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Estudio de la composicion polifendlica de pepitas de uvas de la variedad Monastrell, sometidas a
distintas condiciones de riego

Resumen

Distintas estrategias de riego llevadas a cabo durante el periodo de maduracidn sobre uvas de la
variedad Monastrell han sido evaluadas a fin de encontrar los efectos que provocan diferentes
niveles de agua suministrada y diferentes composiciones de sales minerales sobre la composicion
polifendlica de las pepitas y las caracteristicas del grano. Posteriormente a la vendimia, se
realizaron diferentes determinaciones en las bayas y los extractos de sus pepitas y se analizaron
estadisticamente, obteniéndose el peso de las 100 bayas, el peso de las pepitas de las 100 bayas, la
concentracion de taninos condensados totales, la concentracion de catequinas y el indice de
polifenoles totales. Ademas, mediante técnicas HPLC se llevd a cabo el analisis y cuantificacion
del grado medio de polimerizacion de taninos condensados. Todo ello para establecer la influencia
de las estrategias sobre la composicidn polifendlica de las pepitas.

Palabras clave: pepitas, taninos, catequinas, riego, Monastrell, HPLC

Resum

Distintes estratégies de reg portades a terme durant el periode de maduracié sobre raim de la
varietat Monastrell han sigut evaluades a fi de trobar els efectes que provoquen diferents nivells
d’aigua suministrada i diferents composicions de sals minerals sobre la composicié polifenolica de
les llavors i de les caracteristiques del gra. Posteriorment a la verema, es realitzaren diferents
determinacions en les baies i els extractes de les llavors i s’analitzaren estadisticament , obtenint-se
el pes de les 100 baies, el pes de les llavors i la concentracié de tanins condensats totals, la
concentracié de catequines i I’index de polifenols totals. Ademés, mitjancant tecniques HPLC es
va portar a terme 1’analisi i quantificacié del grau mitja de polimeritzacid de tanins condensats. Tot
aixo per tal d’establir la influéncia de les estratégies sobre la composicio polifendlica de les llavors.

Paraules clau: llavors, tanins, catequines, reg, Monastrell, HPLC

Abstract

Different irrigation strategies carried out during the ripening period on grapes of the Monastrell
variety have been evaluated in order to find the effects that cause different levels of water supplied
and different compositions of mineral salts on the polyphenolic composition of the seeds and the
characteristics of grain. After the harvest, different determinations were made on the berries and the
extracts of their seeds and were analyzed statistically, obtaining the weight of the 100 berries, the
weight of the seeds of the 100 berries, the concentration of catechins, the concentration of total
condensed tannins and the total polyphenol index. In addition, the analysis and quantification of the
average degree of polymerization of condensed tannins have been carried out using HPLC
techniques. All this to establish the influence of the strategies on the polyphenolic composition of
the seeds.

Keywords: seeds, tannins, catechins, irrigation, Monastrell, HPLC
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1.INTRODUCCION

1.1. El cultivo de la vid

La actividad vitivinicola tuvo su origen hace mas de 5.000 afios a.C. en Oriente Medio y en el
sector més Oriental del Mar Mediterraneo. En estas zonas se desarrollaba una agricultura muy
favorable gracias al clima Mediterrneo cultivandose los tres productos bésicos: trigo, vid y olivo
(Unwin, 2001).

Con el avance de los diferentes pueblos que habitaban el Mediterraneo, al igual que sus tradiciones,
cultura y arquitectura, se fueron trasladando sus costumbres y con ello el consumo del vino. De esta
forma los vifiedos penetraron en la Galia, en la Peninsula Ibérica y en el resto de Europa. En un
primer momento se localizaron cerca de las zonas costeras y de los rios ya que de esta forma su
transporte era mas facil y més barato, y permitio establecer rutas comerciales entre diferentes
territorios. Asi comenz0 la existencia de una actividad vitivinicola que se ha ido consolidando con
el paso de los afios constituyendo un factor clave en el tejido econémico del medio rural de muchos
municipios europeos, pero sobre de todo de tres paises: Francia, Italia y Espafia (Fernandez, 2013).

Actualmente, segun la Organizacion Internacional de la Vifiay el Vino (O1V) la viticultura es muy
importante a nivel mundial, y en relacion con los datos presentados en 2016 la superficie viticola
mundial se sitla en 7.500.000 hectareas, donde cinco paises suponen el 50% de la superficie
mundial de vifiedo: Espafa (13%), China (11%), Francia (10%), Italia (9%) y Turquia (6%) (OIV,
2017).

Los datos de a OIV muestran una produccion mundial de uva de 75,8 millones de toneladas en
2016, de las cuales el 39% del total se producen en Europa, el 34% en Asia y el 18% en América,
que incluye tanto la produccion de uvas de vinificacion como las uvas de mesa y las uvas pasas. En
2015, de los 73,5 millones de toneladas de uvas, 39,6 millones fueron uvas de vinificacion,
mientras que los 33,9 millones restantes fueron uvas de mesa y pasas. La produccién mundial de
vino (sin incluir el mosto), se estima en 2016 en 267 millones de hectolitros. Italia se mantiene en
2016 como el primer productor mundial de vino, con 50,9 millones de hectolitros, seguido de
Francia con 43,5 millones de hectolitros y de Espafia, con 39,3 millones de hectolitros (O1V, 2017).

Espafia contiene 951.693 hectareas plantadas en todas sus comunidades auténomas siendo Castilla
La Mancha la principal region productora con mas de un 60% del total, seguida de Extremadura,
Catalufia y Valencia (FEV, 2018).

1.2. Variedad Monastrell

Es la tercera variedad mas plantada en el territorio espafiol con presencia significativa en el Este y
Sur este de nuestro pais y la segunda en importancia después del tempranillo en lo que se refiere a
uva tinta.
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Su sabor varia en funcion de la zona y aungue los mas conocidos provienen del sur de Francia, se
ha ido extendiendo en Bandol, Australia, California o el Rdédano, debido al clima céalido que
requiere para su perfecta maduracion. En cuanto a Espafia Jumilla, Bullas, Yecla en Murcia y
Alicante y el Ampurdan son sus zonas de cultivo (Martinez y Medina, 2008).

Sus racimos son pequefios y bastante compactos, con bayas esféricas y de tamafio mediano, de
oscura coloracién y gran rigqueza en azUcares y en otros componentes nobles del extracto. Es una
variedad de gran rusticidad, elevada resistencia a la sequia y necesita buena insolaciéon (Juarez et
al., 2008)

El vino tinto joven Monastrell es de color rubi intenso con tonalidades violetas. Su alta capacidad
oxidativa produce vinos con una buena graduacion alcoholica, ligeramente secos y carnosos.
También es una variedad con la que se elaboran buenos vinos rancios dulces.

1.3. Composicidn polifendlica de la uva tinta

Los compuestos fendlicos son los metabolitos secundarios mas abundantes presentes en el reino
vegetal. Poseen una estructura caracteristica formada por un anillo aromatico de benceno con uno o
mas grupos hidroxilos sustituyentes (Weisshaar y Jenkins, 1998).

Su importancia en enologia es muy significativa ya que estan presentes en las uvas y su funcion es
esencial en los factores que determinan las propiedades sensoriales del vino al ser responsables de
sus propiedades organolépticas mas importantes como el aroma, color, sabor, amargura o
astringencia (Scalbert, 1993). Los compuestos polifenélicos de la uva se encuentran en la piel,
especialmente en las células epidérmicas y en las pepitas siendo su concentracion baja en la pulpa 'y
el raspén (Hidalgo et al., 2004).

Estos compuestos se agrupan segin su estructura quimica en dos grandes grupos: fenoles
flavonoides y fenoles no flavonoides. Los flavonoides se caracterizan por presentar dos anillos de 6
carbonos unidos por un heterociclo central de 3 carbonos (C6-C3-C6). Dentro de este grupo los
flavonoles y los antocianos son los componentes con una mayor relevancia.

Los flavonoles o taninos condensados estan presentes en hollejos y semillas y su importancia radica
en el amargor y astringencia que proporcionan al vino. Tienen como base la (+) catequina, la (-)
epicatequina la (-)-epicatequina-3-O-galato o la epigalocatequina y el numero de unidades
determinan el tamafio del tanino (Kennedy y Jones, 2001). Las estructuras de los mondémeros que
conforman los taninos aparecen en la Figura 1. Su tamafio es directamente proporcional a la
intensidad de la astringencia, pero inversamente proporcional a la intensidad del amargor, siendo el
tanino mé&s astringente pero menos amargo a medida que aumenta su tamafio hasta alcanzar un
tamafio en el que no son solubles por lo que las proteinas de la saliva no reaccionan y dejan de
producir la sensacion de astringencia. (Pefia, 2009).
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Figura 1. Estructura de los mondémeros que conforman los taninos

Los antocianos son pigmentos naturales responsables del color rojizo de uvas y vinos se encuentran
en los hollejos y de forma excepcional en el mesocarpio de variedades tintoreras. Son 3- glucésidos
y tienen como base 5 gliconas que difieren en su patrén de sustitucion en el anillo B (Francis,
1989).

