Articulo de Revision

Rev. Fitotec. Mex. Vol. 28 (4): 359 - 368, 2005

ANTOCIANINAS EN UVA (Vitis vinifera L.) Y SURELACION CON EL COLOR

GRAPE ANTHOCYANINS (Vitis vinifera L.) AND THEIR RELATION TO COLOR

Graciela del Valle Leguizamén" > Alberto Gonzalez Leén’ y Reginaldo Baez Safiudo®

!Catedra de Fruticultura, Departamento de Produccion, Facultad de Agronomia y Agroindustrias. Universidad Nacional de Santiago del Estero. Avenida
Belgrano Sur 1912. Santiago del Estero. Argentina. CP 4200. 2 Centro de Investigaciones en Alimentacién y Desarrollo (CIAD, A. C.). Carr. a la Victoria
Km. 6,5. C.P. 83000 Hermosillo, Sonora, México. Tel: 01 (662) 289-2400. Ext. 226. Correo electronico: rbaez@cascabel.ciad.mx

* Autor para correspondencia

RESUMEN

Las antocianinas son compuestos fendlicos que se encuentran
principalmente en frutos, flores y hojas de las plantas, y son las res-
ponsables de conferir los colores rojo, azul y violeta. Se sintetizan a
partir de la conversién de los precursores fenilalanina y acetato, via el
metabolismo del fenil propanoide, y se acumulan en las vacuolas de
las células hipodermales. Las enzimas de la biosintesis son reguladas a
nivel de transcripcion, y en uvas su punto critico esta a la altura del
gen que codifica para la enzima UDP glucosa: flavonoide-3-glucosil
transferasa (UFGT), lo que implica una regulacién mas tardia que en
otras especies. Se sintetizan durante el cambio de color de la baya y
son los pigmentos mas importantes en las uvas coloreadas. Su estruc-
tura corresponde a heterociclos formados por la combinacion de una
aglicona y un azicar. En Vitis vinifera esta se fija en la posiciéon 3, y
en otras Vitis son diglucésidos. Tienen una alta capacidad antioxidan-
te, y han sido dificiles de estudiar debido a su inestabilidad, a pesar
que la acetilacion contribuye a su estabilizacién y son estas las que se
almacenan mas eficientemente en vacuolas. Su funcién se asocia con
la coloracién de la fruta y con la proteccién ante el estrés luminico,
como parte del sistema antioxidante. De ahi lo importante de su estu-
dio. La concentracion y perfil de antocianinas varian entre especies,
cultivares, estados de madurez, condiciones estacionales, areas de
produccién, practicas culturales y niveles de rendimiento. La lumino-
sidad y la temperatura son las principales variables ambientales que
regulan sintesis de estos compuestos; la primera la estimula y las altas
temperaturas parecen inhibirla. En el presente trabajo se hizo una
revision de los avances en la investigacién sobre distintos aspectos de
las antocianinas, tales como su naturaleza, ruta biosintética y regula-
cion, ademas de los efectos que la luminosidad y la temperatura ejer-
cen sobre ellas, en especial relacion con uvas.

Palabras clave: Vitis vinifera, antocianinas, color, luminosidad,
temperatura.

SUMMARY

Anthocyanins are phenolic compounds, mainly found in fruits,
leaves and flowers, where they confer the red, blue and violet colors.
They are synthesized from active precursors: phenil alanine and ace-
tate by the propanoid pathway, and are accumulated into hypodermal
vacuoles. The enzymes of this biosynthetic pathway are regulated at
the transcriptional level. The gene encoding for UDP-glucose: flavon-
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oid 3-glucosyltransferase (UFGT), the last step in the biosynthetic
pathway, is critical for anthocyanin synthesis in grape berry skins.
Anthocyanins are synthesized during veraisson and are the most im-
portant pigments in red and colored grapes. Their structure is het-
eroside made by the combination of an aglycon and a sugar, usually
glucose. In Vitis vinifera cultivars, sugar are fixed in position 3; how-
ever, other Vitis species have two glucosides. Anthocyanins are the
most powerful natural antioxidants; and their study has been difficult
because of their unstability. However, they can be stabilized by acyla-
tion, and then they may be efficiently stored by vacuoles. In general,
their role is associated to render color in berries and to detoxification
under light stressing conditions, so their study is important. The con-
centration and anthocyanin profile varies among grape species, culti-
vars, maturity stages, seasons, environmental conditions, field prac-
tices and levels of yield. Light and temperature are the main envi-
ronmental variables that regulate their biosynthesis where light
stimulates it and high temperature appears to inhibit it. This review
aims to address recent advances on the anthocyanin nature, regula-
tion of biosynthetic pathway, and their relation to luminosity and
temperature in grapes.

Index words: Vitis vinifera, anthocyanins, color, light, temperature.

