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Evaluacion de la tolerancia a estrés por sequia en cuatro genotipos
naturalizados de vid (Vitis vinifera) provenientes del norte de Chile

Evaluation of drought stress tolerance in four naturalized grapevine genotypes
(Vitis vinifera) from northern Chile

Claudia Bavestrello-Rigquelme"->, Loreto Cavieres', Jorge Gallardo', Antonio Ibacache'-?,
Nicolds Franck®*, Andrés Zurita-Silva'- *

RESUMEN

El cultivo de la vid (Vitis vinifera) se caracteriza por sufrir sequias estacionales en la mayoria de las regiones productoras, situacion
que se incrementa en ambientes dridos y semidridos de Chile, los cuales han sufrido disminuciones de precipitaciones y prolongados
periodos de sequia, siendo una de las principales problematicas que afectan la productividad de las vides en el norte del pais. El
objetivo planteado fue analizar las respuestas morfo-fisioldgicas en genotipos naturalizados de vides expuestas a estrés hidrico
y determinar su nivel de tolerancia. Se evaluaron pardmetros fisioldgicos y arquitecturales en cuatro genotipos de vides (10, 93,
134, 148), provenientes de un gradiente latitudinal en zonas dridas y semidridas del norte de Chile (18°S a 32°S). Mediante el
uso de un sistema de mini-rizotrones, material clonal de los cuatro genotipos fue sometido a tratamientos de estrés hidrico leve
y severo (60% y 40% de capacidad de campo, respectivamente), durante tres meses, bajo un disefio completamente aleatorio.
Se obtuvieron diferencias significativas a nivel de tratamientos para la sobrevivencia y longitud de tallo, distancia entrenudos y
todos los pardmetros de desempeifio fisioldgico evaluados. Asimismo, se obtuvieron diferencias significativas entre los genotipos
en caracteres de longitud de raiz, distancia entrenudos, fotosintesis y potencial hidrico. Ello permiti6 identificar genotipos an-
hisohidricos como 134 y 148, de genotipos isohidricos, como 10 y 93 en relacién al comportamiento de respuesta al estrés. La
determinacion de efectos tempranos de la sequia en desarrollo, sobrevivencia, y desempefio fisioldgico, permitié diferenciar al
genotipo 134 como el mds tolerante de los evaluados. La metodologia utilizada permitird seleccionar nuevos genotipos para uso
potencial como portainjertos o injertos en zonas dridas y semidridas, subrayando el rol fundamental de explorar la variabilidad
genética de vides y su uso como cultivo modelo.
Palabras clave: estrés hidrico, desarrollo radical, respuestas fisioldgicas, Vitis vinifera.

ABSTRACT

The grapevine (Vitis vinifera) is grown and characterized by seasonal drought suffered in most of the world’s producing regions,
a situation that increases in arid and semiarid regions of Chile, which have experienced declines in rainfall and prolonged dry
periods, one of the main problems that affect the productivity of the vines in these regions. The research aim was to analyze the
morpho-physiological responses of naturalized grapevine genotypes exposed to water stress and determine their level of toleran-
ce. Physiological and architectural parameters were evaluated in four grapevine genotypes (10, 93, 134, 148), collected from a
latitudinal gradient in arid and semi-arid northern Chile (18° SL to 32° SL). By using a system of mini-rhizotrons, clonal material
of the four genotypes was subjected to mild and severe (60% and 40% field capacity, respectively), water stress treatments during
three months under a fully randomized design. Significant differences were obtained at treatment’s level for survival and stem
length, internode distance and all physiological performance parameters evaluated. Furthermore, there were significant differences
between genotypes in traits such as root length, internode distance, photosynthesis and water potential. This allowed identifying
anisohydric genotypes such as 134 and 148, from near isohydric genotypes, such as 10 and 93 in relation to the stress response
behaviour. Determination of early drought effects in development, survival, and physiological performance, allowed differentiating
genotype 134 as the most tolerant of those assessed. This methodology will enable to select new genotypes for potential use as
rootstocks or grafts for arid and semi-arid regions, emphasizing the fundamental role of exploring the grapevine genetic variability
and its use as a crop model.
Key words: water stress, root development, physiological performance, Vitis vinifera..
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Introduccion

En Chile, la produccién de vides se realiza entre
las regiones de Arica-Parinacota y Los Lagos, siendo
el principal frutal de exportacién de Chile al mundo,
con un 16,9% del total de las exportaciones frutico-
las (ODEPA, 2012). Existen factores ambientales
desfavorables a los cuales se ven enfrentadas las
vides cultivadas en ambientes dridos y semidridos,
como son la sequia y la salinidad de los suelos. El
agua es uno de los factores mas importantes para el
desarrollo de las plantas y su carencia constituye una
de las principales fuentes de estrés (Chaves et al.,
2009). Especies como la vid han desarrollado diversas
respuestas adaptativas que les permiten tolerar dife-
rentes niveles de restriccion hidrica, permitiéndoles
completar su desarrollo (Rogiers et al., 2012).