Por otro lado, el grupo de los no flavonoides se caracterizan por presentar sélo un anillo de 6
carbonos (C6). Dentro de este grupo destacan los acidos benzoicos (C6-C1) como el acido galico o
el acido catecol, y los acidos cindmicos (C6-C3) como el &cido cafeico, el 4cido p-cumarico vy el
acido ferdlico. La relevancia de los acidos benzoicos reside en su relacion con el gusto amargo de
los vinos. A su vez, los acidos cindmicos resultan importantes por su relacién con el pardeamiento
y de forma menos notable por su participacion en el gusto amargo (Pefia, 2009).

1.4. Influencia de la cantidad de agua suministrada a los vifiedos y su
composicion en sales minerales sobre los granos de uva, la
produccién y la composicidn y sintesis de compuestos polifendlicos

El agua y los nutrientes son requisitos basicos para el crecimiento de plantas y el rendimiento, el
suministro de agua de la hoja constituye la limitacion abrumadora tanto en la productividad de la
planta como en la calidad de la uva (Kramer y Boyer, 1995)

Cuando se hace referencia a la calidad de la uva, se habla de un concepto complejo que engloba
principalmente la composicion quimica de las bayas, donde se incluyen &cidos, azlcares y
compuestos polifendlicos y aromaticos (Lund y Bohlmann, 2006). La composicion y la
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concentracién de estos compuestos quimicos cambian a lo largo de las distintas fases del desarrollo
de las bayas y se ven afectadas por diversos factores ambientales y enddgenos o por las técnicas de
cultivo utilizadas (Jackson y Lombard, 1993; Dai et al., 2011).

Una gran proporcién de vifiedos estan situados en regiones con sequia estacional (por ejemplo, el
clima del tipo mediterraneo) donde el suelo y la atmdsfera presentan déficits de agua que, junto con
las altas temperaturas, ejercen grandes limitaciones en el rendimiento y la calidad. En los Gltimos
afios, las temperaturas y el nimero de dias secos por afio se han incrementado en el sur de Europa
(Luterbacher et al., 2006). Esta tendencia es probable que aumente en el futuro, de acuerdo con los
escenarios de cambio global (Petit et al., 1999; Miranda et al., 2006). Esto tendra un impacto en la
viticultura (Schultz, 2000), haciendo que los viticultores tengan que establecer nuevos enfoques
para la gestion del riego teniendo que reducir tanto el consumo de agua como los efectos
ambientales perjudiciales de las practicas agricolas actuales.

En determinadas zonas, como en la costa mediterranea, reutilizar el agua se considera una solucion
rentable para la agricultura, ya que se reduce el volumen de agua utilizado y se proporciona una
solucion adaptable al cambio climético (Costa et al., 2016).

Actualmente, las dos herramientas de riego mas importantes, basadas en conocimientos fisioldgicos
de la vid y la respuesta al estrés hidrico, son el riego deficitario controlado (RDI) y el secado
parcial de raices (PRD).

En el régimen de riego deficitario (RDI) la entrada de agua se elimina o se reduce durante periodos
especificos del ciclo de cultivo, mejorando el control de vigor vegetativo, para optimizar el tamafio
del fruto, fecundidad y calidad de la fruta (Chalmers et al., 1986; Alegre et al., 1999; Secoet al.,
2001). Sin embargo, esta técnica necesita un control de la aplicacién de agua, que se dificulta a la
hora de ponerlo en practica. Los vifiedos bajo condiciones mediterraneas proporcionan a los
viticultores un mayor control sobre el estado del agua disponible facilitando la implementacion de
este tipo de riego (Williams y Matthews, 1990).

El estrés hidrico leve provocado puede reducir el vigor de la planta y la competencia por los
hidratos de carbono (Matthews y Anderson, 1988 y 1989). El tamafio mas pequefio de las bayas de
las uvas producido por la limitacién de agua disponible mejora la calidad de la fruta como resultado
del aumento del grosor de la piel a proporcion de la pulpa ya que como se ha hecho referencia en el
apartado anterior, los compuestos polifendlicos se encuentran en la piel (McCarthy, 1997). Los
polifenoles son sintetizados por una ruta biosintética que viene regulada por las practicas de riego y
por factores bioticos y abioticos (Kennedy y Cohen, 2010). Hay estudios que indican que el déficit
hidrico efectivamente regula la biosintesis de las antocianinas y taninos (Castellarin y Di Gaspero,
2007), dejando claro asi, que el riego suministrado al vifiedo afecta a la acumulacion de
compuestos polifendlicos que se encuentran en la piel de la baya. Por el contrario, si se aplica agua
en exceso se puede reducir el contenido de color, riqueza polifendlica y azlcar y producir
desequilibrios de acidez (Bravdo et al., 1985; Matthews et al., 1990; Esteban et al., 2001).

La magnitud de los efectos del riego deficitario y la respuesta de la vid al estrés hidrico depende del
periodo fenoldgico en el que se aplique, la cantidad de agua suministrada, la variedad de uva, las
condiciones ambientales y de otras précticas de cultivo asociadas al aporte de riego (Matthews et
al., 1987, Medrano et al., 2003).

10



Estudio de la composicion polifendlica de pepitas de uvas de la variedad Monastrell, sometidas a
distintas condiciones de riego

El secado parcial de raices (PRD) es una nueva técnica de riego que requiere aproximadamente que
la mitad del sistema radicular de la vid se mantenga en un estado de secano mientras que el resto
del sistema radicular se mantenga en regadio. Las raices en regadio son las responsables de
mantener un estado de agua de la planta favorable, mientras que las raices en secano sintetizaran
sefiales quimicas que seran transportadas a las hojas haciendo que se produzca un crecimiento de
los estomas provocando un aumento en la eficacia a la hora de emplear el agua (Loveys, 1984).
Esta técnica de riego no fue aplicada en el estudio.

El incremento en la salinizacion de los suelos supone una seria amenaza para el cultivo de la vid
corriendo un mayor riesgo los vifiedos de riego deficitario frente al resto de vifiedos de regadio,
debido a las sales contenidas en el agua suministrada (Keller, 2010). Este incremento de sales
solubles genera un efecto osmotico que produce sequia en la planta y un efecto toxico, provocando
efectos perjudiciales en el crecimiento de la planta (Marschner, 1986). En el caso de la
composicién de las bayas, el efecto de la salinidad parece depender tanto de la variedad como del
momento de aplicacion en la temporada de crecimiento. Se deben llevar a cabo précticas
agrondmicas que minimicen el impacto sobre la composicion de las bayas y favorezcan un correcto
desarrollo.

Para concluir indicar que es de suma importancia estudiar el impacto del volumen de agua y de la
salinidad empleados en el de plan de riego establecido, el cuédl va a condicionar el posterior
rendimiento de la vid y la calidad de las uvas.

2. Objetivos

El presente estudio tiene como objetivo evaluar la composicion fendlica de pepitas de uvas de la
variedad Monastrell, sometidas a distintos tratamientos de riego que se han llevado a cabo desde la
floracion o desde el envero, en los cuales se ha variado la cantidad de agua y su concentracion de
sales, y asi poder determinar su influencia sobre la composicion fendlica: concentracion y
estructura de los taninos.
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3. Plan de trabajo

El experimento consisti6 en aplicar 6 estrategias de riego (denominadas como T1, T2, T3, T4, T5,
y T6) con distintas cantidades de agua de diferente calidad sobre un vifiedo en Fuente Alamo. Para
ello se dividi6 la parcela en 4 zonas, las cuales a su vez se subdividieron en 6 sectores de riego, uno
para cada tratamiento, que integraban 192 cepas cada uno (en la Figura 2 se contempla la
disposicién de la parcela en estudio).
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Figura 2. Distribucion de los tratamientos Ilevados a cabo en el vifiedo

Primeramente, las instalaciones fueron modificadas para disponer de manera independiente de los
diferentes tratamientos. La finca disponia de una red de riego con un gotero por metro de tuberia.
Cada tratamiento se dispuso en 4 filas de 10 cepas cada una, habiendo una repeticién de cada
tratamiento en las 4 zonas establecidas. Por lo que el ensayo quedd formado por 28 filas en las
cuales habia 1152 cepas en una superficie de 5184 m?. Ulteriormente se llevé a cabo la vendimia de
los racimos de uva y el muestreo correspondiente para llevar a cabo el estudio.

Con la aplicacion de los diferentes tratamientos (explicados en la Tabla 1) se busca simular las
condiciones que posiblemente en un futuro proximo, tengan que soportar los cultivos de la vid
debido a las limitaciones provocadas por el cambio climatico. Estas limitaciones son
principalmente la disminucién de la disponibilidad de agua y el incremento de la salinidad de los
suelos que, en el caso que no se encuentren practicas agronémicas que puedan subsanarlas, podrian
tener un impacto negativo sobre el desarrollo y la calidad de los cultivos y la calidad.

