromatografia de intercambio
anionico con detector de pulsos amperométricos (HPAEC-PAD) para determinar
el grado de polimerizacion (GP) de los OGA’s generados. En la Figura 5 se
presenta la mezcla de OGA’s de 2-20 GP la cual fue utilizada para la aplicacion

de los diferentes tratamientos a las uvas del cultivar ‘Flame Seedless’.

El grado de polimerizacion de los OGA’s es importante para mediar la
actividad bioldgica en las plantas. Los OGA’s con un GP menor a 9, podrian no
ejercer una accion biologica optima (Reymond y cols., 1995). Para el caso de
nuestro estudio, se obtuvo un rango de polimerizacion de 2-20 el cual es similar
al obtenido por Ochoa (2008) que obtuvo una mezcla de OGA’s de 3 a 20 GP.
Se sabe que ya que OGA'’s con grado de polimerizacién de 9 y 15 producen
una mejor respuesta de defensa en las plantas que los OGA’'s de menor GP
(Cabrera y cols., 2008; Spiro y cols., 1998). Aunque también se ha reportado
gue OGA’s con GP menor a 5 producen actividad en tomate, sugiriendo que
dependiendo del tejido, el GP requerido tendra una actividad bioldgica diferente

(Enriguez-Guevara y cols., 2010).
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Figura 5. Cromatograma de la mezcla de OGA’s (GP de 2-20) preparada
mediante hidrdlisis enzimatica con poligalacturonasa de Aspegillus Niger,
analizado por cromatografia de intercambio aniénico acoplado a un detector
de pulsos amperométricos (HPAEC-PAD) utilizando una columna CarboPac
PA-1.

Este efecto se comprobo por Ochoa (2008), en la induccion de color en
uvas del cv. ‘Flame Seedless’, con la aplicacion de una mezcla de OGA’'s de 3 a
20 GP. La mezcla de OGA’s de 2-20 GP obtenida es la que se utilizé para
evaluar su accion biologica en la induccion de color, acumulacion de
antocianinas individuales, contenido de fenoles y la actividad antioxidante de las

uvas del cv. ‘Flame Seedless’.
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El color es un atributo fundamental para determinar el estado de madurez y
la calidad visual de las uvas rojas, el cual es definido en la Ultima etapa de su
crecimiento debido a la acumulacion de antocianinas en el epicarpio de la baya
(Conde y cols., 2007). En el presente estudio, la coloracion de las bayas fue
analizada como el indice de color para uvas rojas (CIRG, por sus siglas en

inglés) (Carrefio y cols., 1995).

En la Figura 6 se presenta el color en unidades CIRG en el epicarpio del cv.
‘Flame Seedless’ con respecto al tiempo, durante el envero (dia 0) y a los 5, 10
y 15 dias posteriores de la aplicacion de los tratamientos de OGA’s y Ethrel. El
valor de CIRG en el envero, definido este cuando el 10 % de las bayas del
racimo presenta inicio de coloracion, fue de 0.7. Seguido de la aplicacién, se
mostro el efecto de los OGA’s sobre el incremento en la coloracion y para el dia
10 un incremento significativo (p<0.05) con respecto a las uvas testigo. A los 15
dias posteriores a la aplicacion, la coloracion alcanzo valores CIRG entre 3.1y
3.2 para las bayas tratadas con OGA’s. Las bayas tratadas con las tres
concentraciones de OGA’s mostraron diferencia estadistica en el color mayor

gue los frutos testigo (p<0.05) al presentar una coloracién mejor.
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Figura 6. indice de color para uvas rojas (CIRG) en epicarpio de uva cultivar
‘Flame Seedless’ a los 0, 5, 10 y 15 dias después de la aplicacion.
Tratamientos: testigo-Agua (T), Ethrel® 0.5 mg/mL (ET), OGA’s 1.5 mg/mL (OG
1.5), OGA’'s 2.0 mg/mL (OG 2.0) y OGA’s 2.5 mg/mL (OG 2.5). Barras con
literales diferentes indican diferencias significativas a p<0.05.
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Los resultados al dia del envero en conjunto con los del dia 15, se utilizaron
para elaborar la siguiente figura, mostrandose el incremento total de color

inducido por los tratamientos.

La Figura 7 presenta el incremento total del indice de Color para Uvas
Rojas (A CIRG) en el cv. ‘Flame Seedless’ evaluado 15 dias después de la
aplicacion de los tratamientos de 1.5, 2 y 2.5 mg/mL de OGA’s y de 0.5 mg/mL
de Ethrel® utilizado como control (+). Las uvas tratadas con las tres
concentraciones de OGA’s mostraron un incremento significativo (p<0.05) del
CIRG respecto a las bayas testigo. El tratamiento con 1.5 mg/mL de OGA'’s
presentd la mayor diferencia de color con respecto al testigo y a su vez este
tratamiento fue significativamente superior a la aplicacion de 2.0 y 2.5 mg/mL de
OGA'’s. El tratamiento de 1.5 mg/mL de OGA’s alcanzé un valor de 0.48
unidades de CIRG superiores al testigo, correspondiendo a un incremento del
23.9 % del CIRG en comparacién con el testigo. La aplicacion de OGA'’s en las
concentraciones de 2.0 y 2.5 mg/mL a los 15 dias después de la aplicacion de
los tratamientos, presentaron 0.37 y 0.40 unidades de CIRG estadisticamente
superiores al testigo, correspondiendo esto a un incremento del CIRG de 17.9y

19.3 % con respecto al testigo.

Los racimos tratados con 1.5 mg/mL de OGA’s mostraron valores de A
CIRG estadisticamente iguales (p<0.05) a los tratados con 0.5 mg/mL de
Ethrel®, tratamiento comercial utilizado actualmente en los vifiedos en Sonora
para el desarrollo del color en uvas. El efecto en la induccidén de color en este
trabajo, fue inverso a la concentracion de OGA’s aplicada a las bayas, no
guardando consistencia con los resultados obtenidos por Ochoa (2008), quien
reportd un incremento proporcional del CIRG con respecto a incrementos en la

concentracion de OGA’s aplicada.
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Figura 7. Cambio expresado como incremento en el color, evaluado con en el
indice CIRG de las bayas del cultivar ‘Flame Seedless’ a los 15 dias después
de la aplicacién de los tratamientos: testigo-Agua (T), Ethrel® 0.5 mg/mL (ET),
OGA’s 1.5 mg/mL (OG 1.5), OGA’'s 2.0 mg/mL (OG 2.0) y OGA’s 2.5 mg/mL
(OG 2.5). Barras con literales diferentes indican diferencias significativas a
p<0.05.