Las vides se caracterizan por sufrir sequias es-
tacionales en la mayoria de las regiones productoras
(Grimplet et al., 2008; Chaves et al., 2010), y su
diversidad genotipica en la tolerancia a la sequia
convierte a este cultivo perenne en un modelo de
estudio ideal, dada la existencia de respuestas
al déficit hidrico que son genotipo-dependiente,
gracias a la gran variabilidad genética existente en
las numerosas variedades comerciales disponibles
y materiales naturalizados en las zonas de origen
y cultivo (Bota et al., 2001; Gaudillere et al.,
2002; Chaves et al., 2010; Rogiers et al., 2012).
Respuestas comunes al estrés incluyen cambios
tanto en el metabolismo de hormonas, como en
procesos de fotosintesis, crecimiento, transcrip-
cién y sefializacién entre otros, los cuales han
sido confirmados mediante anélisis fisiolgicos y
moleculares (revisados por Cramer, 2010). En par-
ticular, el 4cido abscisico (ABA) afecta las rutas de
sefializacién que disparan actividades regulatorias
claves del metabolismo y transcripcion, y también
regulan importantes respuestas fisioldgicas tales
como la conductancia estomatica, fotoproteccién
y desarrollo (Chaves et al., 2010; Cramer, 2010).
Otro de los mecanismos de tolerancia a sequia es
el incremento en sistemas radiculares ramificados y
profundos, capaces de obtener suministros de agua
para su desarrollo y asi sobrevivir a periodos de
déficit hidrico (Chaves et al., 2010; Lovisolo et al.,
2010; Rogiers et al., 2012). Ademas, la vid presenta
mecanismos para evitar el déficit hidrico, los cuales
incluyen el incrementar al maximo la eficiencia en
el uso del agua a través de la regulacién estomatica,
incluso con leves cambios en el potencial hidrico

foliar (Flexas et al., 1998; Lovisolo et al., 2010).
Otro mecanismo es el ajuste osmético mediante la
acumulacion activa de azucares solubles, 4dcidos
orgéanicos y prolina (Castellarin et al., 2007; Deluc
et al., 2009). Esto permite mantener la turgencia
celular a bajos potenciales hidricos (Morgan,
1984), facilitando el crecimiento celular, la apertura
estomadtica y la fotosintesis, favoreciendo tanto la
supervivencia como las adaptaciones radiculares
para explorar un mayor volumen de agua del suelo
(Turner y Jones, 1980; Blum et al., 1989; Schultz,
2003). Basado en el comportamiento del potencial
hidrico en respuesta al déficit hidrico, los cultivares
de vid han sido clasificados como isohidricos o ani-
sohidricos (Schultz, 2003; Vandeleur et al., 2009).
Cultivares isohidricos son aquellos que mantienen
su potencial hidrico foliar sobre un determinado
umbral, a pesar de la disponibilidad hidrica de
suelo o la demanda hidrica atmosférica. En tanto,
cultivares anisohidricos son aquellos en los cuales
el potencial hidrico foliar cae con la disminucién en
la disponibilidad hidrica de suelo o con incrementos
en la demanda hidrica atmosférica (revisados por
Lovisolo et al., 2010). En vides isohidricas, el po-
tencial hidrico foliar raramente cae bajo —1,5 MPa,
lo cual es cercano al umbral de cavitacién severa
en esta especie (Lovisolo et al., 2010).

El objetivo del presente estudio fue analizar
las respuestas morfo-fisioldgicas en genotipos
naturalizados de vides expuestas a estrés hidrico.
Especificamente, se determinaron los cambios
que sufren estas plantas para adaptarse al estrés
por sequia mediante la evaluacién de pardmetros
fisioldgicos y arquitecturales en cuatro genotipos
de vides, provenientes de zonas aridas y semidridas
del norte de Chile, mediante el uso de un sistema
controlado de minirizotrones.

Materiales y Métodos
Material vegetal

Se analizaron cuatro genotipos de vides colec-
tados en la zona norte de Chile, los cuales fueron
seleccionados por el mayor crecimiento al ser so-
metidos a condiciones de cultivo in vitro: genotipos
148 y 134, colectados en la Regioén de Tarapaca;
genotipo 10, colectado en la Regién de Atacama; y
genotipo 93, colectado en la Regién de Coquimbo.