Para evaluar la disponibilidad de agua se plantearon 3 situaciones: un régimen de secano en el que
no se aplica ningdn tipo de riego, un régimen de riego moderado en el que se suministra mayor
cantidad de agua debido a que el periodo de aplicacion de agua se distribuye a partir de la
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floracién, y por altimo un régimen de riego deficitario en el que se suministra menor cantidad de
agua debido el periodo de aplicacion de agua se distribuye a partir del envero. Para el estudio de la
creciente salinidad de los suelos se adicionaron al agua de riego sulfatos y cloruro basico
obteniendo 3 tipos de agua: agua de riego de buena calidad que no provocaba efecto osmético,
agua de riego con una conductividad eléctrica de 4,0 dS/m de sulfato basico y por ultimo agua de
riego con una conductividad eléctrica de 4,0 dS/m de cloruro basico. Combinando las diferentes
condiciones se plantearon 6 tratamientos diferentes:

Tabla 1. Descripcion de los tratamientos aplicados en el estudio.

CANTIDAD DE AGUA

SALINIDAD DEL AGUA.

del periodo de envero

3 z
TRATAMIENTO | mm SUMINISTRADA EFECTO OSMOTICO
T1 0 Secano, sin riego
Riego moderado distribuido a partir | Agua de “buena calidad”. Sin
T2 1114 ! .
de la floracién efecto osmotico
. C .| Agua con una conductividad
T3 114.3 Riego moderado dIStI‘I_bIUIdO a partir eléctrica (CE) de 4,0 dS/m de
de la floracion o
sulfato basico
. o .| Agua con una conductividad
T4 115 Riego moderado dIStI’I.b,UIdO a partir eléctrica (CE) de 4,0 dS/m de
de la floracién L
cloruro basico
. T .| Agua con una conductividad
Riego deficitario distribuido a partir e
T5 82,1 del periodo de envero eléctrica (CE) de,4_,0 dS/m de
sulfato basico
. o .| Agua con una conductividad
T6 81.2 Riego deficitario distribuido a partir eléctrica (CE) de 4,0 dS/m de

cloruro basico
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4. Materiales y métodos

4.1. Caracteristicas de la parcela de estudio

El vifiedo sobre el que se realizo el estudio se encuentra en el término municipal de Fuente Alamo
(Albacete) siendo sus coordenadas geograficas 38° 43 43,3 Norte y 1° 28” 12,6 Oeste. El
terreno esté situado a una altitud de 820 m con una pendiente media del 5%. La plantacion abarca
una superficie de 1,147 hectareas. En la Figura 3 se muestra la situacion geografica de la parcela.

Figura 3. Instantanea aérea de la parcela de estudio

Las cepas del vifiedo son de la variedad Monastrell y fueron plantadas en 2007. La distancia entre
las calles es de 3 metros habiendo 1,5 metros entre cepas, aproximadamente 2.222 cepas por
hectarea. Las filas estan orientadas en el sentido Norte-Sur. El sistema de conduccion consta de un
cordon doble. En la Figura 4 se muestra una cepa perteneciente al estudio.

Figura 4. Instantanea de una de las cepas de la parcela de estudio.
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4.2. Obtencion del extracto a partir de las pepitas de las bayas

En primer lugar, se descongelaron las muestras para facilitar su posterior procesado. Una vez
descongeladas, se contaron y se pesaron 100 bayas de cada muestra, 50 bayas por duplicado, para
obtener su peso promedio y se separaron las pepitas de los hollejos y de la pulpa con la ayuda de
una espatula sobre una placa Petri. A continuacién, se obtuvo el peso total de las pepitas contenidas
por las bayas y se tomaron 3 g de pepitas que se lavaron con agua destilada para eliminar azlcares
y se introdujeron en un tubo de centrifuga conico con 50 mL una solucién acetona:agua (2:1).

Para su maceracion fueron sometidas a una agitacion horizontal en oscuridad durante 24 horas a 75
rpm y a temperatura ambiente (25°C). Posteriormente el contenido se transfirié a un matraz balén
utilizando lana de vidrio como filtro y se elimind la acetona con un rotavapor a 35°C. El extracto
resultante se llevé a un volumen de 20 mL en un Erlenmeyer con agua destilada y se centrifugé a
4000 rpm durante 15 minutos en los tubos comentados anteriormente. Posteriormente, con la ayuda
de una bomba de vacio se hizo pasar el liquido a través de un filtro de 0,45 umy, por ultimo, con el
filtrado obtenido se llenaron dos tubos eppendorf, que se conservaron a 12°C para realizar
posteriormente las determinaciones espectrofomeétricas, congelando el liquido sobrante en flaneras
a -40°C para su posterior liofilizacion durante 24h. El polvo obtenido de la liofilizacion se trasvasé
a un tubo hasta su posterior analisis, protegido en un desecador.

4.3. Determinaciones espectrofotométricas

Para cada extracto obtenido a partir de las pepitas se llevaron a cabo las siguientes determinaciones
analiticas leyéndose cada una de las muestras por cuadruplicado: indice de polifenoles totales
(IPT), taninos condensados totales y catequinas.

Para las determinaciones, se empled un espectrofotdmetro de doble haz, JASCO V-630 UV-Visible
(Tokio, Japon).

4.3.1. Determinacion del indice de polifenoles totales (IPT)

El procedimiento consistié en diluir el extracto con un indice de 1:100, en agua destilada e
introducirlo en la cubeta de cuarzo de 10 mm de camino Optico. La lectura de la absorbancia se
realiz6 a 280 nm utilizando el agua destilada como blanco. Se realiz6 a 280 nm porque, a esta
longitud de onda, el nacleo bencénico caracteristico de los compuestos polifendlicos alcanza su
méaximo de absorbancia (Zamora, 2003).

Para calcular el indice se aplicé la siguiente ecuacion:

IPT = A280x 100

[Ea.1]
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4.3.2. Determinacion de taninos condensados totales

Este método consiste en la medicion por colorimetria de las antocianidinas, obtenidas por la
oxidacion de un carbon muy reactivo liberado en medio 4cido y en presencia de calor por ruptura
de los enlaces intermonoméricos de los taninos condensados (Smith, 1981).

El procedimiento consistio en diluir el extracto en agua destilada con un indice 1:50 y
posteriormente introducir 1 mL de la muestra diluida en tubos de ensayo denominados Tubo A 'y
Tubo B. En el tubo A se afiadié 0,5 de agua destilada y 3 mL de HCL (37%). En el tubo B se
afiadio 0,5 mL de agua destilada y 3 mL HCL (37%). Se calent6 el tubo “A” a 90 °C en la estufa
durante 30 minutos tapado con parafilm y protegido de la luz y una vez transcurrido este tiempo se
dej6 atemperar. El tubo “B” se mantuvo a temperatura ambiente protegido de la luz. Una vez el
tubo “A” estuvo atemperado se afiadié 0,5 mL de etanol en ambos tubos y se midi6 la absorbancia
a 550 nm en cubeta de cuarzo de 10 mm de paso Optico.

Una vez realizaba la determinacion de las primeras muestras se observé que los valores de
absorbancia de los tubos B eran muy proximos a O por lo se despreciaron y Unicamente se
prepararon los tubos A. Para calcular la concentracion de taninos condensados se aplico la
siguiente ecuacion.

Ctaninos(g/L) = 19,33 x (AA)

[Eq 2]

4.3.3. Determinacion de catequinas

El método se fundamenta en la capacidad de la vainillina para reaccionar de forma selectiva con las
posiciones seis y ocho de las moléculas de flavanoles, formando un compuesto de adicién que
genera un cromoforo rojo, por eliminacion del agua. Cuanto mas elevado sea el grado de
polimerizacién de los taninos, la reaccion de la vainillina con las procianidinas dara coloraciones
menos intensas, ya que son menores los puntos de ataque libres (Pompei y Peri, 1971).

El procedimiento consistid en diluir el extracto en agua destilada con un indice 1:50 y preparar dos
tubos de ensayo, en el tubo “A” se afiadi6 1,5 mL de muestra diluida, 3 mL de HCI (35%), 1,5 mL
de vainillina y 1,5 mL de alcohol etilico (96%). En el tubo “B” se afiadi6 1,5 mL de muestra
diluida, 3 mL de HCI (35%) y 3 mL de alcohol etilico (96%), sin vainillina. Los tubos A se dejaron
en reposo protegidos de la luz durante 15 min y a continuacién se midi6 la absorbancia de ambos
tubos a 500 nm con una cubeta de 10mm de paso 6ptico.

Para calcular concentracion de catequinas de aplico la siguiente ecuacion:

Ceatequinas(9/L) = [531,35x (AA — AB) x 5] — 1,1033

[Ea 3]
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4.4. Determinacion con cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC)

La determinacion con HPLC se llevo a cabo para estimar el grado medio de polimerizacién de
proantocianidinas de los extractos de las pepitas.