INTRODUCCION

Las antocianinas pertenecen al complejo grupo de com-
puestos fendlicos solubles en agua (Prior e al., 1998), y
confieren a frutos, flores y hojas los colores azul, rojo,
violeta (Kong et al., 2003). En Vitis vinifera L., se sinteti-
zan durante el envero que corresponde al cambio de color
(Keller y Hrazdina, 1998) y se acumulan en las vacuolas
de las tres o cuatro primeras capas celulares hipodérmicas
de las bayas, y en algunos casos en el mesocarpio y las
semillas (Cantos et al., 2002). En este fruto se encuentran
principalmente monoglucésidos de malvidina (Mv), delfi-
nidina (Df), peonidina (Pn), petunidina (Pt) o cianidina
(Cy) (Torres et al., 2002). La acetilaciéon en la posicion 6
del aztcar con los 4cidos p-cumadrico y cafeico (Beckwith
et al., 2004), o la formacién de complejos con metales
contribuye a su estabilizacién (Markovi¢ ef al., 2005).
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Las antocianinas se sintetizan a partir de los precurso-
res fenilalanina y acetato, por medio de la ruta del fenil
propanoide (Winkel 2004; Zhang et al., 2004; Dixon,
2005). Esta es regulada a nivel genético (Davies y
Schwinn, 2003) y es altamente influenciable por factores
ambientales (Winkler ef al., 1974), de modo que se esta-
blecen interacciones complejas (Jaakola et al., 2002). Si
bien se sintetizan en el citoplasma, se acumulan en vacuo-
las y el mecanismo de transporte es un punto importante
que aun no estd claro (Mueller et al., 2000; Zhang et al.,
2004). Desde el punto de vista funcional y debido a su alto
poder reductor, actian como antioxidantes al prevenir o
detoxificar procesos que conducen a la produccion de radi-
cales libres y a la muerte celular (Kong et al., 2003); en
vegetales se asocian con mecanismos de proteccién en ca-
sos de excesos de luz (O’Neill y Gould, 2003) y con la co-
loracion de los frutos (Steyn et al., 2000).

En las uvas el contenido y perfil de antocianinas varia
entre especies (Cantos et al., 2002), cultivares, estados de
madurez (Downey et al., 2003), condiciones estacionales,
areas de produccion (Mazza et al., 1999; Mateus et al.,
2003), practicas culturales (Guidoni et al., 2002) y tam-
bién con el nivel de rendimiento (Keller y Hrazdina, 1998;
Esteban et al., 2001). El objetivo de este trabajo fue revi-
sar los avances recientes en la investigacién sobre la natu-
raleza de las antocianinas, su ruta biosintética, las regula-
ciones de la misma, los eventos post-biosintesis, la funcién
que cumplen y finalmente la relacién con la luminosidad y
temperatura, en uva.

ANTOCIANINAS: NATURALEZA
Y DESCRIPCION

Las antocianinas son compuestos del grupo de los fla-
vonoides que se caracterizan por su alto poder reductor y
pueden ser inducidas rapidamente en respuesta al frio, ra-
diacién ultravioleta o ataques de patégenos (Kong er al.,
2003). Son las responsables de conferir los colores rojo,
azul y violeta (Kalt er al., 2003) en hojas, flores y frutos,
especialmente en ardndano (Vaccinium corymbosum L),
uva y manzana (Malus spp) (Kong et al., 2003). En las
hojas forman parte del fotosistema II (PSII) y de los com-
plejos de disipacién energética en los casos de toxicidad
por luminosidad, en plantas que crecen en latitudes altas
(Kalt et al., 2003; O Neill y Gould, 2003). En uva, se en-
cuentran principalmente en la hipodermis y en las semillas
(Cantos et al., 2002).

Su estructura corresponde a heterociclos formados por
la combinacién de una aglicona y un azdcar generalmente
glucosa (Beckwith ef al., 2004). En cultivares de Vitis vi-
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nifera la glucosa se fija en la posicion 3 del anillo (Figura
1 A), mientras que otras especies de Vitis contienen dos
glucésidos ubicados en las posiciones 3 y 5 (Boss et al.,
1996). La aglicona presenta distintos patrones de hidroxi-
lacién y de metilacién en las posiciones 3’ (Ri) y 5°(R2)
del anillo B (Figura 1 A, By C) (Winkel-Shirley, 2001), y
son éstos los que confieren mayor o menor capacidad anti-
oxidante y es la cianidina 3-glucésido la de mayor poder
reductor. Ademads, la naturaleza y el nimero de azicares
ligados a la molécula (glucosilacién), la posicion de esta
unién, la naturaleza y el nimero de &cidos alifaticos y
aromaticos que se unen al azicar durante la acetilacion,
juegan un importante rol en el color y en la estabilidad del
compuesto (Steyn et al., 2000). Las antocianinas acetiladas
son las mas estables (Terahara er al., 2004) y los 4cidos p-
cumadrico y caféico son tipicos en la acetilacion de las an-
tocianinas de uvas (Steyn et al., 2002). Otros factores de
estabilizacion son la formacion de complejos con iones me-
talicos como aluminio, y la co-pigmentacion que es la ace-
tilacién con otros flavonoides incoloros (Markovié et al.,
2005).