Aun cuando el rango del GP de la mezcla de OGA'’s utilizada por Ochoa
(2008) fue similar al aplicado en este trabajo, las concentraciones aplicadas
fueron diferentes, siendo superiores a las de nuestra evaluacion que la aplicada
por Ochoa (2008). Flores-Villavicencio y cols. (2004) evaluaron el efecto de la
aplicacion de diferentes concentraciones de OGA’'s de 7 a 13 GP, en la
acumulacion de faseolina en embriones de frijol. Ellos determinaron que la
concentracion éptima para la activacion de un metabolito no es necesariamente
lineal, es decir, que la méxima produccién del metabolito puede resultar a partir
de una dosis intermedia o baja. De acuerdo a esto, es probable que a partir de
la baja concentracién de 1.5 mg/mL de OGA’s se presentaran bayas con un
indice de CIRG superior a las bayas inducidas a concentraciones mas elevadas
(2.0 y 2.5 mg/mL). A parte de ello, es importante considerar el grado de
polimerizacion de los OGA’s, ya que segun el rango sera una respuesta
diferente que produzca a la planta asi como en el tejido donde se aplique
(Enriguez-Guevaray cols., 2010).

El trabajo realizado por Ochoa (2008) en la temporada 2007, en el cual
aplicé 1.5 mg/mL de OGA’s a las bayas del cultivar ‘Flame Seedlees’ (en la
misma area experimental) obtuvo un CIRG de 3.53. En este trabajo el CIRG
obtenido por la misma dosis de OGA’s fue de 3.19 (Figura 6), este valor es
menor, posiblemente se deba a los diversos factores ambientales o culturales
gue intervienen con el desarrollo final de la coloracion. En la temporada de
nuestro estudio (2009), las temperaturas medias registradas durante el periodo
experimental, fueron 31 °C en el dia y 21 °C en la noche. En la investigacion
realizada por Ochoa (2008), las temperaturas promedio fueron de 27 °C (dia) y
19 °C (noche), mostrando ser mas bajas que las presentadas durante nuestro
estudio. Por lo que atribuimos que la diferencia en la coloracion esta
relacionada a estas condiciones de temperatura, mas que a las concentraciones
de OGA'’s utilizadas, que en el caso de Ochoa (2008) fueron de 1.5, 1.0y 0.5
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mg/mL, no presentando diferencias significativas entre ellas en el indice de

color.

Diversos estudios sefialan que el desarrollo de la coloracion de las uvas
puede ser afectado por los excesos de temperaturas durante la noche o en el
dia. Esto es debido a que la sintesis de los pigmentos responsables del color es
altamente influenciada por las condiciones ambientales (Kong y cols., 2003;
Winkler y cols., 1974). Mori y cols. (2005) sefialaron que las temperaturas
nocturnas cercanas a los 30 T pueden provocar dism inucion de la sintesis de
antocianinas, pigmentos responsables de la coloracion. Esto es debido a un
descenso en la actividad de la enzima PAL (Mori y cols., 2005) asi como una
reduccion en la expresion del gen que codifica para la UFGT, enzima clave de
la sintesis de antocianinas (Boss y cols., 1996).

Otros trabajos realizados en vid de mesa en la misma regién del Desierto
Sonorense, donde las temperaturas suelen ser muy altas durante el desarrollo
de color en las uvas, muestran el efecto del sombreado y la luminosidad sobre
el color de los racimos del mismo cultivar, obteniendo un indice CIRG de 3.18
(Leguizamon y cols., 2008). Estos resultados son similares a los encontrados en
nuestro experimental por efecto de la aplicacion de OGA'’s para la induccion de
color en uvas del cv. ‘Flame Seedless’. En base a lo anterior se comprueba que
una buena coloracién del fruto puede ser influenciada por los excesos de
temperaturas tanto diurnas como nocturnas, afectandose la acumulacion de
antocianinas. Con el empleo de OGA’s se obtuvieron mejores coloraciones
comparadas con las uvas testigo a pesar de las temperaturas presentadas en el

vifledo durante el desarrollo de la coloracion.
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Cuantificacion de Compuestos Fendlicos y Capacidad Antioxidante

Antocianinas

En las uvas rojas o negras, la sintesis de antocianinas se inicia con el
envero y continda junto con el crecimiento y maduracion de las bayas.
Regularmente esto ocurre de 9 a 10 semanas después de la floracion (Boss y
cols., 1996). En este trabajo se inicio el analisis del contenido de antocianinas
totales del epicarpio de las bayas a partir del envero (dia 0) y alos 5, 10 y 15
dias posteriores de la aplicacion de los tratamientos, utilizando la cromatografia

liquida de alta resolucion (HPLC) para su estudio.

En la Figura 8 se presenta el contenido de antocianinas totales expresadas
en mg/100 g de peso fresco al dia 0, 5, 10 y 15 dias después de la aplicacion
de los tratamientos de 1.5, 2.0 y 2.5 mg/mL de OGA’'s y de 0.5 mg/mL de
Ethrel®. En el dia O (envero), antes de aplicar los tratamientos, no se detectaron
antocianinas cuantificables a pesar de la sensibilidad del equipo (Figura 8 a). Se
puede observar que las bayas tratadas con OGA’s presentaron niveles de
antocianinas totales significativamente superiores (p<0.05) a partir de los 5y 10
dias después de la aplicacion en comparacion con las uvas testigo (Figura8 by
c). Al dia 15 después de la aplicacion de los tratamientos (Figura 8 d),
continuaron tendencias similares en relacién a las uvas tratadas con OGA's,
presentando mayor acumulacién de antocianinas comparando con las testigo
(10.58 mg/100 g PF).

La concentracion mas alta de OGA’s utilizada (2.5 mg/mL), fue el
tratamiento que indujo una acumulacion significativamente superior (p<0.05)
(89.63 mg/100 g PF) en comparacion a las concentraciones de 1.5y 2.0 mg/mL

de OGA’s (52.95 y 39.40 mg/100 g PF), respectivamente.
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fresco (PF) en extractos de epicarpio de uva cultivar ‘Flame Seedless’ a los 0
(@), 5 (b), 10 (c) %/ 15 dias (d) después de la aplicacidon. Tratamientos: testigo-
Agua (T), Ethrel” 0.5 mg/mL (ET), OGA’s 1.5 mg/mL (OG 1.5), OGA’'s 2.0
mg/mL (OG 2.0) y OGA’s 2.5 mg/mL (OG 2.5). Barras con literales diferentes
indican diferencias significativas a p<0.05.
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La acumulacién de antocianinas en el epicarpio tratado con 2.5 mg/mL de
OGA's fue estadisticamente igual a las uvas tratadas con Ethrel® (101.31
mg/100 g PF). Los tratamientos de 1.5, 2.0 y 25 mg/mL de OGA’s
incrementaron 5, 3.72 y 8.46 veces la acumulaciéon de antocianinas,
respectivamente, en comparacion con las uvas testigo evaluados a los 15 dias

después de la aplicacion.