Para la determinacion se utiliz6 un cromatégrafo liquido de alta eficacia (HPLC-DAD) JASCO
serie MD-2010 Plus, (JASCO, Tokyo, Japdén) equipado con un detector Diodo Array LC-Net
[I/ADC (Tokyo, Japdn). La columna cromatografica utilizada fue Gemini NX (Phenomenex,
Torrance, CA), 250 mm x 4,6 mm de 5 um de tamafio de particula.

4.4.1. Estimacion del grado medio de polimerizacién de proantocianidinas

El polvo seco obtenido tras el proceso de liofilizacion se procesd aplicando la reaccion de
floroglucindlisis (Kennedy y Jones, 2001). Se pesaron 5 mg del polvo y se disolvieron en 0,5 mL
de MetOH (100%), a continuacion, se afiadié 0,5 mL de solucién de hidrélisis (HCI 0,2 N en
metanol, 100 g/L de floroglucinol y 20 g/L de acido ascorbico) durante 20 minutos a 50°C. Una vez
cumplido el tiempo, la hidrélisis fue detenida con 2 volimenes de solucion acuosa 200 Mm de
acetato de sodio en agua. Posteriormente, las soluciones fueron filtradas utilizando una membrana
de acetato de celulosa de 0,45 um y colocadas en viales de HPLC.

El andlisis se realizé ocupando una gradiente binaria que consta de 2 fases mdviles donde la fase
movil A es una solucion de &cido acético 1% en agua Mili Q y la fase mdvil B es MetOH (100%)

La elucion fue monitoreada a 280 nm de longitud de onda y las condiciones fueron 5% de B por 10
minutos, un gradiente lineal de 5 a 20% de B en 20 minutos, de 20 a 40% de B en 25 minutos. La
columna se lava finalmente con 90% de B durante 10 minutos y se reequilibra con 5% de B en 5
minutos antes de la siguiente inyeccion.

El grado medio de polimerizacion (mDP) se obtuvo dividiendo la totalidad de las subunidades
identificadas (proantocianidinas terminales y de extension) entre las proantocianidinas terminales.
Para el porcentaje de galoilacion (%G) se dividio la totalidad de proantocianidinas galoiladas entre
la totalidad de las proantocianidinas identificadas, multiplicando por 100. Por dltimo, el peso
molecular promedio (aMW) se determiné a través de la proporcién molar de cada subunidad y del
peso molecular.

4.5. Tratamiento estadistico

Con los datos obtenidos de las determinaciones espectrofotométricas y con los pesos tanto de las
bayas como de las pepitas, se realizé un analisis de varianza (ANOVA) simple en primer lugar
entre los 6 tratamientos (T1, T2, T3, T4, T5, T6) para evaluar su efecto sobre los distintos
parametros analizados. En segundo lugar, para evaluar el efecto de la cantidad de agua
suministrada, se agruparon los tratamientos segin el régimen de riego que aplica: secano (T1),
riego moderado distribuido a partir de la floracion (T2, T3, T4,) y riego deficitario distribuido a
partir del envero (T5, T6). Por ultimo, para evaluar el efecto de la salinidad del agua riego, por lo
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gue se agruparon los tratamientos segun la composicion de las sales adicionadas: agua de buena
calidad sin efecto osmético (T2), agua con una conductividad eléctrica (CE) de 4,0 dS/m de sulfato
bésico (T2, T4) y agua con una conductividad eléctrica (CE) de 4,0 dS/m de cloruro bésico (T3,
T5).

Ademas, se llevd a cabo un andlisis de varianza (ANOVA) multifactorial para estudiar la posible
interaccién entre la cantidad de agua de riego suministrada y la salinidad de la propia agua.

Para ello se utilizd el programa informatico STATGRAPHICS Centurion X64. El nivel de
confianza utilizado fue del 95% utilizando un valor P < 0,05 para detectar posibles diferencias
significativas entre los valores.
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5. Resultados y discusion

5.1. Efecto de los distintos tratamientos sobre el peso de 100 bayas, el
peso de las pepitas de 100 bayas y la composicion del extracto de
pepitas.

Para evaluar el efecto de los tratamientos sobre los distintos parametros se agruparon los resultados
segun el tratamiento aplicado y se llevo a cabo el andlisis estadistico.

La Tabla 2 recoge los resultados obtenidos para los factores “peso 100 bayas” y “peso pepitas 100
bayas”, agrupandolos seglin el tratamiento y mostrando el promedio de las repeticiones realizadas y
su desviacion tipica.

Tabla 2. Promedio y desviacidn tipica del peso de 100 bayas y el peso de las pepitas de 100 bayas segun el tratamiento
aplicado.

Tratamiento Peso 100 bayas (g) | Peso pepitas 100 bayas (g)
T1 Secano 178,46 £ 13,60 a 8,85+ 0,94 b
T2 Riego moderado-Agua de buena calidad 210,13+11,34b 9,66+ 1,06C
T3 Riego moderado-Agua con sulfato bésico 196,56 + 18,30 b 8,85+ 0,66 b
T4 Riego moderado-Agua con cloruro basico 175,36 + 14,34 a 9,12+ 1,43 bc
T5 Riego deficitario-Agua con sulfato basico 178,15+ 28,03 a 8,61+0,39 ab
T6 Riego deficitario-Agua con cloruro basico 166,17 + 33,53 a 8,04+101a
Razén-F 8,67 4,84
Valor-P 0,000 0,001

Letras distintas en la misma columna indican la existencia de diferencias significativas al 95% de nivel de confianza.

Segun los resultados de la Tabla 2 se observan diferencias significativas entre los valores
correspondientes a los diferentes tratamientos para ambos parametros siendo el valor P < 0,05.

La influencia del agua de riego, es clara en lo que se refiere al peso de 100 bayas. Se pueden
establecer claramente dos grupos; el primero de ellos estaria formado por los tratamientos que
reducen la aplicacion de agua, es decir, secano y riego deficitario (T1, T5, T6) y el segundo por los
tratamientos con riego moderado (T2 y T3). Sin embargo, el tratamiento de riego moderado con
sales de cloruro bésico, se comporta mas parecido al tratamiento de secano por que la presencia de
este tipo de sales, produce mucho estrés a la planta. Esto se traduce en que la cantidad de agua
suministrada influye en el peso de las bayas y las pepitas. En cuanto al peso de las pepitas de 100
bayas, los resultados no son tan claros como los obtenidos con el peso de 100 bayas, pero también
se puede observar como el empleo de riego moderado produce un incremento en el peso de las
pepitas (T2 y T4), excepto en el caso de emplear agua con sulfato basico (T3). Los pesos menores,
se consiguen con los tratamientos de riego deficitario y secano (T1, T5y T6).

En las Tablas 3 y 4 estan recogidos los resultados de las determinaciones espectrofotométricas
llevadas a cabo sobre las pepitas, agrupandolos segun el tratamiento y mostrando el promedio de
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las repeticiones realizadas y su desviacién tipica. Cuando se observan los resultados obtenidos en el
tratamiento estadistico, lo primero que Ilama la atencién es la ausencia de diferencias significativas
en la concentracion de taninos expresados en gramo de tanino/gramo de pepita, es decir, la
composicién tanica de las pepitas no difiere por efecto de la cantidad de agua y/o tipo de agua. Las
diferencias que se encuentran entre los tratamientos, estdn mas relacionadas con el peso de las
bayas que con las sintesis de taninos en las pepitas, es por lo que si se encuentran diferencias entre
la concentracion de taninos expresados en mg/g de uva y no entre los expresados en mg/g de
pepita. Sin embrago, si se observan diferencias significativas en la concentracion de taninos
expresados en mg/g de baya debido a que los tratamientos de riego si que producen cambios en los
pesos de las bayas y pepitas.

Tabla 3. Promedio y desviacion tipica de la concentracion de taninos de pepita en uvas y pepitas segun el tratamiento
aplicado.

. Taninos de pepita Taninos
Tratamiento (mg/g uva) (9/g pepita)

T1 Secano 3,80 + 0,66 abc 0,076 + 0,007 a
T2 Riego moderado-Agua de buena calidad 346+£0,75a 0,075+0,016 a
T3 Riego moderado-Agua con sulfato basico 3,16 £1,04a 0,070£0,021 a
T4 Riego moderado-Agua con cloruro basico 4,27 +0,27 bc 0,083 + 0,003 a
T5 Riego deficitario-Agua con sulfato basico 3,72+ 0,24 ab 0,076 + 0,007 a
T6 Riego deficitario-Agua con cloruro basico 450+1.89¢C 0,087 + 0,020 a

Razén-F 3,35 1,83

Valor-P 0,008 0,115

Letras distintas en la misma columna indican la existencia de diferencias significativas al 95% de nivel de confianza.