Solamente seis antocianinas son comunes en los vegeta-
les superiores: pelargonidina (Pg), peonidina (Pn), cianidi-
na (Cy), malvidina (Mv), petunidina (Pt) y delfinidina
(Df), de las que Cy, Pg y Df son las méas ampliamente dis-
tribuidas. En los frutos se encuentran principalmente Cy
(50 %), Pg (12 %), Pn (12 %); con cuatro tipos de gluco-
lisacién las antocianinas glicosiladas més frecuentes son:
3-mondsidos; 3-bidsidos; 3,5-diglicésidos y 3,7 diglicosi-
dos (Kong et al., 2003). Vitis vinifera L. produce usual-
mente 3-monoglucésido, 3 acetilglucdsido y 3-p-cumaroil
glucésido, todos derivados de las agliconas Df (Steyn et
al., 2000), Cy y Pt, que se encuentran en mayor propor-
cion en las uvas para vinificar. Una excepcion es el culti-
var ‘Pinot Noir’ que s6lo produce antocianinas no acetila-
das (Boss et al., 1996).

Los estudios reportados hasta el momento se han hecho
fundamentalmente en uvas para la elaboracién de vinos,
con los cultivares ‘Tempranillo’ (Esteban er al., 2001),
‘Cabernet Franc’, ‘Merlot’ y ‘Pinot Noir’ (Mazza et al.,
1999) y ‘Shiraz’ (Boss et al., 1996; Downey et al., 2003).
Las uvas ‘Graciano’, presentan una mayor proporcion de
Pn comparado con los cultivares ‘Tempranillo’ y ‘Caber-
net Sauvignon’ (Nuiiez et al., 2004). En uvas para mesa,
Cantos et al. (2002) caracterizaron el perfil de polifenoles
de las uvas rojas ‘Crimson Seedless’, ‘Flame Seedless’,
‘Red Globe’ y ‘Napoledn’; encontraron que en ‘Flame
Seedless’ las antocianinas representan 51 % de los fenoles
totales, y supera a los otros cultivares. Sin embargo, éstas
no presentaron antocianinas acetiladas.
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Figura 1. Estructura quimica de las principales antocianinas presentes en uva Vitis vinifera L. A) 3-glucésido; B) 3-p-cumaroil glucésido. C) Distintos pa-
trones de hidroxilacion y metilacion, para R1'y R2 ubicados en las posiciones 37y 5°, respectivamente, lo que origina las distintas variantes. (Adaptado de

Coon et al., 2003)

BIOSINTESIS DE ANTOCIANINAS

Las antocianinas Unicamente se sintetizan en determi-
nados tejidos y durante determinadas etapas de la vida de
la planta. Estos compuestos son objeto de investigaciones
genéticas y bioquimicas intensas (Taylor, 1998) lo que ha
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llevado a la elucidaciéon de la ruta de sintesis (Boss et al.,
1996), razén por la que se dispone de informacién acerca
de las reacciones involucradas (Jaakala et al., 2002;
Dixon, 2005) y sobre algunos genes importantes para la
ingenieria metabdlica (Taylor, 1998). La acumulacion vi-
sible de estos compuestos usualmente refleja la actividad
de las enzimas involucradas en la ruta biosintética (Jaakala
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et al., 2002), las cuales pueden actuar como complejos
multienziméticos asociados con las membranas, lo que
impacta la regulacidn, eficiencia y especificidad de la via
metabdlica (Winkley-Shirley, 2001; Jeong et al., 2004).
Estudios en diferentes especies, como arabidopsis (Arabi-
dopsis thaliana), maiz (Zea mays), petunia (Petunia hybri-
da) (Winkley-Shirley, 2001), tabaco (Nicotiana tabaco)
(Dixon et al., 2005) y vid (Downey et al., 2003), han ge-
nerado informacion acerca de la expresion coordinada de
enzimas y genes; la canalizacién entre intermediarios
(Winkel, 2004), la interaccion fisica de la enzimas y la
asociacion de éstas con las membranas del reticulo endo-
plamético (RE) (Achnine et al., 2004).

Estos avances significativos y complejos llevaron a
proponer la canalizacién metabdlica como modelo para ex-
plicar la relacién entre las enzimas e intermediarios invo-
lucrados en la biosintesis de flavonoides. Sin embargo, atin
falta suficiente evidencia experimental para sostenerla
(Dixon et al., 2005), a pesar de que existe certeza acerca
de que estas enzimas se organizan espacialmente en el ci-
toplasma celular, asociadas con el RE (Winkel, 2004). El

L- fenil alanina
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citado modelo se sustenta en la existencia de un canal mE-
tabdlico entre fenilalanina amonio liasa (PAL) y cianamato
4 -hidroxilasa (C4H) en la ruta general de los fenil propa-
noides (Achnine et al., 2004), aunque la organizacién y el
significado bioquimico y fisioldgico de esta canalizacién
no se han establecido (Winkel, 2004).