Una de las enzimas activadoras de la ruta de las antocianinas es la
fenilalanina amonio-liasa (PAL), la cual empieza a mostrar actividad a las 8
semanas después de la floracion al inicio del envero (Boss y cols., 1996). Al
aumentar la actividad de esta enzima, se aumenta la biosintesis de las
antocianinas. En nuestro estudio, la accion de los OGA’s fue notable al
presentarse un incremento en la acumulacion de antocianinas a partir del quinto
dia después de la aplicacion de los tratamientos (Figura 8 b). Pudiendo deberse
a la accién de los OGA’s sobre la ruta de los fenilpropanoides, ya que
previamente se demostré que el mRNA del gen de la PAL, se incrementa por la
aplicacion de OGA'’s (Ochoa, 2008). Este efecto conlleva la acumulacion de las
antocianinas en las bayas tratadas con OGA’s en mayor proporcién que las

uvas testigo.

En Espafa, en un estudio realizado por Carrefio y cols. (1997), llevaron a
cabo una clasificacion quimicotaxonomica basada en el perfil de antocianinas y
el color externo en uvas rojas de mesa. Ellos reportaron que el cv. ‘Flame
Seedless’ presenta una coloracién rojiza tenue, con un contenido de
antocianinas totales de 14.8 mg/100 g PF, considerado un nivel bajo, aun
cuando es un valor superior que el valor de 10.57 mg/100 g PF presentado por

las uvas testigo en esta investigacion.

En la temporada 2007, Ochoa (2008) reportd un incremento dos veces

mayor en la acumulacién de antocianinas en uvas tratadas con 1.5 mg/mL de
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OGA'’s en comparacién con las testigo, utilizando un método analitico distinto al
utilizado en este trabajo. Sin embargo, esta misma tendencia se presenté en
nuestro estudio, temporada 2009, al utilizar concentracion similar de 1.5 mg/mL
de OGA'’s, incrementandose cinco veces mas a las antocianinas acumuladas
gue las uvas testigo (p<0.05). Leguizamoén y cols. (2008), reportaron un
contenido de antocianinas de 68.8 mg/100 g equivalentes de malvidina 3-O
glucésido para cv. ‘Flame Seedless’ utilizando el efecto del sombreado y la
lumonosidad en regiones cercanas a nuestro experimental. Estos valores
mostraron ser mas bajos que los obtenidos en nuestro estudio con el empleo de
OGA’s a 2.5 mg/mL. Con estos resultados se comprueba la reproducibilidad de
respuesta de los OGA’s para inducir la coloracion y acumulacion de

antocianinas totales en las uvas de mesa.

No obstante, los resultados de este trabajo no presentaron una tendencia
proporcional al aumento en la concentracion de OGA’s como fue sefialado por
Ochoa (2008), pero si se obtuvo mayor acumulacién de antocianinas que en las
uvas testigo. Debido a que este experimental fue realizado en campo, la
probabilidad de observar una tendencia lineal en el contenido de antocianinas al
aumentar la concentracion de los OGA’s puede resultar algo diferente. Es
probable que tanto los factores culturales como ambientales (Bergqvist y cols.,
2001) influyan en la acumulacion total de las antocianinas, teniendo respuestas
diferentes para cada planta. Sin embargo, la respuesta de las uvas tratadas con

OGA'’s siempre se mantuvo significativamente mayor que los frutos testigo.

Por otra parte el incremento en el color de las bayas en relacion al aumento
en la concentracion de OGA'’s, no fue proporcional (Figura 6), como lo fue el
contenido de antocianinas. Las uvas tratadas con 2.5 mg/mL de OGA’s
presentaron una mayor acumulacion de antocianinas en comparacion con las
testigo, al igual que una mejor coloracion (p<0.05). El incremento en la
coloracion de las uvas tratadas con OGA’'s 2.5 mg/mL fue menor que el
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presentado por las uvas tratadas con Ethrel®, pero con igualdad estadistica en
la acumulacion de antocianinas. Peppi y cols. (2006) sefialaron que el contenido
de antocianinas no es lineal con respecto al color de las bayas. Esto podria
indicar que la coloracion del fruto (en escala CIRG) no es completamente
dependiente al contenido de antocianinas. Mas bien, se debe al aporte de
pigmentacion que proporciona cada una de las antocianinas y su forma de
actuar en conjunto. En base a lo anterior, la coloracién total podria depender de
la cantidad de grupos hidroxilos y metoxilos en el anillo B de la molécula que

ocasionan el cambio en la absorbancia a 520 nm.

Por lo anterior se llevo a cabo un analisis de correlaciones (Pearson) para
evaluar la relacion entre los valores de CIRG y antocianinas totales. Se observé
una correlacion lineal positiva moderada (r=0.67, p<0.05) entre estas dos
variables, mostrandose que conforme aumente el contenido de antocianinas, el
valor CIRG se incrementara proporcionalmente. No obstante, a pesar de
presentarse una linealidad positiva entre los valores, la correlacion fue
moderada, siendo asi que la concentracion individual de cada una de las
antocianinas podria estar mas relacionada con la intensidad del color que el

contenido total de antocianinas.

La composicion individual de las antocianinas es dependiente de cada
cultivar y es determinado mayormente por los factores genéticos. En cultivares
como ‘Flame Seedless’, solo se detectan cinco antocianinas monoglucosiladas,
las cuales son delfinidna (Df), cianidina (Cy), petunidina (Pt), peonidina (Pn) y
malvidina (Mv) (Fernandez-Lépez y cols., 1998). Por lo que se cuantificaron
individualmente las 5 antocianinas identificadas en extractos de epicarpio de
uva cv. ‘Flame Seedless’, expresadas en mg/100 g de peso fresco (PF) a los 0,
5, 10 y 15 dias posteriores de la aplicacion de los tratamientos, las cuales se

muestran en la Tabla 2.
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Tabla 2. Contenido de antocianinas individuales expresadas en mg/100 g de
PF a los 5, 10 y 15 dias después de la aplicacion en el cv. ‘Flame Seedless'.