En el caso de las uvas, el tratamiento que aplica riego deficitario con agua con cloruro basico
presenta la mayor concentracion de taninos (expresado en mg de tanino/g de uva) mientras que el
tratamiento que aplica riego moderado con agua con sulfato basico presenta la concentracion
menor, inversamente proporcional al peso de 100 bayas (Tabla 1). Los valores se incrementan en
los tratamientos que se encuentran en un régimen de secano (T1) y de riego deficitario (T5 y T6)
con respecto a los tratamientos en los que el riego es moderado (T2, T3), a excepcion del
tratamiento con cloruro basico cuyo valor es mayor. En los tratamientos en los que se aplica agua
con cloruro basico (T3, T5) se aprecia un aumento en los valores con respecto a los tratamientos en
los que aplica agua de buena calidad (T2) y agua con cloruro basico (T4, T6). Esto quiere decir
que la salinidad del agua influye en la concentracion de taninos de las uvas.

En el caso de las pepitas, al no presentar los valores de la concentracion de taninos diferencias
significativas entre los diferentes tratamientos se puede indicar que el riego no influye de manera
significativa en la sintesis de taninos en las pepitas. Simplemente se puede observar que los valores
son mayores en los tratamientos en los que se aplica agua con cloruro bésico (T2, T5).
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Tabla 4. Promedio y desviacion tipica de la concentracion de catequinas de pepita en uvas y pepitas e IPT de pepitas

segun el tratamiento aplicado.

Tratamiento Catepqel:;i?:s de Catequinas IPT
(mg/g uva) (mg/g pepita) | extracto pepitas
T1 Secano 0,19+0,03a 11,25+ 0,42 ab 83,35+ 8,95 ab
T2| Riego moderado-Agua de buena calidad 0,17+0,03a 11,92 +2 45 abc | 88,27 + 8,80 abc
T3] Riego moderado-Agua con sulfato basico 0,20+0,02 a 12,68 +2,87bc | 90,42+ 11,25 bc
T4 | Riego moderado-Agua con cloruro basico 0,18 £ 0,04 a 10,57+ 2,88 a 7851+1143a
T5| Riego deficitario-Agua con sulfato basico 0,21+0,03a 11,92+228ab | 83,69+ 1287 ab
T6| Riego deficitario-Agua con cloruro basico 0,24+0,05b 13,59+391¢c 94,63 +9,39¢C
Razon-F 4,1 3,08 2,34
Valor-P 0,002 0,013 0,048

Letras distintas en la misma columna indican la existencia de diferencias significativas al 95% de nivel de confianza.

Atendiendo a los resultados de la Tabla 4 se observan diferencias significativas entre los valores
correspondientes a los diferentes tratamientos en los 3 pardmetros, catequinas expresados en mg/g
de uva 'y mg/g de pepitas e IPT del extracto, siendo el valor P en todos ellos inferior a 0,05.

Con respecto a la concentracion de catequinas en las uvas, el tratamiento que aplica riego
deficitario con agua con cloruro basico presenta la concentracion mas elevada con diferencias
significativas sobre los demas ensayos, mientras que el tratamiento que aplica riego moderado con
agua de buena calidad presenta la concentracién inferior sin diferencias significativas con el resto
de tratamientos. La cantidad de agua aportada influye en la concentracion de las catequinas.

En las pepitas, tanto como para la concentracion de catequinas como para el IPT, el tratamiento que
aplica riego deficitario con agua con cloruro basico presenta los valores mas altos mientras que el
tratamiento que aplica riego moderado con agua de cloruro basico presenta los valores méas bajos.
Los valores aumentan en los tratamientos en los que se aplica riego moderado (T2, T3, T4) y riego
deficitario (T5, T6) con respecto al tratamiento en el que se aplica régimen de secano (T1). Esto
indica que la cantidad de agua de riego afecta a la concentracién de catequinas y al IPT.

5.2. Efecto de la cantidad de agua de riego suministrada sobre el peso de
100 bayas, el peso de las pepitas de 100 bayas y la composicion del
extracto de las pepitas.

Para evaluar el efecto individual de la cantidad de agua de riego suministrada en los distintos
pardmetros se agruparon los resultados de los tratamientos en funcion del régimen de riego
establecido: secano (T1), riego moderado (T2, T3, T4) y riego deficitario (T5, T6), y se llevo a
cabo el andlisis estadistico en un ANOVA simple.

En la Tabla 5 se recogen los pesos de las bayas y de las pepitas reflejando el promedio de todas las
repeticiones realizadas agrupadas por el régimen de riego y acompafiadas de su desviacion tipica.

21




Estudio de la composicion polifendlica de pepitas de uvas de la variedad Monastrell, sometidas a

distintas condiciones de riego
]

Tabla 5. Promedio y desviacion tipica del peso de 100 bayas y el peso de las pepitas de 100 bayas segun la cantidad de
agua de riego aplicada.

Factor Peso 100 bayas (g) Peso pepitas 100 bayas (g)
T1 Secano 178,46 + 13,60 a 8,85+ 0,94 ab
T2,T3,T4| Riego moderado 194,02 +20,14 b 921+1,05b
T5,T6 Riego deficitario 172,16 + 29,32 a 8,33+0,77 a
Razon-F 8,42 7,44
Valor-P 0,000 0,001

Letras distintas en la misma columna indican la existencia de diferencias significativas al 95% de nivel de confianza.

Segun los resultados de la Tabla 5 se observa que hay diferencias significativas entre los valores
correspondientes a las diferentes cantidades de agua suministradas para ambos parametros siendo el
valor P < 0,05.

Tanto el peso de las bayas como el peso de las pepitas alcanzan su valor maximo cuando se aplica
un régimen de riego moderado a partir del periodo de floracién de la vid. Esto nos indica que la
cantidad de agua tiene una influencia en el peso de las bayas y sus pepitas incrementandolo cuanto
mayor es el volumen de agua suministrado, es decir, cuando no se genera un estrés hidrico
considerable (riego moderado) ya que el régimen de secano y el régimen de riego deficitario
presentan valores préximos, siendo incluso mayor el peso en régimen de secano, sin diferencias
significativas con el ensayo de riego deficitario.

Estudios realizados por Matthews et al., en 2016 y Medrano et al., en 1987 indican que la magnitud
de los efectos del riego deficitario y la respuesta de la vid al estrés hidrico dependen del periodo
fenoldgico en el que se aplique y la cantidad de agua suministrada. En relacién con el periodo
fenologico, Keller et al., (2016) hacen referencia a que aportar agua en etapas previas al envero
induce modificaciones metabdlicas importantes en la baya por lo que, al aplicar mayor cantidad de
agua durante la floracion, podria ser la causa del aumento de pesos de bayas y pepitas. En este
sentido McCarthy (1997), observo que la mayor reduccion del peso de la baya al inducir el déficit
hidrico se producia durante el periodo inmediatamente posterior a la floracién en comparacion con
el de las vides bien regadas. Esto podria explicar que los pesos fueran mayores cuando el riego se
distribuye a partir de la floraciéon que cuando se aporta después del envero o en tratamientos de
secano ya que en este periodo la cantidad de agua suministrada es determinante en el desarrollo de
la baya. Por el contrario, Kennedy et al., (2000) indican que el niamero de semillas y su peso no se
ve influenciado por el régimen de riego. El tamafio mas pequefio de las bayas producido por la
limitacion de agua disponible mejora la calidad de la fruta como resultado del aumento de la piel a
proporcion de la pulpa (McCarthy, 1997).

En las Tablas 6 y 7 estan recogidos los resultados de las determinaciones espectrofotométricas
llevadas a cabo sobre el extracto de pepitas, agrupandolos segun el régimen de riego y mostrando el
promedio de las repeticiones realizadas y su desviacion tipica.
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Tabla 6. Promedio y desviacion tipica de la concentracion de taninos de pepita en uvas y pepitas segun la cantidad de
agua de riego aplicada.

Factor Taninos de pepita Taninqs
(mg/g uva) (9/g pepita)
T1 Secano 3,80+0,66 a 0,076 + 0,007 a
T2,T3,T4| Riego moderado 3,64+0,84 a 0,076 £ 0,015 a
T5,T6 Riego deficitario 411+132a 0,082 +£ 0,015 a
Razén-F 1,67 1,07
Valor-P 0,193 0,348

Letras distintas en la misma columna indican la existencia de diferencias significativas al 95% de nivel de confianza.

Atendiendo a los resultados de la Tabla 6 no se observan diferencias significativas en la
concentracion de taninos tanto cuando se expresan en mg/gramo de uva como cuando se expresan
en g/g de pepita siendo el valor P > 0,05.

Esto quiere decir que el régimen de riego no influye de manera significativa en la sintesis de
taninos de pepitas. Simplemente se puede observar que los valores son mayores cuando se aplica
riego deficitario, aunque sin diferencias significativas sobre los demas tratamientos.