La sintesis de estos pigmentos comienza con la conver-
gencia de los precursores fenil alanina y acetato, via el me-
tabolismo del fenil propanoide y acetato respectivamente
(Figura 2) (Zhang et al., 2002a, 2004). PAL es la encar-
gada de convertir la fenilalanina en 4 cumaroil CoA, el
precursor activo de los flavonoides (Winkley-Shirley,
2001). Dixon et al. (2005) proponen la presencia de dos
tipos de PAL: PALI, localizada en el RE y PAL2, y am-
bas interactian de forma diferencial con C4H, enzima del
grupo P450. Al considerar esta relacion diferencial y el
concepto de canalizacion, Winkel (2004) propone la orga-
nizacion de las enzimas como complejos llamados compar-
timentos metabdlicos o metabolones, que son diferentes en
funcién del producto final al que se incline la ruta de sinte-
sis.

Piruvato/acetato

Lignina
Cumarinas

/

PAL, C4H, 4CL

AS, AC

p-cumaroil-CoA

A
Malonil- CoA

CHS, CHI

Estilbenos :>
Auronas v
Naringenina
Flavonas F3H, F3'H

Iso-flavonoides

Al

:

Dihidro-flavonoles

Flavonoles
Taninos

DFR, LDOX
(ANS), UFGT

Antocianinas

Figura 2. Ruta biosintética de antocianinas. Las siglas corresponden a los nombres de las enzimas involucradas: Fenilalanina amonio liasa (PAL), cinama-
to-4- hidroxilasa (C4H), 4-cumaril CoA ligasa (4CL), acetil-CoA sintetasa (AS), aceteil-CoA carboxilasa (AC), chalcona sintasa (CHS), chalcona isomerasa
(CHI), flavonona 3-hidroxilasa (F3H), flavonoide 3~ hidroxilasa (F3 “H), dihidroflavonol 4-reductasa (DFR), leucoantocianidina dioxygenasa (LDOX), an-
tocianidina sintetasa (ANS) y UDP flavonoide glucosil transferasa (UFGT) (Tomado de Zhang et al., 2004).
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Posteriormente, chalcona sintasa (CHS) condensa los
precursores activos malonil CoA y 4-cumaroil CoA (Win-
kley-Shirley, 2001) para formar naringenina-chalcona
(Zhang et al., 2002a). Tanto PAL como CHS son induci-
das por la luz y por el ataque de patogenos (Clive y Ni-
cholson, 1998), y los genes que las codifican son activados
por estimulos externos a nivel de transcripciéon (Boss et
al., 1996). La acumulacion de chalconas en los tejidos ve-
getales es rara, puesto que son rapidamente isomerizadas
por chalcona isomerasa (CHI) a naringinina (Holton y
Cornish, 1995).

En flores, la flavonona 3-hidroxilasa (F3H), enzima del
tipo citocromo P450 hidroxilasas (P450) (Springob et al.,
2003), cataliza la hidroxilacién del carbono 3 en el anillo
C de naringinina, para transformarlo en dihidrokaempfe-
rol, y dirige el flujo de carbono a la sintesis de Cy, Pg, las
antocianinas bésicas (Holton y Cornish, 1995) y Df; la otra
alternativa es que se derive a la formacién de leucoanto-
cianidinas que conducira a la sintesis de cianidina y peoni-
dina (Boss et al., 1996). Esta etapa es clave puesto que los
diferentes patrones de hidroxilacién que se distinguen en
las antocianinas les dan los colores caracteristicos que van
desde rojo hasta purpura y determinan su capacidad anti-
oxidante (Zhang et al., 2002a).

Desde este punto a la formacion de las antocianinas se
involucran reacciones de oxidacion y deshidratacion, cata-
lizadas por leucoantocianidina oxidasa (LDOX) y dihidro-
flavonol reductasa (DFR) (Winkley-Shirley, 2001). Final-
mente, se produce una glicosilacién catalizada por UDP
glucosa -flavonoide glucosil transferasa (UFGT), paso que
contribuye a la coloracién y a la estabilidad de la molécula
ante ataques nucleofilicos o degradacion enzimitica. Esta
etapa es particularmente importante en uvas, ya que la glu-
cosilacion se presenta solamente en las bayas coloreadas
(Kobayashi et al., 2001). Posterior a la glucosilacién se
produce la metilacion de los grupos hidroxilo catalizada
por metil transferasas (MT). En lo que algunos autores re-
conocen como parte de la post-biosintesis (Zhang et al.,
2002a), ocurre la acetilacién, que es la adicion de residuos
de acidos aromaticos o alifaticos en las posiciones glicosi-
ladas, caracteristica de las antocianinas mas estables
(Zhang et al., 2002a) y la copigmentaciéon (Markovié et
al., 2005).