Df-3-glu (delfinidina-3-glucésido), Cy-3-glu (cianidina-3-glucdsido), Pt-3-glu
(petunidina-3-glucésido), Pn-3-glu  (peonidina-3-glucosido) y Mv-3-gluc
(malvidina-3-glucdsido).
Antocianinas monoglucosiladas
Dia Tratamiento (mg/100 g de PF)
Df-3-glu Cy-3-glu  Pt-3-glu Pn-3-glu  Mv-3-glu
Testigo ND ND ND ND ND
Ethrel ND ND ND ND ND
0 OGA’s 1.5 ND ND ND ND ND
OGA’s 2.0 ND ND ND ND ND
OGA’s 2.5 ND ND ND ND ND
Testigo ND ND ND ND ND
Ethrel 0.53" 1.49° ND 1.58° ND
S OGA’s 1.5 0.40° 0.08? ND ND ND
OGA’s 2.0 ND ND ND 0.02° ND
OGA’s 2.5 0.15° ND ND 0.25° ND
Testigo ND 0.56° ND 0.75° 0.67°
Ethrel 11.70° 11.76° 2.77° 25.9° 9.03°
10 OGA's 1.5 0.21° 1.70° ND 1.81° 5.57"
OGA’s 2.0 3.10° 1.66° 0.52° 4.87° 5.01°
OGA’s 2.5 7.88° 2.88° 0.90° 5.82° 8.41°
Testigo 2.71 3.09 0.22 2 2.57
bc b c b [
Ethrel 13.96 26.75 3.75 32.31 24.54
ab b b ab a
15 OGA's 15 8.97 21.97 2.40 14.66 4.96
ab ab a a b
OGA’s 2.0 571 9.30 0.81 6.58 17.02
[ ab [ b [
OGA’s 2.5 20.20 15.64 4.09 27.77 21.94

Literales diferentes indican diferencias significativas a p<0.05.
ND: No detectadas
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Al dia inicial, no se detectaron antocianinas individuales para ninguna de las
uvas tratadas y no tratadas. A partir del quinto dia después de la aplicacion de
los tratamientos de 1.5, 2.0 y 2.5 mg/mL de OGA’s y 0.5 mg/mL de Ethrel®,
fueron detectadas por HPLC, tres antocianinas monoglucosiladas, siendo Cy,
Pn y Df. Posterior a los 10 dias, se detectaron dos antocianinas mas, las cuales
corresponden a Pt y Mv, para casi todos las uvas tratadas con OGA's y Ethrel®
a excepcion de las testigo, observandose cambios visuales en la coloracién de

las bayas.

Después de los 15 dias, la acumulacién de las antocianinas individuales en
las uvas tratadas con OGA’s fue mayor significativamente comparadas con las
uvas testigo, detectandose el perfil completo de las antocianinas para el cv.
‘Flame Seedless’ (Figura 9 a). Esto coincide con lo reportado por Fernandez-
Lépez y cols. (1998) y Cantos y cols. (2002) para este mismo cultivar. Los picos
detectados en el cromatograma de los extractos, coincidieron en el orden y
tiempo de retencion de los estandares utilizados, mostrando que Df como
compuesto mas polar eluyo primero, seguida por Cy, Pt, Pn y por dltimo Mv,
misma tendencia reportada por Hebrero y cols. (1989) y Pomar y cols. (2005)
(Figura 9b).

Como se menciond anteriormente, las uvas tratadas con 1.5, 2.0y 2.5
mg/mL de OGA’s y 0.5 mg/mL de Ethrel®, incrementaron significativamente la
acumulacién de antocianinas en comparacion con las bayas testigo (p<0.05).
Las uvas tratadas con 2.5 mg/mL de OGA’s y 0.5 mg/mL de Ethrel® presentaron
una cuantificacion estadisticamente igual (p<0.05) a los 15 dias después de la

aplicacion de los tratamientos (Tabla 2).
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Figura 9. a) Antocianinas monoglucosiladas presentes en extracto de epicarpio
de uva cv. ‘Flame Seedless’ tratado con 2.5 mg/mL de OGA’s 15 dias después
de la aplicacion del tratamiento. b) cromatograma de estandares de
antocianinas monoglucosiladas delfinidina (Df), cianidina (Cy), petunidina (Pt),
peonidina (Pn) y malvidina (Mv), evaluadas por HPLC con detector de arreglo
de diodos (DAD) equipado con una columna C18 a 520 nm.
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Se presentdé mayor acumulacion de Pn para las bayas tratadas con 2.5
mg/mL de OGA’'s al igual que las tratadas con Ethrel®. Mientras que la
acumulacion de Cy fue mayoritaria para las bayas tratadas con 1.5 mg/mL de
OGA’s al igual que con las de Ethrel®. La Mv se acumulé en la misma
proporcion (p<0.05) en las uvas tratadas con 2.5 mg/mL de OGA’s y Ethrel®. En
relacion a la acumulacion de Df y Pt, fue mayoritaria para las uvas tratadas con
2.5 mg/mL de OGA’s. Las bayas tratadas con 2.0 mg/mL de OGA'’s presentaron
mayor acumulacion de Mv, mostrando ser estadisticamente superiores a las

bayas tratadas con 1.5 mg/mL de OGA’s y al testigo.

En nuestro estudio, la Cy y Df fueron de las primeras antocianinas en
formarse por efecto de la aplicacion de los tratamientos. Esteban y cols. (2001)
sefialan que Cy es de las primeras antocianinas en ser sintetizada durante el
desarrollo de color del cv. ‘Tempranillo’, y aumenta conforme va madurando,
pero sufre una disminucion gradual al finalizar su desarrollo. Del mismo modo,
Ferndndez-Lopez y cols. (1998) y Pomar y cols. (2005) sefialan esta misma
tendencia en el cv. ‘Flame Seedless’, proponiendo que a partir de Cy se derivan
las antocianinas con tres sustituyentes como Df. En nuestro estudio, esta
tendencia no se presentd, al contrario, la Cy fue en aumento conforme
maduraron los racimos. Esto podria indicar que no necesariamente la sintesis
de las antocianinas con tres sustituyentes parte de la Cy. Lo anterior también lo
sefiala Boss y cols. (1996) en el cv. ‘Shiraz’, quienes no encontraron evidencia

en la conversion de Cy a Df.

En nuestro estudio, la acumulacion de Pn fue mayoritaria a los 15 dias
después de la aplicacion de los tratamientos, presentandose una tendencia de
los OGA’s por acumular en mayor proporcion esta antocianina en comparacion
con las bayas testigo. Esto difiere con lo que reportado para el cv. ‘Flame
Seedless’, sin ser tratadas con OGA’s por Fernandez-Lopez y cols. (1998). En
cambio, Cantos y cols. (2002) que evaluaron el perfil de antocianinas en uvas
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de mesa sin tratar como ‘Flame Seedless’, encontraron a Pn como la
antocianina principal de ese cultivar. Los cultivares de baja pigmentacién como
‘Crimson Seedless’ por lo regular contienen en mayor concentracion a la Pn
(Human y Bindon, 2008). Debido a lo anterior, las coloraciones del cv. ‘Flame
Seedless’, son de baja pigmentacion, situdndose en el rango de color de rosa a
rojo.

En cuanto a la acumulacion de Pt, se presentdé en menor concentracion al
resto de las antocianinas individuales cuantificadas después de los 15 dias de
la aplicacién de los tratamientos. Esto se podria deber a que la Pt se sintetiza
de manera intermedia en la biosintesis de las antocianinas entre delfinidina y

malvidina (Fournand y cols., 2006).