Tabla 7. Promedio y desviacion tipica de la concentracion de catequinas de pepita en uvas y pepitas e IPT de pepitas
seguin la cantidad de agua de riego aplicada.

Factor Catiil;;iqzs 2k Catequin_as IPT _
(mg/g uva) (mg/g pepita) | extracto pepita
T1 Secano 0,19+0,03a 11,25+ 0,42 a 83,35+8,95a
T2,T3,T4| Riego moderado 0,18 +0,03a 11,72+ 292 a 85,73+ 10,98 a
T5,T6 Riego deficitario 0,22 +0,04 b 12,75+3,14 a 89,16 11,96 a
Razon-F 6,21 2,46 0,85
Valor-P 0,003 0,091 0,432

Letras distintas en la misma columna indican la existencia de diferencias significativas al 95% de nivel de confianza.

En los resultados contenidos en la Tabla 7 se observan diferencias significativas en la
concentracion de catequinas expresados en relacion al peso de las uvas siendo el valor P < 0,05. Sin
embargo, los valores correspondientes a la concentracion de catequinas en pepitas y en el IPT del
extracto de pepitas no presentan diferencias significativas al ser el valor P > 0.05.

Esto indica que el régimen de riego no influye de manera significativa en la sintesis de catequinas
en pepitas y uvas, ni en el IPT en pepitas, ya que las diferencias significativas presentes en las uvas
se pueden asociar a la diferencia del peso de la baya. Unicamente se puede observar que los valores
son mayores cuando se aplica riego deficitario.

Como en este caso, Ginestar et al., (1998) hacen referencia a que la concentracion de fenoles
decrece con la aplicacion del riego debido sobre todo a un incremento en el peso de la baya.

Sin embargo, segin Genebra et al., (2014) el régimen de riego parece tener un profundo impacto
sobre el contenido de flavonoles en pepitas. A su vez, Castellarin et al., (2007) indican que generar
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estrés hidrico en la baya puede anticipar su madurez y que el momento de aplicacion del riego
resulta crucial en la sintesis de polifenoles en etapas previas al envero e inmediatamente
posteriores. La concentracion de flavanoles es mayor en uvas y pepitas mas maduras, por lo que, al
generar estrés hidrico mediante el déficit de agua, las pepitas presentaran una mayor madurez y por
lo tanto un mayor contenido en flavanoles (Gachons y Kennedy, 2003), este estudio estaria de
acuerdo con nuestros resultados en los que el régimen de riego deficitario da lugar a mayores
concentraciones de catequinas en relacion a la baya.

5.3. Efecto de la salinidad del agua de riego sobre el peso de 100 bayas, el
peso de las pepitas de 100 bayas y la composicion del extracto de las
pepitas.

Para evaluar el efecto individual de la composicion salina del agua de riego suministrada en los
distintos parametros se agruparon los resultados de los tratamientos en funcion de la composicion
de las sales adicionadas: agua de buena calidad sin efecto osmoético (T2), agua con una
conductividad eléctrica (CE) de 4,0 dS/m de sulfato basico (T2, T4) y agua con una conductividad
eléctrica (CE) de 4,0 dS/m de cloruro bésico, y se llevo a cabo el analisis estadistico. El tratamiento
T1 no se incluy6 en el analisis debido a que aplicaba un régimen de secano.

En la Tabla 8 se recogen los pesos de las bayas y de las pepitas reflejando el promedio de todas las
repeticiones realizadas agrupadas la composicion de las sales adicionadas y acompafiadas de su
desviacion tipica y del analisis estadistico.

Tabla 8. Promedio y desviacion tipica del peso de 100 bayas y el peso de las pepitas de 100 bayas segun la composicion
de las sales adicionadas al agua de riego.

Factor Peso 100 bayas (g) | Peso pepitas 100 bayas (g)
T2 Agua de buena calidad 210,123+ 11,34 a 9,66 +1,06 b
T3,T5 Agua con sulfato basico 187,36 + 24,02 b 8,58 +0,52 a
T4,T6 Agua con cloruro basico 170,76 + 24,37 C 8,73+1,28a
Razén-F 14,76 6,06
Valor-P 0,000 0,004

Letras distintas en la misma columna indican la existencia de diferencias significativas al 95% de nivel de confianza.

Atendiendo a los resultados de la Tabla 8 se observa que el tipo de agua aplicada provoca
diferencias significativas para ambos parametros porque el valor P < 0,05.

Tanto las bayas como las pepitas presentan un incremento en su peso cuando se aplica un régimen
de riego con agua de buena calidad sobre la aplicacion de agua con sales. Al aplicar regimenes de
riego con aguas salinas los valores de peso de 100 bayas disminuyen sobre todo al aplicar agua con
cloruro bésico en el caso de las bayas y sin presentar diferencias significativas entre ellas en el caso
de las pepitas. Esto permite intuir que la composicion de sales en el agua de riego influye en el peso
de las bayas y de las pepitas, y produce un incremento de ambos parametros cuanto mejor sea la
calidad del agua suministrada y con menor salinidad. Esto puede deberse, segun Marschner (1986),
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a que el incremento de sales solubles genera un efecto osmoético que produce sequia en la planta y
un efecto toxico, provocando efectos perjudiciales en el crecimiento de la planta y por lo tanto de
bayas y pepitas. Las diferencias presentes entre los regimenes de riego con aguas salinas pueden
deberse a que el cloruro basico genera un mayor estrés hidrico en la planta en comparacién al
generado por el sulfato basico, lo que haria disminuir el peso de las bayas.

En las Tablas 9 y 10 estan recogidos los resultados de las determinaciones espectrofotométricas
llevadas a cabo sobre las pepitas, agrupandolos segun la composicion de las sales adicionadas y
mostrando el promedio de las repeticiones realizadas y su desviacion tipica.

Tabla 9. Promedio y desviacion tipica de la concentracion de taninos de pepita en uvas y pepitas segiin la composicion
de las sales adicionadas al agua de riego.

Eactor Taninos de pepita Tanino_s
(mg/g uva) (9/g pepita)
T2 Agua de buena calidad 346+£0,75a 0,075+ 0,016 ab
T3,T5 Agua con sulfato basico 3,44 +0,76 a 0,085+ 0,015 a
T4,T6 Agua con cloruro basico 439+126Db 0,073+0,014 b
Razén-F 7,00 3,68
Valor-P 0,002 0,029

Letras distintas en la misma columna indican la existencia de diferencias significativas al 95% de nivel de confianza.

Segun los resultados de la Tabla 10 se observa que hay diferencias significativas entre los valores
de la concentracién de taninos de pepita para los distintos tratamientos a la diferente compaosicion
salina del agua suministradas porque el valor P < 0,05.

La concentracién de taninos de pepita en relacion al peso de la uva, se ve incrementada cuando se
aplica agua con cloruro basico en el riego en comparacion a cuando se aplica agua de buena
calidad. Por el contrario, para la concentracion de taninos de pepita, la concentracion aumenta
cuando se aplica agua con sulfato basico en relacion a la aplicacién de agua de buena calidad y
cloruro bésico. Por lo tanto, la concentracién de taninos en pepitas aumenta cuando se aplican
aguas salinas en el riego.

Tabla 10. Promedio y desviacion tipica de la concentracion de catequinas de pepita en uvas y pepitas e IPT de pepitas
segun la composicion de las sales adicionadas al agua de riego.

Factor Catel,\ocggirtlgs de Catequinas IPT
(ma/g uva) (mg/g pepita) | extracto pepita
T2 Agua de buena calidad 0,17 £ 0,03 a 1192+245a 88,27 +8,80 a
T3,T5| Agua con sulfito basico 0,20 +£ 0,02 ab 12,08+ 253 a 86,57 + 11,76 a
T4,T6 | Agua con cloruros basicos 0,21+0,05b 12,30+ 3,85a 87,06 + 12,96 a
Razdn-F 3,22 0,11 0,06
Valor-P 0,046 0,089 0,942

Letras distintas en la misma columna indican la existencia de diferencias significativas al 95% de nivel de confianza.

25



Estudio de la composicion polifendlica de pepitas de uvas de la variedad Monastrell, sometidas a
distintas condiciones de riego

En los resultados mostrados en la Tabla 10 se observan diferencias significativas en la
concentracion de catequinas de pepitas expresados en relacion al peso de las uvas al ser el valor
P < 0,05 debido a las diferencias que producen los tratamientos en el peso de las bayas. Sin
embargo, los valores correspondientes a la concentracion de catequinas de pepitas e IPT en el
extracto de pepitas no presentan diferencias significativas al ser el valor P > 0.05.

En el caso de las uvas, la concentracion de catequinas de pepitas, aumenta cuando se aplican
regimenes de riego con aguas salinas mientras que al aplicar un régimen de riego con agua de
buena calidad la concentracién disminuye en relacion al peso de las uvas, aunque no parezcan
diferencias significativas en la concentracion de catequinas en las pepitas. La calidad del agua de
riego no influye de manera significativa en la sintesis de catequinas ni en el IPT de las pepitas. La
concentracion de catequinas es ligeramente inferior cuando se aplica agua sin sales.