Se utilizé material clonal de cinco meses,
proveniente de cultivo in vitro. El proceso de
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micropropagacién consistié en tres etapas de un
mes cada una: establecimiento, crecimiento y
enraizamiento, utilizando medio MS modificado
(Murashige and Skoog, 1962). Las plantulas de tres
meses permanecieron en un cuarto de crecimiento
en condiciones controladas y constantes (16 horas
de luz, temperatura promedio de 24° C y humedad
relativa 70%). Una vez que las plantas presentaron
raices in vitro, se procedié a su trasplante y aclima-
tacién por un mes adicional en un sustrato de turba:
perlita (1:1), regadas con una solucién nutritiva
de MS al 0,5X. Durante la fase de aclimatacion
las plantas fueron trasplantadas a un contenedor
cerrado, el cual se fue adaptando gradualmente a
condiciones ex vitro, durante cuatro semanas en
cuarto de crecimiento. El proceso de aclimatacién
en invernadero fue de cuatro semanas adicionales,
donde fueron regadas con una solucién nutritiva MS
al 0,1X semanalmente. Finalmente, las plantas de
cinco meses fueron instaladas en minirizotrones,
conformados por dos vidrios de 37 x 30 cm con
sustrato de turba: perlita (1:1), cubierto por ambos
lados con una ldmina oscura para evitar la exposi-
cién ala luz del sistema radicular. Se instalaron dos
plantas del mismo genotipo, separadas por una banda
de hule para evitar que sus raices se entrelazaran.
Tres minirizotrones se instalaron en contenedores
plasticos cerrados, separados por una distancia de
4 cm entre ellos. Las plantas crecieron durante una
semana antes de comenzar con la aplicacién de los
diferentes tratamientos de riego.

Tratamiento de estrés por sequia

Para determinar la cantidad de riego a utilizar
se realiz6, previamente, un ensayo para registrar
el contenido relativo de agua del sustrato en los
minirizotrones durante 35 dias, el cual consistio
en dos tratamientos de riego, un control con riego
semanal a capacidad de campo y un tratamiento
de sequia absoluta, monitoreados por sondas
ECH20 (EC-20, USA). Esto permitié determinar
que la cantidad de agua suficiente para mantener
el rizotrén a capacidad de campo (CC) fue de 55
ml por semana. El ensayo se realizé mediante dos
tratamientos de riego deficitario: estrés hidrico
leve (60% de CC) y estrés hidrico severo (40% de
CC), y su control respectivo (CC), con un disefio
completamente aleatorizado. Por cada genotipo se
analizaron 18 plantas, divididas en tres tratamientos
con seis repeticiones por tratamiento.

Parametros evaluados

El experimento finaliz6 cumplidos tres meses, y
se midieron la supervivencia de las plantas y longitud
de raiz final (cm) en los tratamientos de estrés hidrico
y el control. La evaluacién morfométrica se realizé
cada 15 dias, midiendo la distancia entre nudos (cm) y
longitud de tallo (cm). Las mediciones de desempefio
fisiol6gico como tasa de fotosintesis se realizaron
cada 15 dias sobre tres hojas visualmente sanas y
totalmente expuestas al sol, mediante un equipo de
intercambio gaseoso IRGA (Licor-6400, USA). El
potencial hidrico foliar (‘F',) se evalu6 cada 15 dfas
mediante un psicrémetro y una termocupla, lo que
permitié determinar la evapotranspiracién de la hoja
mediante el principio de Peltier (Busso, 2008). La
tasa de crecimiento relativo se calculé tomando el
crecimiento final versus el inicial en relacion al
nimero de mediciones. Todas las mediciones fueron
realizadas a las 12:00 hrs. Considerando que no hubo
diferencias entre mediciones en los datos temporales
(datos no mostrados), se presentan solamente los
datos del final del experimento.

Los parametros morfométricos asi como ca-
pacidad fotosintética, potencial hidrico y tasa de
crecimiento relativo fueron analizados mediante un
analisis de varianza (ANOVA) factorial. Previamente
se evaluaron la normalidad de los datos y la homoge-
neidad de la varianza de acuerdo al test Shapiro-Wilks
y Bartlett, respectivamente, y las diferencias entre
tratamientos fueron evaluadas mediante la prueba
a posteriori de Tukey. La variable de sobrevivencia
fue analizada con un modelo lineal generalizado
debido a que los datos no cumplian los principales
supuestos de normalidad y homocedasticidad, y la
regresion aplicada para este andlisis fue Poisson
(Sokal y Rohlf, 1995).

Resultados
Sobrevivencia de plantas

La sobrevivencia de plantas disminuyé de manera
significativa por efecto del tratamiento de estrés hi-
drico, siendo el tratamiento de estrés hidrico severo
el que disminuy? la sobrevivencia de los genotipos
hasta un 20%, a excepcion del genotipo 134, en donde
cerca de un 50% de las plantas sobrevivieron a este
nivel de estrés (Tabla 1; Figura 1). No existi6 efecto
significativo entre los genotipos ni en la interaccién
entre genotipo y tratamiento (Tabla 1).
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Tabla 1. Parametros estadisticos para la fuente de variacion (tratamiento, genotipo, interaccion tratamiento * genotipo), medida
en sobrevivencia y pardmetros morfométricos de cuatro genotipos diferentes de vid bajo tratamientos de estrés hidrico.