Por otra parte se observdO una tendencia en la acumulacion de Mv
(antocianina metoxilada) conforme fue aumentando la concentracién de OGA's.
Posiblemente se deba a que exista una tendencia de los OGA’s en incrementar
la actividad de enzimas como la 3'5’-O-metiltransferasa (3'5’-OMT). La enzima
3'5’-OMT se ha observado que es responsable de agregar grupos metoxilados
en los carbonos 3’ y 5’ del anillo B de la molécula (Mattivi y cols., 2006; Pomar y
cols., 2005). Esta tendencia también la sefiala Ochoa (2008) al aplicar 1.5
mg/mL de OGAs a bayas del mismo cultivar. Es posible que, conforme aumenta
la concentracion de OGA’s, aparte de incrementar la acumulacion de las
antocianinas, ayuda a que la sintesis continle hacia la produccion de las
antocianinas finales de la ruta biosintética. Sin embargo, se necesitan hacer
estudios mas profundos en donde se evalle la influencia de los OGA’s en la
expresion genética de las enzimas involucradas en las etapas finales de la

biosintesis de las antocianinas como la 3'5’-OMT.

La aplicacion de OGA’s incremento significativamente la coloracion y la
acumulacion de las antocianinas en comparacion con las uvas testigo. No

obstante, el patron del perfil individual de las antocianinas no fue idéntico para
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todas las bayas tratadas con OGA'’s, pero si se pudo observar una tendencia en
su acumulacion. El incremento de la coloracion en las uvas tratadas con 1.5
mg/mL de OGA’s mostraron ser estadisticamente iguales a las tratadas con
Ethrel®, pero el contenido de antocianinas totales fue menor. Sin embargo, el
perfil individual de antocianinas fue similar, a excepcion en la acumulacién de Pt
y Mv. Por otra parte, las uvas tratadas con 2.0 y 2.5 mg/mL de OGA’s que
incrementaron la coloracién estadisticamente igual en las bayas, mostraron

acumulacion de antocianinas de manera diferente.

Por consiguiente, el aporte individual de cada antocianina debido a su
estructura quimica asi como su forma de actuar en conjunto entre ellas, tendran
una expresion en la coloracion total del fruto, tomando en cuenta el pH a las se
encuentren presentes (Hurtado y cols., 2009). Es por eso que podria
considerarse que la relacion entre el contenido de antocianinas y el color de las
uvas no es completamente lineal (Peppi y cols., 2006). Singh Brar y cols. (2008)
sefialan que el color de las uvas esta mas relacionado a la concentracion
relativa de las antocianinas inciales (Cy) y finales (Mv) de la biosintesis de las

antocianinas en el epicarpio de uvas ‘Crimson Seedless’.

Por lo anterior, se relacionaron los valores de indice CIRG con el contenido
individual de cada antocianina obteniéndose valores de r de 0.64, 0.61, 0.59,
0.54 y 0.37 para Cy, Pn, Pt, Mv y Df respectivamente, en donde la correlacién
de Df con CIRG no fue significativa (p=0.05). Se observl que antocianinas con
dos sustituyentes (Cy y Pn) presentaron mayor correlacion entre la variable de
CIRG que las antocianinas con 3 sustituciones. Diversos autores como Carrefio
y cols. (1997) han coincidido en que los cultivares que presentan acumulacion
de antocianinas individuales con tres sustituciones en el anillo B (Df, Pt y Mv)
poseen coloraciones mas intensas (rojo oscuro, violeta o azulado). En nuestro
estudio, hubo mayor acumulacion de Cy y Pn, lo cual concuerda con lo
reportado por Carrefio y cols. (1997) y Cantos y cols. (2002). Estas antocianinas

57



son las que se encuentran comunmente en cultivares con coloraciones bajas,
como ‘Flame Seedless’. Asi mismo, a parte de las antocianinas, las uvas se
componen de otros polifenoles que pudieran involucrarse en la coloracién de las

bayas.

Fenoles Totales

En la Figura 10 se presentan los resultados del contenido de fenoles totales
para epicarpio de uva ‘Flame Seedless’ después de 15 dias del tratamiento con
diferentes concentraciones de OGA’s. Se observo una disminucion significativa
(p<0.05) en el contenido de fenoles para todos los tratamientos y frutos testigo
durante el tiempo después del tratamiento. Sin embargo, tal disminucion se

llevo en diferente grado para cada tratamiento.

El contenido de fenoles totales en los frutos tratados con OGA’s presento la
menor disminucion, notdndose con el mayor contenido de fenoles. Al aumentar
la concentracion de OGA’s se observé una disminucion del contenido de
fenoles, sin encontrarse diferencias significativas entre la concentracion
intermedia, alta y los frutos testigos. Mientras que los frutos tratados con Ethrel®

presentaron el contenido mas bajo.

En las uvas, el contenido de fenoles, por lo general disminuye conforme el
fruto empieza a madurar, debido a que son degradados y utilizados en la

biosintesis de otros compuestos (Adams, 2006).
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Figura 10. Contenido de fenoles totales expresados en mg equivalentes
de &cido galico/100 g de peso fresco (PF), en cultivar ‘Flame Seedless’ al
dia inicial (dia 0) y 15 dias después de la aplicacion (15 DDA).
Tratamientos: Testigo-Agua (T), Ethrel® 0.5 mg/mL (ET), OGA's 1.5
mg/mL (OG 1.5), OGA’s 2.0 mg/mL (OG 2.0) y OGA’s 2.5 mg/mL (OG
2.5). Barras con literales diferentes indican diferencias significativas a
p=<0.05.



En nuestro estudio, el contenido inicial de fenoles totales en las uvas antes
del tratamiento fue de 679 mg EAG/100 g de peso fresco, mientras que
después de ser tratadas, la concentracion de fenoles disminuyd conforme las
bayas empezaron a madurar y a desarrollar color. Esto coincide con los
resultados presentados por Alonso-Borbalan y cols. (2003) que reportaron una
disminucion en el contenido total de polifenoles durante la maduracion en bayas
de cultivares rojos. Esta misma tendencia se presentd en el cv. ‘Flame
Seedless’ en un estudio realizado en Sonora en donde observaron una
disminucion del contenido de fenoles conforme avanzé la madurez de las bayas

(Leguizamon, 2006).