En sintesis, los avances en el conocimiento de la bio-
sintesis de antocianinas generan un importante campo para
el redireccionamiento de las rutas biosintéticas en funcién
del producto final a obtener, en este caso una mayor pro-
duccion de antocianinas estables.
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Sintesis y regulacion de antocianinas en vid

Las uvas coloreadas son una de las principales fuentes
de antocianinas, por lo que se desarrollan estudios para
incrementar la sintesis de éstas, y por ende es importante
conocer los mecanismos de regulacién implicados (Mori et
al., 2005) ya que también preocupa el color como atributo
externo de calidad (Winkler et al., 1974).

En uva la sintesis de antocianinas coincide con el enve-
ro, periodo en el que la baya comienza a tomar color en el
caso de las variedades coloreadas (Winkler et al., 1974).
Sin embargo, la expresion de genes que codifican para las
enzimas PAL, CHS, F3H, DFR y UFGT se producen en
dos fases: en la floracién (temprana) y otra cercana al
cambio de color de fruto (tardia) (Boss ef al., 1996). Esto
indica que la sintesis de antocianinas en piel de bayas de
uva en maduracién coincide con la expresion de genes de
su ruta biosintética, y sugiere que existen genes regulado-
res involucrados (Spayd et al., 2002). La expresién del
gen que codifica para UFGT es regulada de manera dife-
rente a los otros genes mencionados, lo que propone que
en uvas el punto critico de control de la ruta biosintética es
més tardio que en maiz y petunia en las que se regula al
inicio de la via (Boss et al., 1996).

La acumulacién de antocianinas coincide con el inicio
de la sintesis de aziicar en las bayas y se incrementa rapi-
damente hasta que la concentracion de sélidos solubles al-
canza 24 °Brix (Boss et al., 1996). Al mismo tiempo se
produce un aumento de la actividad de las enzimas cinama-
to-4- monooxigenasa, p-cumarato CoA ligasa (4CL). La
actividad de UFGT se incrementa paralelamente con el
contenido de antocianinas (Spayd et al., 2002), mientras
que la actividad de las enzimas PAL y CHI disminuye al
iniciarse la acumulacién del pigmento (Roubelakis-
Angelakis y Kliewer, 1986). No se evidencia sintesis de
antocianinas mientras no se exprese el gen que codifica
para UFGT (Keller y Hrazdina, 1998; Downey et al.,
2003).

Durante la biosintesis de antocianinas se expresan dos
tipos de genes: los genes estructurales que codifican para
las enzimas que participan directamente en sintesis y los
genes reguladores que controlan la transcripcion de los ge-
nes estructurales (Jaakala er al., 2002). El patron de la ex-
presion de genes en la piel de uva pareceria estar explicado
por la presencia alternativa de genes que se expresan tem-
pranamente y pueden inducir la expresion de todos los ge-
nes estructurales con excepcion de UFGT; y la presencia
de genes reguladores, unos que controlan la expresion de
PAL, CHS, CHI, F3H, DFR y LDOX, y otros que indu-
cen a la expresion de UFGT. Los genes que codifican para
el primer grupo enzimitico se expresan durante el
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desarrollo inicial de la baya, mientras que otros genes re-
guladores se expresan hasta la maduracién (Boss et al.,
1996). Los controles a nivel de transcripcion tienen un im-
portante papel en la regulacién de toda la via, la cual tam-
bién es regulada por diferentes condiciones ambientales y
de desarrollo (Gollop et al, 2002; Mori et al., 2005). Exis-
te una fuerte correlacion entre la expresion transcripcional
y el aumento de la sintesis de antocianinas, como conse-
cuencia de la aplicacién de 4cido jasmoénico y luz a culti-
vos celulares de vid (Zhang et al., 2002b), hecho que se
atribuye a la regulacién de la expresion de DFR. El gen
dfr, que codifica para esta enzima, es regulado por al me-
nos tres mecanismos: uno relacionado con la luz, otro es
dependiente del desarrollo del fruto, y finalmente por la
concentracion de azdcar en el tejido (Gollop et al., 2002).