Sobrevivencia Longitud de tallo Longitud de raiz Distancia entrenudos
Fuente de variacion
gl Wald p el F p gl F p el F p
Tratamiento (T) 2 8,220885 0,016401 2 29,2184 0,000000 2 2,502 0,090454 2 6,411 0,002996
Genotipo (G) 3 0,605265 0,895226 31,5507 0,210755 3 4,615 0,005696 3 17,718 0,000000
T*G 6 0,821608 0991482 6 7,8563 0,000003 6 3,804 0,002811 6 1,749 0,125284
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Figura 1. Sobrevivencia promedio (%) de cuatro genotipos naturalizados de Vitis vinifera expuestos a

tratamiento control, estrés hidrico moderado y severo durante tres meses (Letras diferentes corresponden a

diferencias significativas; p = 0,05).

Survival (%) in four naturalized genotypes of Vitis vinifera exposed to control, moderate and severe
drought stress treatments during three months (different letters indicate significant differences; p = 0.05).

Parametros morfométricos

Las evaluaciones de longitud de tallo presentaron
una disminucion significativa entre los tratamientos
aplicados, sin observarse diferencias significativas
entre los genotipos (Tabla 1). El andlisis evidencid
un efecto significativo en el factor de interaccién
tratamiento por genotipo (Tabla 1). Las mayores
diferencias se registraron entre tratamiento control
y estrés severo, en donde los genotipos ajustaron su
crecimiento a una longitud similar (Figura 2A). De

hecho, las mayores diferencias en longitud entre los
genotipos se presentaron sélo en tratamiento control
entre los genotipos 148 (40 cm) y 10 (10 cm).

En relacién a la longitud final de las raices en
los genotipos evaluados, este pardmetro mostré una
disminucion significativa dependiente del genotipo y
en la interaccidn genotipo por tratamiento, no asi por
el efecto del tratamiento (Tabla 1). Las diferencias
entre los genotipos y los tratamientos se presentan
en la Figura 2B, en donde los genotipos 10 y 134
presentaron las menores disminuciones de longitud
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Figura 2. Longitud tallo (A), longitud de raiz (B) y distancia entrenudos (C), medidas en centimetros, evaluada en 4 genotipos
diferentes de Vitis vinifera, en condiciones control, estrés hidrico moderado y severo durante tres meses. Se indican los valores

promedio (+ 2 SE). Letras diferentes corresponden a diferencias significativas; test de Tukey, a < 0,05.

Shoot length (A), root length (B) and internode distance (C), measured in centimeters, assessed in 4 different genotypes
of Vitis vinifera, in control conditions, moderate and severe drought stress during three months. Mean values (+ 2 SE) are shown.
Different letters indicate significant differences; Tukey test, o < 0.05.
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Tabla 2. Parametros estadisticos para la fuente de variacion (tratamiento, genotipo, interaccion tratamiento * genotipo), medida
en atributos de desempeiio fisioldgico de cuatro genotipos diferentes de vid bajo tratamientos de estrés hidrico.

Fotosintesis Potencial hidrico foliar Tasa crecimiento relativo
Fuente de variacién
gl F p el F p gl F p
Tratamiento (T) 2 20,1723 0,000007 2 378,7325  0,000000 2 29,2184  0,000000
Genotipo (G) 3 4,2443 0,015338 3 43,3690  0,000000 3 1,5507 0,210755
T*G 6 1,2521 0,315857 6 43,3690  0,000000 6 7,8563 0,000003

radical en respuesta al estrés severo, y los genotipos
93 y 148 presentaron la mayor disminucién. La
mayor longitud radical se observé en el genotipo
148 en el tratamiento control, pero, a medida que
el nivel de estrés aumentd, dicho genotipo presentd
la menor longitud radical. En cambio, el genotipo
134 incrementé su longitud radical tanto en estrés
moderado como severo (Figura 2B).

La distancia entrenudos disminuy6 de manera
significativa entre los tratamientos, asi como se pre-
sentaron diferencias significativas entre genotipos
(Tabla 1). La mayor diferencia se registré entre los
tratamientos moderado y severo, disminuyendo la
distancia entrenudos. Entre los genotipos, la mayor
distancia entrenudos se observé en los genotipos
93 y 148 y la menor distancia en el genotipo 10 en
todos los tratamientos; entre los genotipos 134 y
148 no existieron diferencias significativas en el
tratamiento de estrés severo (Figura 2C).

Desempeiio fisiologico

La tasa fotosintética medida a radiacion saturante
de 750 umol (A, ) fue significativamente mayor
en condiciones control en comparacién con estrés
severo (Tabla 2). Adicionalmente, se observé una
disminucién significativa en la tasa fotosintética en
los genotipos 134 y 148 por efecto del tratamiento de
estrés severo. No obstante, el factor de interaccion
genotipo x tratamiento no fue significativo (Tabla
2; Figura 3A).