Las uvas testigo a los 15 dias presentaron una ligera disminucion del
contenido de fenoles totales en comparacién a las que se les aplicé Ethrel®,
pero su contenido de antocianinas y la coloracién fue baja. En cambio, la
aplicacion de 1.5 mg/mL de OGA'’s provoc6é una leve disminucion del contenido
de fenoles totales e incrementd el contenido de antocianinas totales en el
epicarpio de las bayas. Las uvas tratadas a concentraciones elevadas de
OGA'’s (2.5 mg/mL) como las tratadas con Ethrel® mostraron menor contenido
de fenoles totales aun cuando estos dos tratamientos presentaron mayor
acumulacion de antocianinas. Esto se pudo deber a que tanto la concentracion
elevada de OGA's (2.5 mg/mL) como la aplicacién de Ethrel® ocasionan una
rapida maduracion del fruto y durante este proceso, los fenoles presentes
pudieron ser utilizados como sustratos para la sintesis de antocianinas, en las

etapas finales de la maduracion (Adams, 2006).

En cultivares de ‘Flame Seedless’, los compuestos fendlicos que se han
reportado en mayor proporcion son el acido galico, seguido de la rutina y el
resveratrol (Molina-Quijada y cols., 2010). Aziz y cols. (2004) observaron que la
aplicacion de una mezcla de OGA’s en hojas de plantas de vid, redujeron la
infeccion provocada por Botrytis cinerea, debido a la induccién de la sintesis de
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compuestos fenolicos que inhiben el crecimiento del fitopatdgeno. Asi mismo se
ha encontrado que el resveratrol, presente en el epicarpio de las uvas, inhibe el
crecimiento de hongos (Szajdek y Borowska, 2008). Por lo anterior, se pudiera
pensar que la aplicacibn de OGA'’s aparte de inducir color en las uvas con la
acumulacion de antocianinas, mantiene niveles altos de otros compuestos

fendlicos comparando con los frutos testigo y los tratados con Ethrel®.

Particularmente el contenido de fenoles totales en este estudio al dia de la
cosecha, resultaron superiores (384.57 mg EAG/100 g PF) (p<0.05) en las
bayas tratadas con 1.5 mg/mL de OGA’'s en comparacién al resto de los
tratamientos. Estos valores son mas altos comparando con 561 mg/kg de
fenoles totales reportado por Cantos y cols. (2002) cuantificados en bayas
enteras de cv. ‘Flame Seedless’. Asi mismo, Leguizamon (2006) reportaron
para el mismo cultivar un contenido de fenoles totales de 101 mg EAG/100 g. El
alto contenido de fenoles totales que presentaron las bayas tratadas, podria
suponer que los OGA’s a concentraciones menores, contribuyen a mantener el
contenido de fenoles evitando una disminucion progresiva por efecto de la
maduracion. Es importante recalcar que las diferencias observadas hasta el
momento en el contenido de antocianinas y fenoles totales podrian tener un

efecto sobre la capacidad antioxidante de los frutos.
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Capacidad Antioxidante

TEAC

En la Figura 11 se presentan el efecto de los tratamientos con OGA’s en
comparacién con Ethrel® y los frutos testigo en los valores de la capacidad
antioxidante TEAC del epicarpio de uva cv. ‘Flame Seedless’. Los valores de
TEAC de los frutos tratados al dia de la cosecha fueron significativamente
menores que los encontrados en frutos muestreados al inicio del experimento.
Sin embargo, las bayas tratadas con OGA’s a concentraciones de 1.5y 2.0
mg/mL mostraron valores TEAC de 16.91 y 8.18 % mas altos respectivamente,
a los frutos testigo. Las bayas tratadas con 1.5 mg/mL de OGA'’s presentaron el
valor TEAC més alto (p<0.05) comparado con el resto de los tratamientos. Asi
mismo, la aplicacion de 2.0 mg/mL de OGA’'s presentd valores TEAC
estadisticamente superiores (p<0.05) en las bayas que las tratadas con Ethrel®.
Los extractos provenientes de las bayas tratadas con Ethrel® y las testigo
mostraron un valor TEAC mas bajo, siendo estadisticamente igual a los

extractos provenientes del tratamiento 2.5 mg/mL de OGA's.

Estudios previos reportan una disminucion de la capacidad antioxidante asi
como el contenido de fenoles totales durante el curso de la maduracion,
(Alonso-Borbalan y cols., 2003; Leguizamon, 2006) en cultivares de uvas rojas.
El epicarpio de las bayas, antes de ser tratadas, presentd valores altos de
TEAC alrededor de 7.4 mmoles ET/100 g de peso fresco. Quince dias después
de la aplicacion se observé un efecto significativo en la capacidad antioxidante
de los extractos de epicarpio de las bayas tratadas con 1.5 y 2.0 mg/mL de
OGA'’s.
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Figura 11. Capacidad antioxidante expresada en mmoles equivalentes
trolox/100 g de peso fresco (PF), en cultivar ‘Flame Seedless’ al dia 0
(inicial) y 15 dias después de la aplicacion (15 DDA). Tratamientos:
Testigo-Agua (T), Ethrel® 0.5 mg/mL (ET), OGA’s 1.5 mg/mL (OG 1.5),
OGA’s 2.0 mg/mL (OG 2.0) y OGA’'s 2.5 mg/mL (OG 2.5). Barras con
literales diferentes indican diferencias significativas a p<0.05.
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Estos tratamientos mostraron una tendencia en evitar la disminucion
progresiva de la capacidad antioxidante por efecto de la maduraciéon. Se
presenté un efecto contrario con las uvas tratadas con Ethrel® al mostrar valores
TEAC por debajo de las tratadas con OGA'’s y de los frutos testigo (p<0.05).
Comportamiento similar al que se observéd con el contenido de fenoles en las
bayas tratadas con 1.5 y 2.0 mg/mL de OGA'’s fue superior (p<0.05) al de las
tratadas con Ethrel® y 2.5 mg/mL de OGA's.

Existe una gran variedad de compuestos fendlicos presentes en las uvas,
razén por la cual se han considerado un alimento rico en antioxidantes (Adams,
2006). Se sabe que los compuestos fendlicos son considerados excelentes
compuestos antioxidantes debido a la localizacion de sus grupos OH en el anillo
A y B de la molécula (Rice-Evans y cols., 1996) Romero y cols. (2008)
evaluaron la capacidad antioxidante de 4 estandares de las antocianinas 3-
glucosido, de los cuales obtuvieron valores TEAC de 1.37, 1.73, 1.89 y 6.99 mM
para Mv, Pn, Cy y Df respectivamente. El valor de Pt no fue evaluado en el
articulo. Se observa que la Mv y Pn 3-glucoésido tiene el valor TEAC mas bajo
comparado con las demas antocianinas, debido a su estructura. En el caso de
nuestro estudio, la Pn fue la antocianina mayoritaria en los extractos de bayas
tratadas con Ethrel® y 2.5 mg/mL de OGA'’s. Esta antocianina posee un hidroxilo
y un metoxilo en el anillo B de la molécula. Asi mismo la Mv, segunda
antocianina mayoritaria en bayas tratadas con 2.5 mg/mL de OGA’s, posee 3
sustituyentes metoxilados en el anillo B de su estructura, ocasionado una baja
actividad para reducir al radical ABTS™, contribuyendo poco a la capacidad

antioxidante total.