En estudios de la biosintesis de antocianinas realizados
en Arabidopsis y Petunia,Winkel-Shirley (2001) encontrd
que estd controlada por dos tipos de genes reguladores de
la transcripcion pertenecientes a las familias MYB y
MYC; sin embargo, el nivel de regulacion parece ser dife-
rente en uva (Boss er al., 1996). Los genes VimybAs y su
homoélogo VvmybAl aislados de Vitis labruscana, son los
reguladores putativos de la biosintesis en uva. Los Vimy-
bAs conducen a la acumulacién de mRNA, y posterior-
mente a la expresiéon de UFGT y a la pigmentacidn rojiza-
purpura (Kobayashi et al., 2002). Aparentemente la dife-
rencia entre los cultivares blancos y coloreados estaria da-
da por una mutacién de los genes que regulan la expresién
de UFGT (Kobayashi ef al., 2001, 2002). Por su parte,
Jeong et al. (2004) reportaron que la aplicaciéon de ABA y
el sombreo en vid afectaron negativamente la sintesis de
mARN; esto podria ser interesante para determinar la for-
ma en que estas practicas afectan al mARN y la acumula-
ciéon de VimybAl en la biosintesis de estos pigmentos, lo
que afectaria no s6lo la transcripcion del mARN de
UFGT, sino también la de otros genes. Lo anterior se con-
firmé con un estudio acerca de la manera en que VimybAl
interactia con las regiones promotoras de UFGT y otras
enzimas.

La aplicacién de etileno exdgeno provoca un aumento
de la sintesis de antocianinas, sin que se haya explicado el
mecanismo involucrado (El- Kereami et al., 2003). Koba-
yashi et al. (2001) indican que dentro del gen promotor de
la actividad existe un elemento regulador que responde a
esta hormona, pero no aportan datos relacionados al mis-
mo. Segin El- Kereami et al. (2003), el aumento de la ac-
tividad de UFGT se justifica por el aumento de transcrip-
tos de genes que codifican para CHS y F3H, mientras que
las temperaturas nocturnas altas, de alrededor de 30 °C
provocan la disminucién de la sintesis por una disminucion
en la expresion del gen que codifica para UFGT (Mori et
al., 2005).
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En conclusién, la identificacién de genes reguladores
especificos que inciden en la sintesis de las antocianinas es
importante para aplicar tratamientos y elicitores que mejo-
ren la expresion de éstas y del color.

Transporte y acumulacién en vacuolas

En general la biosintesis de antocianinas ha sido mas
estudiada que la etapa post biosintética, que comprende
modificaciones quimicas y enzimadticas, el transporte, el
almacenaje, la secrecion y el catabolismo (Zhang et al.,
2002a). En V. vinifera se utilizan cultivos celulares como
herramienta para elucidar los mecanismos de transporte y
almacenamiento, tendientes a mejorar la produccion de an-
tocianinas estables (Zhang et al., 2004).

La sintesis de las antocianinas se realiza a través de
etapas catalizadas secuencialmente por enzimas localizadas
en el citosol y el RE (Springob et al., 2003), pero sélo se
almacenan en las vacuolas (Zhang et al., 2002a). Para ser
transportadas una de las posibilidades es que se unan a una
proteina de tipo glutatién S transferasa (GST), para poste-
riormente acumularse en las inclusiones vacuolares de an-
tocianinas (AVI) (Conn et al., 2003) (Figura 3). Este me-
canismo, que atin no estd totalmente elucidado, varia entre
especies (Mueller ef al., 2000; Xu et al., 2001; Zhang et
al., 2004), como por ejemplo en perejil (Petroselinum
crispum) se sugiere que puede existir un transporte depen-
diente del pH (Springob et al., 2003).

Estudios realizados en cultivos celulares de camote
(Ipomoea batatas) indican que la metalproteina VP24 se
acumula abundantemente en los glébulos de pigmentos in-
travacuolares de las células, lo que sugiere su participacion
en el transporte de estos pigmentos (Xu ef al., 2001) y en
la formacién de cianoplastos (Nozue et al., 1997). Otra
alternativa es que VP24 esté involucrada en la degradacién
de los conjugados de glutatiéon-S en la vacuola (Xu et al.,
2001), debido a su actividad aminopeptidasa (Nozue et al.,
2003). También se descubrié que la acetilacion es una se-
fial indispensable para el transporte de antocianinas (Marrs
et al., 1995), puesto que se demostré que las antocianinas
acetiladas son almacenadas de manera mas eficiente en las
vacuolas.

En petunia la proteina AN9 es necesaria para un efi-
ciente transporte hacia vacuola, por que actuaria como
acarreador citoplasmico de antocianinas y flavonoides, en
general (Mueller et al., 2000). En el caso de maiz, el gen
Bz2 codifica para una GST involucrada en el transporte
(Grotewold, 2004). En vid los estudios se centran en elu-
cidar el rol de las AVI y de GST en el almacenaje y trans-
porte, respectivamente (Zhang et al., 2004), y ain no se
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Figura 3. Esquema de los eventos post biosintéticos en antocianinas de Vitis vinifera L. (Adaptado de Zhang et al., 2004)

conoce totalmente el mecanismo de transporte de las anto-
cianinas no acetiladas.

En resumen, existen modelos divergentes que involu-
cran acarreadores y vesiculas (Grotewold, 2004), y si bien
en los Ultimos afios se avanzo en el estudio de mecanismos
de transporte, es evidente que el rol de las GST y los anto-
cianoplastos estd en espera de ser ensamblado para enten-
der de mejor manera estos procesos post-biosintéticos de
transporte y almacenaje.