El potencial hidrico foliar fue significativa-
mente mds negativo bajo la condicién de estrés
severo en relacion al control y al estrés moderado.
Entre estos dos ultimos tratamientos no existieron
diferencias estadisticamente significativas (Tabla 2;
Figura 3B). Dicha respuesta fue dependiente tanto
del factor genotipo como por la interaccion entre
genotipo y tratamiento (Tabla 2). Un comporta-
miento diferente se registr6 en el genotipo 10, que
mostré diferencias significativas en comparacién

con todos los genotipos en estudio, ya que mantuvo
su potencial hidrico independiente del tratamien-
to de estrés hidrico aplicado y no disminuyé en
respuesta al estrés severo, como se observé en los
otros genotipos (Figura 3B).

El andlisis de la tasa de crecimiento relativo
mostré disminuciones significativas entre los
tratamientos de restriccién de riego y la interac-
cion tratamiento x genotipo (Tabla 2). De manera
contraria, no hubo efecto dependiente del genotipo
(Tabla 2). La mayor diferencia se observé entre el
control y el estrés severo. Los genotipos 134 y 148
mostraron una tendencia de disminucién gradual
en la tasa de crecimiento relativa a medida que el
tratamiento de estrés fue mas severo. El genotipo
93 no mostré diferencias entre control y estrés
moderado, pero ante un estrés severo disminuyé
dicha tasa de la misma manera que el resto de los
genotipos. El genotipo 10 presentd un aumento en
la tasa de crecimiento en el tratamiento de estrés
leve, pero sin presentar diferencias entre control y
estrés severo (Figura 3C).

Discusion

Mediante la evaluacién de pardmetros fun-
cionales y de crecimiento, se determiné el nivel
de respuesta y desempefio diferencial en cuatro
genotipos de vides frente a tratamientos de estrés
hidrico. Los genotipos enfrentados a tratamientos
de riego deficitario presentaron variaciones contras-
tantes en los pardmetros evaluados. El genotipo 134
fue el que obtuvo un mejor desempefio en t€rminos
de sobrevivencia y parametros de crecimiento tales
como longitud de raiz y distancia entrenudos del
brote, lo que fue acompaifiado de una mayor dismi-
nucién en el intercambio gaseoso y en su potencial
hidrico foliar. Esto indicaria una estrategia de tipo
anisohidrica, dada tanto por una mayor superviven-
cia como por promover adaptaciones radiculares,
que indicarfan un potencial de explorar un mayor
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Figura 3. Tasa de fotosintesis neta (umol CO, m2 s7!) (A), potencial hidrico foliar (¥-MPa) (B) y tasa de crecimiento relativo
(cm) (C), medidas en cuatro genotipos diferentes de Vitis vinifera, en condiciones control, estrés hidrico moderado y severo durante
tres meses. Se indican los valores promedio (+ 2 SE). Letras diferentes corresponden a diferencias significativas; test de Tukey,

o =0,05.

Net photosynthetic rate (umol CO, m-2 s71) (A), leaf water potential (Y-MPa) (B) and relative growth rate (cm) (C),
assessed in 4 different genotypes of Vitis vinifera, in control, moderate and severe drought stress conditions during three months.

Mean values (+ 2 SE) are shown. Different letters indicate significant differences; Tukey test, o. < 0.05.
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volumen de sustrato, pero adaptando su desempefio
fotosintético a la disponibilidad hidrica de suelo
(Turner y Jones, 1980; Blum et al., 1989; Schultz,
2003). En un ambiente semiarido, en el cual se
conjugan simultdneamente factores ambientales
promotores de estrés, como baja disponibilidad
hidrica de suelo e incrementos en la demanda
hidrica atmosférica, la asimilacion de Co, debe
establecer un compromiso entre el gasto hidrico, la
fijaciéon de materia y energia y la disipacion de la
energia excesiva, aplicando los ajustes necesarios
para poder mantener la productividad de la vid
(Chaves et al., 2010; Cramer, 2010; Lovisolo et al.,
2010). Paralelamente, el genotipo 148 fue el que
exhibi6 un comportamiento mas dependiente de la
disponibilidad de agua suministrada. En la mayoria
de los pardmetros morfométricos y de desempefio
fisiolégico present un comportamiento similar a
las especies sensibles a la sequia (Liakopoulos et
al., 2006; Cramer et al., 2007). En contraste, la vid
también podria recurrir a un mecanismo de absci-
sion foliar para poder mantener niveles similares
de fotosintesis en diferentes escenarios de dispo-
nibilidad hidrica, con el objetivo de reducir su drea
de interaccién con el ambiente, 1o cual de hecho
se registré en el genotipo 10 (datos no mostrados).