Leguizamdn (2006) sefala que el patrén de metoxilacion del anillo B influye
sobre la capacidad antioxidante, ya que pueden interconvertirse en compuestos
con menor actividad. Ademas, las moléculas de antocianinas, al estar
glucosiladas en el carbono 3 muestran una disminucién en su capacidad
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antioxidante, comparando con su forma agliconada (Apak y cols., 2007;
Kahkonen y cols., 2003). Esto es debido a que puede existir un impedimento
estérico conferido por los azucares (De Lima y cols., 2007). Es por esto que se
puede mostrar una baja relacion entre la capacidad antioxidante y las

antocianinas.

Se ha demostrado que las antocianinas aportan capacidad antioxidante
debido a su estructura que permite la deslocalizacion de electrones o donacién
de sus hidrégenos para estabilizar a los radicales libres (Rice-Evans y cols.,
1996). No obstante, la capacidad antioxidante total que confieren las uvas esta
dada por la contribucién de otros compuestos ademas de las antocianinas,

entre los que se destacan los compuestos fendlicos.

Por lo anterior, se realizd6 una correlacion entre los valores de TEAC con
fenoles totales (FT) y antocianinas (AT), para inferir cuales compuestos
atribuyeron mayor capacidad antioxidante asi como la relacién que existe entre
la actividad antioxidante con el color (CIRG) del fruto en este estudio. El analisis
presentd una correlacién negativa alta entre las variables del color con la
capacidad antioxidante (r=-0.91, p<0.05), lo cual coincide con lo reportado por
Leguizamon (2006) al encontrar una correlacion negativa (r=-0.61) entre esas
variables. Esto nos indica que cuando las bayas empezaron a incrementar su
coloracion, la capacidad antioxidante fue disminuyendo, demostrando que una
buena coloracion del fruto no necesariamente aportara mejor capacidad

antioxidante.

En cuanto a la correlacion que existe entre AT y TEAC, la tendencia mostré
ser negativa (r=-0.67, p<0.05), concordando con lo obtenido en la correlacion
con CIRG. Existen otros compuestos que imparten mayor capacidad
antioxidante que no necesariamente estan relacionados con la madurez del
fruto y su coloracién. En el estudio realizado por Leguizamén (2006) en donde

obtuvieron una r=-0.91 en la relacibn de antocianinas con capacidad
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antioxidante, sugieren que las antocianinas al actuar como antioxidantes
pierden su color, por consiguiente una relacion negativa. No obstante, en
nuestro estudio, las bayas tratadas con Ethrel® y 2.5 mg/mL de OGA'’s a pesar
de haber acumulado un mayor contenido de antocianinas en el epicarpio
(p<0.05), presentaron los valores TEAC mas bajos en este estudio.
Posiblemente estos dos Ultimos tratamientos indujeron la sintesis de otros

flavonoides con menor capacidad antioxidante.

Es posible que las uvas tratadas con OGA'’s a concentraciones de 1.5y 2.0
mg/mL estimularan otras rutas de sintesis de acidos fendlicos, generando asi
productos con mayor capacidad antioxidantes que las antocianinas. Por esta
razén se analizé la relacion entre las variables de TEAC con FT en donde se
obtuvo una correlacién altamente significativa (r=0.95, p<0.05). Leguizamén
(2006) reporta una correlacion baja (r=0.69) de los valores de TEAC con FT,
comparado a nuestro estudio. Esto nos indica que existen compuestos fendlicos
con mayor capacidad antioxidante y a parte de las antocianinas, que estén

ejerciendo esa correlacion mayor, en uvas tratadas previamente con OGA'’s.

La capacidad antioxidante no es proporcionada solamente por un tipo de
compuesto, mas bien es un efecto provocado por la accidén en conjunto de cada
uno de los antioxidantes presentes en el fruto que podrian generar una
respuesta sinérgica que incremente su actividad antioxidante (Kuskoski y cols.,
2005). Es posible que la aplicacion de los OGA’s pudiera mantener un
contenido alto de algunos compuestos fendlicos con mayor capacidad
antioxidante en el epicarpio de las uvas (comparados con las tratadas con

Ethrel® y las testigo) e influir en su incremento.
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Inactivacion del Radical DPPH

Se analizaron los extractos de epicarpio de las bayas sin tratamiento (al dia
inicial) a la concentracion de 0.25 g/mL al dia inicial, obteniendo una
inactivacion del radical DPPH" alrededor del 91.4%. Posteriormente se calculd
la concentracion a la cual se inhibe el radical al 50% (ECsp). ElI EC5o de los
extractos de epicarpio al dia inicial fue 0.019 g/mL, en base a esta
concentracion se llevé a cabo las dilucion de los extractos de epicarpio a los 15
dias posteriores a la aplicacion y se evalué la variacion del % de inhibicién del

radical.

En la figura 12, se presentan los resultados de inhibicion del radical DPPH’
por extractos de epicarpio de las bayas de 15 dias después de la aplicacion de
los tratamientos a la concentracion de 0.019 g/mL a los 15 dias después de la
aplicacion de los tratamientos. Se observdé una disminucion en el % de
inhibicién en todos los tratamientos comparando con el dia inicial. No obstante,
la disminucion result6 menor para las bayas tratadas con OGA’s a

concentracion baja e intermedia (1.5 y 2.0 mg/mL).

Las bayas tratadas con 1.5 mg/mL de OGA’s presentaron un % de
inhibicion mas elevado en comparacion con las bayas testigo, presentando una
capacidad antioxidante significativamente superior en comparacion con el resto
de los tratamientos. En las uvas tratadas con 2.0 mg/mL de OGA’s que
presentaron un 28.91% de inhibiciobn mostraron una tendencia similar en el
analisis de TEAC teniendo un valor de 3.9 mmoles ET/100 g de PF. Las uvas
tratadas con Ethrel® presentaron porcentajes de inhibicién del radical mas
bajos, misma tendencia presentada en el contenido de fenoles asi como en el
analisis de TEAC. No se observaron diferencias significativas en el % de
inhibicion del radical entre las bayas tratadas con 2.5 mg/mL de OGA’s, Ethrel®