FUNCIONES

Los productos del metabolismo secundario afectan mu-
chas caracteristicas agronémicas de los cultivos, entre ellas
la calidad, el rendimiento, la resistencia y tolerancia a las
condiciones de estrés (Dixon, 2005). La principal funcién
de las antocianinas es conferir los colores rojo, azul o vio-
leta a frutos, flores y hojas (Kong ef al., 2003). Ademas,
pueden neutralizar los efectos de los radicales libres (Kaur
y Kapoor, 2001) o disipar energia cuando otros sistemas
detoxificantes han sido superados en condiciones graves de
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estrés (Chalker- Scout, 1999). También se ha propuesto
que los vegetales sacrifican las antocianinas para proteger
a los tejidos clorofilicos (O “Neill y Gould, 2003).

Las propiedades antioxidantes de estos compuestos son
moduladas por las diferentes hidroxilaciones y glucosila-
ciones, y es la cianidina 3-glucésido la antocianina con
mayor poder antioxidante (Prior ef al., 1998, Wang et al.,
2003). Kalt er al. (2003) atribuyen a las antocianinas
aproximadamente 50 % de la capacidad antioxidante en
bayas rojas; sin embargo, las uvas de color verde o amari-
llo también presentan capacidad antioxidante aunque leve-
mente menor que las rojas (Wang et al., 1996). Algo simi-
lar sucede en manzanas amarillas, en las que su capacidad
antioxidante estaria dada por otros fenoles o
flavonoides diferentes de las antocianinas (Kondo et al.,
2002).

Ademas de la importancia que las antocianinas tienen
en relacion a la proteccion de los vegetales ante condicio-
nes de estrés (Chalker-Scott, 1999), se han estudiado debi-
do a los efectos benéficos de su capacidad antioxidante so-
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bre enfermedades crénico-degenerativas, asi como por ser
hepatoprotector, antihipertensivo y anticancerigeno (Prior
et al., 1998). De ahi su importancia para el desarrollo de
farmacos y para su uso en alimentos tanto como conser-
vante o como pigmento de alimentos nutracéuticos (Suda et
al., 2003), pero su uso como conservante o colorante natu-
ral se ha demorado debido a su dificil aislamiento, inesta-
bilidad y sensibilidad al pH (Kong et al., 2003).

Otro aspecto importante es que el perfil de antocianinas
permite diferenciar entre cultivares de apariencia similar,
como en el caso de ‘Tempranillo’ y ‘Cabernet Sauvignon’
(Nufiez et al., 2004). Esto puede usarse como una herra-
mienta para probar la autenticidad e identidad de los vinos
derivados de éstos u otros cultivares; no obstante, es nece-
sario investigar con vinos que provengan de distintas re-
giones geograficas y en distintos afios (Garcia Beneytez et
al., 2003) para tener resultados contundentes.

CONDICIONES AMBIENTALES,
ANTOCIANINAS Y COLOR

El color es la consecuencia de la expresion de las anto-
cianinas y ésta es afectada por condiciones ambientales y el
ataque de patogenos (Kong et al., 2003). En 1972, en un
trabajo pionero, Kliewer y Torres, demostraron claramente
la influencia que la temperatura ejerce sobre la sintesis de
antocianinas y consecuentemente sobre la coloracién de los
racimos de uvas ‘Tokay’. Por otra parte, se ha reportado
que la baja temperatura y la luz ultravioleta favorecen el
desarrollo de color en especies ornamentales (Mueller ef
al., 2000). Beckwith et al. (2004), al estudiar el efecto de
la luz en el desarrollo del color de gramineas ornamenta-
les, encontraron que éste se incrementa a medida que au-
menta la intensidad de la luz fluorescente de la camara de
crecimiento. Este tratamiento puede usarse para acrecentar
el valor estético de la especie. En las décadas pasadas, se
hicieron estudios sobre el manejo del dosel de los vifiedos,
a fin de encontrar el area foliar y la exposicién a la luz
adecuadas (Jackson y Lombard, 1993), que garanticen la
maduracién de las bayas y mejoren la composiciéon de los
frutos a la cosecha (Roubelakis-Angelakis y Kliewer,
1986) y en especial el color (Winkler ef al., 1974). Los
estudios se realizaron especialmente en uvas para la elabo-
racion de vino, provenientes de zonas frias en las que la
maduracién de la fruta puede ser afectada por la dificultad
para acumular los grados dias de crecimiento (Spayd et
al., 2002).