Aungque se ha sugerido que las diferencias entre
cultivares iso- y anisohidricos pueden incluir dife-
rentes respuestas estomaticas y uso de agua (Schultz,
2003), en general ellos presentan disminuciones
similares en pardmetros como la conductancia esto-
mdtica (g,) y la fotosintesis mdxima en respuesta al
estrés hidrico (Lovisolo et al., 2010), 1o cual coincide
con lo mostrado por los genotipos analizados, en
donde se ajusto este caracter fisiolégico para ambas
estrategias. En efecto, la fotosintesis maxima varié
entre 12 umol CO, m-2 s-1 en el genotipo 148 y 4
umol CO, m-2 s-1 en el genotipo 10 en condiciones
control, lo cual es un rango muy amplio entre ge-
notipos de vides a pesar de provenir desde regiones
dridas y semidridas, y cay6 bajo 4 umol CO, m-2
s-1 en todos los genotipos por efectos del estrés
hidrico severo. Tales variaciones entre genotipos
son similares a la alta variabilidad encontrada en
caracteres fotosintéticos bajo riego entre diferentes
cultivares de vid de las islas Baleares, Espaiia, a
pesar de que estos cultivares comparten un origen
comiin (Bota et al. 2001).

Similarmente, el potencial hidrico fue una
respuesta claramente dependiente de los genotipos
analizados, en donde el genotipo 10 conservé el

potencial hidrico y no disminuyé en respuesta al
estrés hidrico severo, a diferencia de los otros ge-
notipos analizados, en donde este potencial se hizo
mas negativo a medida que aumento el estrés hidrico.
Asimismo, el genotipo 93 presenté un potencial
hidrico sobre el umbral —1,5 Mpa en estrés hidrico
severo, lo cual indicaria una estrategia isohidrica
similar al genotipo 10 (Lovisolo et al., 2010). Este
resultado se complementa con una mayor tasa de
crecimiento relativo presentado por ambos genotipos
en la condicién de estrés hidrico moderado, y en
particular del genotipo 10 en estrés hidrico severo
(Bota et al. 2001; Rogiers et al., 2012). En situaciones
de estrés hidrico se requiere una rapida absorcién
de agua desde el suelo por las raices, en especial
cuando la transpiracion es particularmente alta, lo
que también puede generar un enorme gradiente
de presion hidrostéatica (Nobel, 2004). Por ello es
necesario mantener un potencial hidrico foliar en
niveles que permitan mantener un adecuado fun-
cionamiento, sin alterar el desempefio fisiol6gico.

El estrés hidrico severo inhibi6 la extension
entrenudos, la expansion foliar y el alargamiento de
zarcillos, por lo tanto limita la transpiracion, siendo
usado como indicador sensible del estado hidrico de
la vid (Schultz, 2003; Chaves et al., 2010). Ademas,
disminuciones en el didmetro promedio de los vasos
xilematicos disminuyen la conductividad hidraulica
del xilema y pueden prevenir el embolismo, ya que
vasos mds pequefios son menos susceptibles a la
cavitacion (Vandeleur et al., 2009; Lovisolo et al.,
2010). La respuesta en los genotipos 134 y 148 re-
fleja dicha sensibilidad y adaptacién al tratamiento
de estrés hidrico moderado, ya que adaptaron la
longitud del tallo sin alterar de manera importante
la distancia entrenudos, pero con la diferencia de
que el genotipo 134 indujo un crecimiento mayor
del sistema radical. Esta adaptacion del crecimiento
y alocacion de recursos tallo/raiz permitiria evitar
de manera més eficiente los efectos de la cavitacion.

Conclusiones

El sistema experimental de minirizotrones
permitié determinar diferencias significativas entre
genotipos de vides colectados desde zonas dridas y
semidridas del norte de Chile sometidos a tratamientos
de estrés hidrico. Los caracteres morfométricos y
atributos de desempefio fisiol6gico analizados permi-
tieron caracterizar estrategias de respuesta al déficit
hidrico, diferenciando entre genotipos anhisohidricos
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como 134 y 148, de genotipos isohidricos como 10
y 93. El conocimiento de los efectos tempranos de
la sequia en el desarrollo a nivel de raices y tallo,
adaptaciones de la maquinaria fotosintética y potencial
hidrico nos permitié diferenciar los genotipos mas
tolerantes para su uso potencial como portainjertos
o injertos en zonas aridas y semidridas y/o bajo
futuros escenarios de cambios en las condiciones
climéticas de la zona norte del pais, subrayando el
rol fundamental de explotar la variabilidad genética
de vides como cultivo modelo.
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Abstract

C. Bavestrello-Riquelme, L. Cavieres, J. Gallardo, A. Ibacache, N. Franck, and A.
Zurita-Silva. Evaluation of drought stress tolerance in four naturalized grapevine
genotypes (Vitis vinifera) from northern Chile.