y las testigo.
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Figura 12. Porcentaje de inhibicion del radical DPPH’ por efecto de los
extractos de epicarpio de uva [0.0193 g/mL] en cultivar ‘Flame Seedless’
15 dias después de la aplicacion (15 DDA) de los tratamientos: Testigo-
Agua (T), Ethrel® 0.5mg/mL (ET), OGA’s 1.5mg/mL (OG 1.5), OGA’s
2.0mg/mL (OG 2.0) y OGA’s 2.5 mg/mL (OG 2.5). Barras con literales
diferentes indican diferencias significativas a p<0.05.
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La disminucion en la capacidad antioxidante en los frutos ocurre de manera
natural por efecto de la maduracion, disminuyendo el contenido de fenoles e
incrementando la formacion de antocianinas (Leguizamén, 2006). Coincidiendo
con los resultados de este trabajo, observando que a la concentracion del ECsg
(0.019 g/mL), las bayas disminuyeron su actividad antioxidante por efecto de la
maduracion. Sin embargo, los tratamientos de OGA'’s inhibieron el radical en un
% mayor que el testigo, destacando el tratamiento de 1.5 mg/mL de OGA’s que
estabilizaron al radical en un 31.90%. En un trabajo realizado en uvas cv. ‘Red
Globe’ se obtuvo un ECso (0.00024 g/mL) menor al obtenido en el presente
estudio para el cv. ‘Flame Seedless’, lo que refleja una capacidad antioxidante
mayor. La variedad de uva ‘Red Globe’, presenta una capacidad antioxidante
mas elevada debido a que contienen un mayor contenido de fenoles totales en

comparacion con el cv. ‘Flame Seedless’ (Molina-Quijada y cols., 2010).

Por otro lado se sabe que las antocianinas contribuyen de cierta forma al
aporte de la capacidad antioxidante de los frutos y dependiendo de su
estructura, sera el modo de actuar sobre los radicales. Kédhkénen y Heinonen
(2003), midieron los % de inhibicién del radical DPPH" a diversos estandares de
antocianinas y sus agliconas. Estos autores reportaron para Pt, Mv y Pn un
porcentaje de inhibicion de 23, 26 y 26 respectivamente, mostrando ser mas
bajos que Cy y Df con una inhibicion del 32 y 42 % respectivamente. En lo que
respecta a nuestro estudio, los tratamientos como Ethrel® y OGA’s a 2.5 mg/mL,
gue acumularon un contenido mayor de antocianinas con sustituyentes
metoxilados en el carbono 3’ y 5’ del anillo B (Mv y Pn), mostraron menor poder
antioxidante. Mientras que en las bayas tratadas con 1.5 mg/mL se reportd una
mayor capacidad antioxidante, las cuales acumularon en mayor porcentaje a Cy

y Pn.

Sin embargo, la correlacion de los % de inhibicién del radical DPPH con el

contenido de antocianinas mostro ser negativa (r=-0.60, p<0.05) al igual que la
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obtenida con los valores de TEAC (r=-0.67, p<0.05). Asi mismo, se obtuvo una
correlacion negativa (r=-0.96, p<0.05) con el indice CIRG. Kallithrakaa y cols.
(2005) obtuvieron en variedades de uva para vino, una correlacién baja y no
significativa (r=0.0724, p=0.05) en el contenido de antocianinas totales con la
actividad del radical DPPH. Ellos sugirieron esa baja correlacién a que existen
otros compuestos con poder antioxidante mayor que las antocianinas, como
flavanoles, flavonoles o proantocianidinas. En nuestro estudio, la correlacion
mayor de la capacidad antioxidante, fue dada por el contenido de fenoles
totales, dando una r=0.93 (p<0.05), sugiriendo que otros compuestos fendlicos,
contribuyeron en mayor medida a la capacidad antioxidante que las

antocianinas.

Es importante resaltar que a pesar de la correlacion inversa que se obtuvo
en este estudio, entre las variables de antocianinas con la capacidad
antioxidante, las antocianinas contribuyen con la actividad antioxidante, al ser
participes de secuestrar radicales libres o donar hidrogenos. Pero, debido a
factores externos como los excesos de temperatura, pueden influir en la
capacidad antioxidante de las antocianinas debido a que intervienen en su
sintesis y acumulacion (Mori y cols., 2005). Leguizamon (2006) reportd que la
capacidad antioxidante en el epicarpio de cv. ‘Flame Seedless’ esta relacionada
(R?=0.72) a las bajas temperaturas de los racimos. Esto debido a que las
temperaturas mayores a 35 °C aumentan la tasa respiratoria del fruto
provocando la pérdida del azucar de la antocianina, haciendo que se degrade y
sirva de sustrato a peroxidasas, obteniendo una baja contribucion a su actividad
antioxidante (Leguizamén, 2006). En relacibn a nuestro estudio, las
temperaturas maximas oscilaron alrededor de 36 °C, provocando que se
obtuvieran una relacion menor de las antocianinas con la capacidad

antioxidante a las que comunmente se reporta en uvas de mesa.
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Los resultados de inhibicion del radical DPPH’ obtenidos hasta el momento
concuerdan con los obtenidos anteriormente de fenoles totales y de TEAC, al
presentarse la misma tendencia de los datos. Con esto se demuestra que los
tratamientos de OGA’s a concentraciones de 1.5 mg/mL inducen compuestos
gue contribuyen o mantienen la capacidad antioxidante del fruto, debido a que
se obtuvieron porcentajes de inhibicion mayores a los encontrados en frutos
tratados con Ethrel® y en los frutos testigo. En este contexto el contenido de
fenoles totales tuvo un mayor impacto sobre la capacidad antioxidante de los
frutos en general que las antocianinas. Considerando que los frutos tratados
con OGA’s mantuvieron niveles mas altos de fenoles al final del estudio esto se

reflejo en una mayor capacidad antioxidante.

Como se pudo observar cada compuesto fendlico, ya sean acidos fendlicos,
flavonoides o antocianinas contribuyen en conjunto a la capacidad antioxidante
total de los frutos (De Beer y cols., 2006; Kalt y cols., 1999;). Kuskoski y cols.
(2005) sefialan que existe una correlacibn mayor en la capacidad antioxidante
con el contenido de fenoles en frutos que son ricos en antocianinas. Es por esto
gue el empleo de tratamientos con OGA’s aparte de aumentar el color a las
uvas, puedan aportar frutos con mayor capacidad antioxidante debido al
incremento en la acumulacion de antocianinas y a mantener el contenido de

otros compuestos fendlicos que aportan a la accidon antioxidante.
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CONCLUSION

La aplicacion de una mezcla de oligogalacturénidos con grado de
polimerizacion de 2 a 20 al inicio del envero de las bayas de vid de mesa del cv.
‘Flame Seedlees’, promueve la acumulacién de antocianinas y fenoles en el
epicarpio de las bayas y la induccion de color. La capacidad antioxidante de las
bayas de uva de mesa cv. ‘Flame Seedlees’ se incremento por la aplicacion de
OGA'’s y podria ser atribuida mayoritariamente a la presencia de compuestos

fendlicos diferentes a las antocianinas individuales que fueron cuantificadas.
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