Debe considerarse que la vitivinicultura se extendi6
hacia otras regiones de diferentes condiciones climaticas,
en las que la radiacién solar no es una limitante para el de-
sarrollo por lo que la exposicién directa de los racimos de-
be ser evitada para prevenir dafios (Berqvist e al., 2001).
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En regiones célidas el contenido de azidcar se alcanza antes
que el color por lo que se deja la fruta un tiempo més pro-
longado en el vifiedo, con el consecuente riesgo de pérdi-
das por el ataque de patégenos o condiciones climaticas
adversas. Se sabe que una vez que la fruta alcanza cierto
contenido de azidcar, se bloquea la sintesis y acumulacién
de antocianinas (Boss ef al., 1996; Spayd et al., 2002). La
sintesis se ve mas afectada por la calidad que por la canti-
dad de luz incidente sobre el racimo, por la regulaciéon que
ejerce sobre PAL (Davies y Schwinn, 2003). La relacién
de la temperatura con la exposicion a la luz solar sobre los
racimos es importante porque afecta la composicién y el
metabolismo de las bayas, efecto que varia de acuerdo con
su estado de desarrollo (Bergqvist et al., 2001).

Los racimos expuestos al sol contienen diez veces mas
flavonoides que los sombreados, ya que se incrementa la
concentracién de los 3-glicésidos de quercetina, kaempfe-
rol y mircetina (Spayd et al., 2002). La luz provoca un
incremento de la concentracion total de antocianinas mo-
noméricas y flavonoles, pero estas se ven reducidas por las
excesivas temperaturas absolutas que inciden sobre raci-
mos expuestos a la luz directa (Steyn e al., 2000). Estas
condiciones afectan en primer término a los flavonoles de
la epidermis de la baya (Roubelakis-Angelakis y Kliewer,
1986) y a la concentracién de los compuestos antocianicos,
ya sea por degradacién o inhibicién de los mismos (Spayd
et al., 2002).

Las antocianinas se acumulan para proteger al tejido
del fotoestrés cuando se absorbe excesiva energia radiante
que no puede ser utilizada (O “Neill y Gould, 2003); por
ello, los niveles de luminosidad bajos y las temperaturas
altas no provocan este tipo de estrés, por lo que la sintesis
de antocianinas seria innecesaria (Roubelakis-Angelakis y
Kliewer, 1986). La acumulacién de fenoles totales y de
antocianinas en uva ‘Cardinal’ responde de manera dife-
rente, lo que sugiere que la sintesis de estos compuestos
presenta  regulaciones independientes  (Roubelakis-
Angelakis y Kliewer, 1986), situacion que dificilmente
ocurra ya que tienen una parte de la ruta biosintética en
comun (Boss ef al., 1996). Sin embargo, podria justificar-
se con la teoria de los metabolones (Winkel, 2004). Las
estrategias de elicitacién no sélo mejoran la produccién de
metabolitos secundarios sino también constituyen un medio
para manipular su perfil y concentracién en cultivos celu-
lares; por ello es necesario entender la respuesta celular a
la elicitacion (Curtin et al., 2003).

Hasta ahora la falta de color en el huerto ha sido menos
documentada y su fisiologia es menos entendida. Se sabe
que periodos de calor prolongados pueden reducir la sinte-
sis, aunque un golpe de calor transitorio puede estimularla.
En manzanas ‘Rosemarie” y “Forelle” la temperatura
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provoca una degradacion de las antocianinas, dependiente
de la concentracién inicial de éstas (Steyn et al.,2000).
Ademaés de un inadecuado manejo de la luz (Jeong et al.,
2004), las altas temperaturas parecen ser la principal razén
de la falta de color de la fruta (Spayd et al., 2002), en es-
pecial las nocturnas (Kliewer y Torres, 1972; Mori et al.,
2005), lo que permite suponer que modificar el microclima
de las frutas es una opcién para mejorarlo (Steyn et al.,
2000), si se considera de manera especial el estado de de-
sarrollo de la fruta en la que estas manipulaciones se lleven
a cabo para mejorar el contenido de los flavonoides res-
ponsables del color (Downey et al., 2003). Por tanto, es-
tudiar la interaccién entre la luz y la temperatura es de
fundamental importancia (Berqvist et al., 2001) en regio-
nes vitivinicolas célidas, en las que deberian desarrollarse
sistemas para atenuar las altas temperaturas, sin recurrir al
sombreado total, que no se recomienda.

CONCLUSIONES

Durante los tultimos afios se han hecho considerables
avances en la caracterizacion molecular y expresion de ge-
nes estructurales y reguladores de la ruta biosintética de
antocianinas. Sin embargo, muchas preguntas acerca de las
reacciones terminales y el transporte y almacenaje en va-
cuolas permanecen sin respuesta. Estos estudios se realiza-
ron en sistemas modelo como el de Arabidopsis thaliana y
atn no se han dilucidado perfectamente en sistemas com-
plejos como en el caso de Vitis vinifera, especialmente en
cultivares destinados al consumo en fresco. El desarrollo
del color, principal pardmetro de calidad externo, suele ser
problemaético en zonas vitivinicolas calidas. Por esta razon,
entender la relacion entre temperatura y luz sera qtil para
atenuar sus efectos sobre el color, y constituye un tépico
interesante para investigar.
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