One of the main problems that have affected the productivity of grapevine (Vitis vinifera) in
the north of Chile is the gradual decrease of rainfall and the prolonged periods of drought.
The present work aims to determine the responses to drought stress in grapevine. In order
to assess this stress, four naturalized genotypes of Vitis vinifera from an arid and semi-arid
latitudinal gradient of Chile (18°S a 32°S, 72°W a 70°W) were studied through the use of
mini-rhizotrons. The plant responses were evaluated during three months by means of (1)
morphometric parameters including biomass, growth and both shoot and root ; (2)
physiological parameters such as water potential and net photosynthesis. Clonal in-vitro
material from each genotype was subjected to three levels of deficit irrigation (control,
moderate and severe water stress) in order to evaluate the physiological response of each
genotype compared to control, under a completely randomized design. The responses of
root length, internode length, photosynthesis and water potential to water stress differed
between genotypes, demonstrating that the genotype 134 has performed a better adaptation
to water deficit, as opposed to genotype 93 that turned out to be the least tolerant, since it
comes from a semiarid zone. None of the analyzed genotypes from arid and semi-arid areas
seem to have developed a physiological mechanism of tolerance to severe water stress.

Key words: Drought stress, root development, physiological responses, Vitis vinifera
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Introduccion

En Chile la produccién de vides se realiza entre las Regiones de Arica-Parinacota y Los
Lagos (S 18°a S 44°, W 72° a W 70°) , desde donde se obtienen diversos productos como
vinos con denominacion de origen, pisco, uva de mesa y mostos. Las uvas de mesa son el
principal frutal de exportacion de Chile al mundo, con 16.9% del total de las exportaciones
fruticolas (ODEPA, 2012). No obstante, existen factores ambientales desfavorables a los
cuales se ven enfrentadas las vides cultivadas en ambientes &ridos y semiaridos, como son
la sequia y la salinidad de los suelos, problemas comunes en estas zonas de produccion. El
agua es uno de los factores mas importantes para el desarrollo de las plantas y su carencia
constituye una de las principales fuentes de estrés (Chaves et al., 2009). Algunas especies
de plantas han desarrollado diversas respuestas adaptativas que les posibilita tolerar
diferentes niveles de restriccion hidrica lo cual completa su ontogenia.

Las respuestas de las plantas frente a factores de estrés abidtico involucran la activacion de
una secuencia de eventos, que incluyen la percepcion del estimulo por la planta, el
procesamiento y transduccion de la sefial, la amplificacion e integracion en la ruta o rutas
de transmision de la informacion y posteriormente tiene lugar la regulacion de la expresion
génica y finalmente las respuestas adaptativas que incluyen mecanismos bioquimicos,
metabolicos y moleculares, como la induccion de genes de sintesis de acido abscisico
(ABA), y otros relacionados a las respuestas al estrés (Kramer and Boyer., 1995; Pareek et
al., 2010). Dichas respuestas dependeran de la interaccion entre el genotipo y el estado de
desarrollo al momento del estrés, de la duracion y severidad del mismo, y de los factores
ambientales que lo provoguen. Una vez activadas estas respuestas, el crecimiento se vera

modulado, a su vez por el estado nutricional de la planta (Gillaspy et al., 1993).
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Las vides se destacan por crecer en ambientes aridos y semiaridos. Es una especie que
posee un nivel de tolerancia moderadamente alto a la sequia (Grimplet et al., 2008;
McKersie y Leshem., 1994), siendo la variabilidad genética un factor importante en esta
adaptacion (Gaudillére et al., 2002). Uno de los mecanismos de tolerancia a sequia es el
incremento en los sistemas radicales ramificados y profundos, capaces de obtener
suministros de agua para su desarrollo y asi sobrevivir a periodos de déficits hidrico. Sin
embargo, procesos de calentamiento global estdn provocando cambios climéaticos
significativos, como son el aumento de temperaturas junto con fendmenos de
precipitaciones cambiantes. Lo que demanda aumentar el estudio de mecanismos de
adaptacion que otorguen tolerancia a condiciones de estrés abiético (Howden et al., 2007),
Esta especie presenta diversos mecanismos para evitar el déficit hidrico, los cuales incluyen
el incrementar al maximo la captacion de agua y reducir al minimo sus pérdidas (Levitt.,
1980), a través del cierre estomatico como respuesta temprana al estrés hidrico y que se
produce incluso antes de que sean detectables los cambios en el potencial hidrico foliar
(Flexas et al., 1998). Otro mecanismo es el ajuste osmatico mediante la acumulacion activa
de azucares solubles, &cidos organicos y prolina (Castellarin et al., 2007; Deluc et al.,
2009). Esto permite mantener la turgencia celular a bajos potenciales hidricos (Morgan.,
1984), facilitando el crecimiento celular, la apertura estomatica y la fotosintesis, y
favorecer tanto la supervivencia a la deshidratacion, como las adaptaciones radicales para
absorber un mayor volumen de agua desde el suelo (Blum et al., 1989; Schonfeld et al.,
1988; Turner y Jones., 1980).