Keller (2005) indicé que las concentraciones de iones salinos ya sea por déficit o por exceso
producen importantes modificaciones en el crecimiento de la vid, en la produccion de bayas, asi
como en la composicién de las mismas, las cuales determinaran las caracteristicas del vino
resultante de ellas. Como se coment6 anteriormente, la adicion de sales al agua de riego produce un
exceso en la concentracion de iones salinos, esto segin Marschner (1986), produce una sequia
osmotica en la planta provocando un incremento en la concentracion de los compuestos
polifendlicos en bayas y pepitas.

5.4. Interaccion entre la calidad del agua aplicada y el régimen de riego

Las Tablas 11, 12 y 13 recogen el resumen estadistico llevado a cabo para analizar una posible
interaccién entre la cantidad de agua de riego suministrada y la composicion salina del agua de
riego. Los resultados estan agrupados segun el tratamiento aplicado y muestran el promedio de las
repeticiones realizadas y su desviacion tipica. Los tratamientos T1 y T2 no se incluyeron en el
analisis debido a que el primero aplicaba un régimen de secano y el segundo aplicaba un régimen
de riego con agua de buena calidad con s6lo un nivel de riego, (riego moderado). Para el riego con
agua con sales, existen dos niveles de riego, moderado y deficitarios, permitiendo el ANOVA
multifactorial.

Tabla 11. Promedio de la interaccion de la cantidad de agua de riego suministrada x la salinidad del agua de riego del
peso de 100 bayas y el peso de las pepitas de 100 bayas segun el tratamiento aplicado.

Factor Peso 100 bayas (g) | Peso pepitas 100 bayas (g)
T3 Riego moderado-Agua con sulfato basico 196,56 + 18,30 8,85 + 0,66
T4 Riego moderado-Agua con cloruro basico 175,36 + 14,34 9,12+1,43
T5 Riego deficitario-Agua con sulfato basico 178,15 + 28,03 8,61+ 0,39
T6 Riego deficitario-Agua con cloruro basico 166,17 + 33,53 8,04 +1,01
Razdn F (Cantidad de agua x Salinidad del agua) 0,55 3,71
Valor-P (Cantidad de agua x Salinidad del agua) 0,460 0,080
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Atendiendo a los resultados de la Tabla 11, en ambos parametros no se observan diferencias
significativas siendo el valor P > 0,05. No se detecta un efecto de interaccion entre la cantidad de
agua de riego suministrada y la salinidad del agua sobre el peso de las bayas y el de las pepitas. Se
puede observar un ligero aumento en el peso de las bayas en un régimen moderado con agua con
sulfato basico y en el peso de las pepitas en un régimen moderado con agua con cloruro bésico.

Tabla 12. Promedio de la interaccion de la cantidad de agua de riego suministrada x la salinidad del agua de riego de
la concentracion de taninos de pepita en uvas y pepitas segun el tratamiento aplicado.

Factor Tan(lr?](;s/gdﬁ\f):)plta Taninos (g/g pepita)
T3 Riego moderado-Agua con sulfato basico 3,16 +1,04 0,070 £ 0,021
T4 Riego moderado-Agua con cloruro basico 4,27 £0,27 0,083 + 0,003
T5 Riego deficitario-Agua con sulfato basico 3,72+0,24 0,076 + 0,007
T6 Riego deficitario-Agua con cloruro basico 450+1,89 0,087 + 0,020
Razon F (Cantidad de agua x Salinidad del agua) 0,33 0,04
Valor-P (Cantidad de agua x Salinidad del agua) 0,567 0,840

En los resultados de la Tabla 12 no se observan diferencias significativas en la concentracion de
taninos de pepitas expresados en relacidn al peso de las bayas como en pepitas. Esto indica que la
interaccion entre la cantidad de agua de riego suministrada y la salinidad del agua de riego no
produce un efecto significativo sobre la concentracion de taninos en pepitas.

Tabla 13. Promedio de la interaccion de la cantidad de agua de riego suministrada x la salinidad del agua de riego de
la concentracion de catequinas de pepita en uvas e IPT de pepitas segun el tratamiento aplicado.

i Catiil;;i?:s Le Catequin_as IPT _
(mg/g uva) (mg/g pepita) | extracto pepita

T3 Riego moderado-Agua con sulfato basico 0,20 £ 0,02 12,68 + 2,87 90,42 + 11,25

T4 Riego moderado-Agua con cloruro basico 0,18 + 0,04 10,57 £ 2,88 78,51+ 11,43

T5 Riego deficitario-Agua con sulfato basico 0,20 + 0,03 11,92 £ 2,28 83,69 + 12,87

T6 Riego deficitario-Agua con cloruro basico 0,24 + 0,05 13,59 + 3,91 94,63 £ 9,39
Razo6n F (Cantidad de agua x Salinidad del agua) 4,00 7,99 7,94
Valor-P (Cantidad de agua x Salinidad del agua) 0,051 0,006 0,006

Los resultados de la Tabla 13 indican que no existe interaccion entre la cantidad de agua de riego
suministrada y la salinidad del agua de riego Unicamente para la concentracion de catequinas de
pepitas expresados en relacion al peso de las bayas, al ser el valor P > 0,05. Simplemente se
observa un aumento en el peso de las bayas en un régimen moderado con agua con sulfato bésico.

Por el contrario, en los valores de la concentracion de catequinas de pepitas y en el IPT del extracto
de las pepitas, se observa interaccion entre la cantidad de agua de riego suministrada y la salinidad
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del agua, al ser el valor P < 0,05. Se obtienen mayores concentraciones de catequinas de pepitas y
el IPT del extracto de pepitas con el riego deficitario distribuido a partir del envero y con agua de
riego con cloruro bésico que cuando se aplica agua con sulfato basico. Pero esta tendencia se
invierte cuando se aplica riego moderado antes de la floracién, siendo méas bajos los valores
obtenidos cuando se riega con agua con cloruro bésico.

5.5. Analisis del grado medio de polimerizacion (mDP) de
proantocianidinas del extracto de las pepitas mediante
cromatografia en fase liquida de alta eficacia (HPLC)

Para obtener informacion sobre las proantocianidinas o taninos condensados y su grado medio de
polimerizacién (mDP) es necesario recurrir al método de fluroglucindlisis (Kennedy y Jones,
2001). Este método estd basado en la ruptura de enlaces interflavanicos en medio &cido y en
presencia del floroglucinol, las proantocianidinas se despolimerizan liberando subunidades de
extension y subunidades terminales. Unicamente las subunidades de extension reaccionan con el
floroglucinol. Las subunidades de los taninos condensados de las semillas se dividen en catequina,
epicatequina y epicatequina-3-O-galato, y las subunidades de extension unidas al floroglucinol son
catequina-floroglucinol, epicatequina-floroglucinol, y epicatequina-3-O-galato-floroglucinol.

El grado medio de polimerizacion (mDP) de los taninos condensados proporciona informacién
acerca de su astringencia, ya que a menor grado de polimerizacién los taninos tienen una mayor
capacidad de precipitar proteinas de la saliva generando una mayor sensacién de astringencia. En el
presente estudio también se analiz6 el porcentaje de galoilacion asi como el peso molecular
promedio de los taninos. El porcentaje de galoilacion indica la cantidad de taninos galoilados
(unidos a O-galato) presentes en el extracto de las pepitas, los cuales aumentan la astringencia y el
amargor (Geny et al., 2003; Prieur et al., 1994).

El andlisis de la composicion de las subunidades terminales y de extension mostrd la presencia de
la catequina, epicatequina y epicatequina-3-O-galato coincidiendo con los estudios de Kennedy y
Jones (2001). En el caso de las unidades terminales la epicatequina-3-O-galato y la catequina
seguida de la epicatequina-3-O-galato fueron las unidades predominantes mientras que en las
unidades de extension la epicatequina y la epicatequina-3-O-galato fueron las predominantes.
Mattivi et al., (2009) determinaron por HPLC contenidos de catequina y epicatequina en uva de la
variedad Monastrell superiores a los de este estudio.

Para evaluar el efecto de los tratamientos y, de forma individual, el efecto de la cantidad de agua
suministrada y el efecto de la composicion salina de la propia agua sobre: el grado medio de
polimerizacion, el porcentaje de galoilacion y el peso molecular promedio de las
proantoncianidinas del extracto de las pepitas, en primer lugar se agruparon los resultados en
funcion del tratamiento aplicado y posteriormente se agruparon los resultados de los tratamientos
en funcidén del régimen de riego establecido y de la composicion de las sales adicionadas al agua, y
se llevé a cabo el analisis estadistico. Para el analisis de la composicién de las sales adicionadas el
tratamiento T1 no se incluyd debido a que aplicaba un régimen de secano.
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En las Tablas 14, 15 y 16 se recogen los resultados obtenidos sobre los distintos parametros
reflejando el promedio de todas las repeticiones realizadas y acompafiadas de su desviacion tipica.
Los resultados se agrupan segun el tratamiento aplicado, el régimen de riego y la composicién de

las sales adicionadas respectivamente.

Tabla 14. Promedio y desviacion tipica del grado medio de polimerizacién (mDP), el porcentaje de galoilacion y el
peso molecular promedio (aMW) de proantocianidinas del extracto de pepitas segun el tratamiento aplicado.

Tratamiento mDP tar_lino %_Galoilacié_n aMwW tapino de
de pepita | tanino de pepita pepita

T1 Secano 6,66 + 0,38 b 1453+ 1,32a 2082,15+ 133,56 b
T2 Riego moderado-Agua de buena calidad | 6,18 +0,13a | 14,70+0,56 a 1932,78 + 38,10 a
T3 | Riego moderado-Agua con sulfato basico | 6,71+0,28b | 1552+0,36a 2104,75+91,28 b
T4 | Riego moderado-Agua con cloruro basico | 6,50+0,15b | 15,10+0,28a 2035,38 + 49,19 b
T5 | Riego deficitario-Agua con sulfato basico | 6,62+0,31b | 1534+045a | 2077,07+100,23b
T6 | Riego deficitario-Agua con cloruros basicos | 6,63+ 0,18 b | 15,05+ 0,68 a 2075,92 + 60,47 b

Razén-F 3,67 1,09 3,51

Valor-P 0,005 0,372 0,006

Letras distintas en la misma columna indican la existencia de diferencias significativas al 95% de nivel de confianza.

En los resultados contenidos en la Tabla 14 se observan diferencias significativas en el mDP y el
aMW de las proantocianidinas siendo el valor P < 0,05. Sin embargo, los valores del porcentaje de
galoilacién no muestran diferencias significativas al ser el valor P > 0,05.

El grado medio de polimerizacion y el peso molecular promedio Gnicamente muestran diferencias
significativas cuando aplicamos un régimen de riego moderado con agua de buena calidad, el cual
produce una disminucién en los valores. Esto se traduce en que la salinidad del agua de riego
influye en ambos parametros. El porcentaje de galoilacion presenta valores ligeramente mas
elevados cuando aplicamos agua de riego con sulfato basico.

Los valores de grado medio de polimerizacion y de galoilacion estan dentro de los rangos
presentados por Prieur et al., (1994), los cuales obtuvieron valores de 2,3-15,1 para el mDP y 13-29

% para el porcentaje de galoilacion.

Tabla 15. Promedio y desviacion tipica del grado medio de polimerizacién (mDP9, el porcentaje de galoilacién y el
peso molecular promedio (aMW) de proantocianidinas del extracto de pepitas segun la cantidad de agua aplicada.

mDP tanino de | % Galoilacién tanino | aMW tanino de
Factor . . .
pepita de pepita pepita
T1 Secano 6,66 + 0,38 a 1453+1,32a 2082,15 + 133,56 a
T2,T3,T4| Riego moderado 6,46 + 0,29 a 15,11+0,49a 2024,32 + 93,66 a
T5,T6 Riego deficitario 6,63+0,24 a 15,20+ 0,55 a 2076,53 + 76,64 a
Razon-F 2,08 1,25 1,79
Valor-P 0,131 0,291 0,173

Letras distintas en la misma columna indican la existencia de diferencias significativas al 95% de nivel de confianza.
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En los resultados mostrados en la Tabla 15 no se observan diferencias significativas en ninguno de
los pardmetros al ser el valor P > 0,05. Esto se traduce en que mDP, el porcentaje de galoilacion y
aMW de los taninos condensados de las pepitas no se ven influidos por la cantidad de agua
suministrada en el riego al igual que los resultados obtenidos en la Tabla 6, los cuales indican que
la cantidad de agua no influye de forma significativa en la concentracion de taninos de pepita en
relacién al peso de las uvas (mg/g uva) y pepitas (g/g pepita).

Las uvas sometidas a un régimen de riego moderado presentardn una menor concentracion de
taninos, pero estos taninos a la hora de elaborar vinos producirdn una mayor sensacion de
astringencia al ser grado de polimerizacion menor.

Tabla 16. Promedio y desviacion tipica del grado medio de polimerizacion (mDP), el porcentaje de galoilacion y el
peso molecular promedio (aMW) de proantocianidinas del extracto de pepitas segun la composicion de las sales
adicionadas al agua de riego.

mDP tanino de % Galoilacion aMW tanino de
Factor . . . .
pepita tanino de pepita pepita

T2 Agua de buena calidad 6,18+ 0,13 a 14,70+ 0,56 a 1932,78 £ 38,10 a
T3,T5| Agua con sulfito basico 6,66 + 0,28 b 1543+0,39b 2090,91+89,97 b
T4,T6 | Agua con cloruro basico 6,56 +0,17 b 15,08 + 0,48 ab 2055,65 + 55,44 b

Razon-F 9,82 5,15 10,29

Valor-P 0,000 0,008 0,000

Letras distintas en la misma columna indican la existencia de diferencias significativas al 95% de nivel de confianza.

Los resultados de la Tabla 16 presentan diferencias significativas en los valores de los 3
parametros siendo el valor P < 0,05. Se puede observar que cuando la composicién del agua de
riego es de buena calidad mDP, el porcentaje de galoilacién y el aMW promedio de los taninos
condensados de las pepitas, son menores que usando aguas con sulfatos y cloruros en su
composicion.

Combinando los resultados con los obtenidos en la Tabla 9, se puede indicar que las uvas regadas
con agua de buena calidad contendran una menor concentracion de taninos con respecto a las
regadas con aguas salinas, pero produciran vinos mas astringentes al presentar un menor grado de
polimerizacion.

La Tabla 17 recoge el resumen estadistico llevado a cabo para analizar una posible interaccion
entre la cantidad de agua de riego suministrada y de la composicion salina del agua de riego. Los
resultados estan agrupados segun el tratamiento aplicado y muestran el promedio de las
repeticiones realizadas y su desviacion tipica. Los tratamientos T1 y T2 no se incluyeron en el
analisis debido a que el primero aplicaba un régimen de secano y el segundo aplicaba un régimen
de riego con agua no salina.
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Tabla 17. Promedio de la interaccion de la cantidad de agua de riego suministrada x la salinidad del agua de riego del
grado medio de polimerizacion (mDP), el porcentaje de galoilacion y el peso molecular promedio(a@MW) de las
proantocianidinas del extracto de hollejos segun el tratamiento aplicado.

Tratamiento mDP tar_lino %_Galoilacic')_n aMwW tapino
de pepita | tanino de pepita de pepita
T3 Riego moderado-Agua con sulfato basico 6,71+ 0,28 15,52 + 0,36 2104,75 + 91,28
T4 Riego moderado-Agua con cloruro basico 6,50 + 0,15 15,10 + 0,28 2035,38 + 49,19
T5 Riego deficitario-Agua con sulfato basico 6,62 £ 0,31 15,34 +£ 0,45 2077,07 £ 100,23
T6 Riego deficitario-Agua con cloruros basicos 6,63+0,18 15,05 + 0,68 2075,92 + 60,47
Razon F (Cantidad de agua x Salinidad del agua) 1,45 0,13 1,45
Valor-P (Cantidad de agua x Salinidad del agua) 0,230 0,720 0,230

Los resultados de la Tabla 13 indican que no existe interaccion entre la cantidad de agua de riego
suministrada y la salinidad del agua de riego al ser el valor P > 0,05. Simplemente se observa un
aumento en el mDP, porcentaje de galoilacion y aMW de las proantocianidinas cuando se aplica en
un régimen moderado con agua con sulfato basico.
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6. Conclusiones

1. Eluso de aguas salinas genera una disminucién en el peso y un incremento en los
compuestos polifendlicos de las bayas y las pepitas. Esta mayor carga fendlica a la hora de
elaborar vino tinto tiene un efecto positivo ya que favorece las caracteristicas
organolépticas que determinan su calidad.

2. Elrégimen de riego que emplea agua de buena calidad produce bayas y pepitas de mayor
peso, pero de menor carga fendlica en comparacion de los regimenes de riego que aplican
aguas salinas.

3. El régimen de riego deficitario con agua con cloruro bdsico produce las uvas mas
pequeias, pero de una mayor riqueza polifendlica. Por lo que serdn las mas adecuadas a
la hora de elaborar vino tinto.

4. El grado medio de polimerizacién de las proantocianidinas de las pepitas aumenta con la
salinidad de las aguas de riego disminuyendo la sensacién de astringencia provocada

5. Elagua con cloruro basico permite obtener uvas con una mayor concentracion de taninos,
los cuales proporcionaran menos astringencia. Ambas condiciones son adecuadas cuando
se elabora un vino.
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