El sistema radical de las plantas también sufre adaptaciones al estrés hidrico y dependiendo
del tipo de respuesta, existen dos tipos de estrategias en vides: en plantas isohidricas la

reduccion de pérdidas involucra la modificacion del sistema radical, con una reduccién de
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la superficie radical, y una disminucion de la permeabilidad para evitar pérdidas en suelos
muy secos Yy un incremento de la resistencia hidraulica para disminuir el flujo hidrico hasta
la copa (Levitt., 1980; Schultz., 2003; Vandeleur et al., 2009). En cambio, la opuesta es
plantas anisohidricas donde los efectos de la sequia se reducen al incrementar la absorcion
de agua, manteniendo una mayor tasa de transpiracion y continuando con el proceso de la
fotosintesis. Asi, en condiciones de sequia las plantas anisohidricas tienen tasas
fotosintéticas y de crecimiento mayores que plantas isohidricas. Para mantener estas tasas,
es necesario conservar tanto la turgencia como un elevado contenido relativo de agua,
absorbiendo tanta agua como se transpira. Estas plantas tienen resistencias hidraulicas
mucho menores que plantas isohidricas, y la absorcion se mantiene incrementando la
superficie radical pero no la biomasa aérea (Levitt., 1980; Schultz., 2003; Vandeleur et al.,
2009).

Se analizaron las diferentes respuestas fisiolégicas de individuos de nuestra coleccién de
germoplasma de vides naturalizadas del Norte de Chile, para determinar qué
mecanismos/estrategias utilizan estas plantas para adaptarse a las diferentes situaciones de
estrés, que utilizamos. Evaluamos mediante el uso de pardmetros fisiologicos y
arquitecturales en cuatro genotipos de vides provenientes de zonas aridas y semiaridas del

norte de Chile utilizando un sistema de mini-rizotrones.
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Materiales y métodos

Material Vegetal

Se analizaron cuatro genotipos de vides colectados en la zona norte de Chile (18°S a 32°S,
72°W a 70°W), los cuales fueron seleccionados por su mayor crecimiento al ser sometidas

a estrés hidrico aplicado en cultivo in vitro:

Genotipo 148 y 134: Colectados en la region de Tarapaca

Genotipo 10: Colectado en la region de Atacama

Genotipo 93: Colectado en la region de Coquimbo

Se utiliz6 material clonal de 8 meses, proveniente de cultivo in vitro. ElI proceso de
micropropagacion consistio en 3 etapas: establecimiento, crecimiento y enraizamiento, cada
una de un mes, utilizando un medio de cultivo MS modificado (Murashige and Skoog.,
1962). Las plantulas permanecieron en un cuarto de crecimiento en condiciones controladas
y constantes (16 horas de luz, temperatura promedio de 24°C y humedad relativa 70%).
Una vez que las plantas formaron raices in vitro, se procedié a su transplante y aclimatacion
en un sustrato inerte (turba/perlita 1:1), complementado con una solucion nutritiva de MS al
0,5X. Durante esta fase de aclimatacion, las plantas fueron transplantadas a un contenedor
cerrado, el cual se fue adaptando gradualmente a condiciones ex vitro durante 5 semanas.
Finalmente, las plantas enrraizadas fueron instaladas en mini-rizotrones, conformados por
dos vidrios de 37 cm x 30 cm con sustrato inerte (turba/perlita 1:1). Se instalaron dos
plantas del mismo genotipo por mini-rizotron, separadas por una banda de hule para evitar

gue sus raices se entrelazaran. Los mini-rizotrones se instalaron en contenedores plasticos
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cerrados. Las plantas se cultivaron durante una semana antes de comenzar con la aplicacion

de los diferentes tratamientos de riego deficitario

Tratamiento de estrés por sequia.

El estrés hidrico se realizé mediante dos tratamientos de riego deficitario: estrés hidrico
leve (T1, 60% del contenido hidrico a capacidad de campo), estrés hidrico severo (T2, 40%
del contenido hidrico a capacidad de campo), y los controles respectivos a capacidad de
campo (TO0), con un disefio completamente aleatorizado. Para determinar la cantidad de
riego a utilizar, se realizd, previamente, un ensayo para registrar el contenido relativo de
agua del sustrato en los mini-rizotrones durante 35 dias y consistié en dos tratamientos de
riego, un control con riego semanal a capacidad de campo y un tratamiento de sequia
absoluta, monitoreados por sondas ECH20 (EC-20, USA). Esto permitié determinar que la
cantidad de agua suficiente para mantener el rizotron a capacidad de campo fueron 55 ml
por semana. Por tanto, el estrés leve fue aplicado mediante riego semanal de 22 ml de agua
destilada, y el estrés severo fue un riego mensual de 55 ml de agua destilada. Por cada
genotipo se analizaron 18 plantas divididas en tres tratamientos con 6 repeticiones por
tratamiento.

Parametros evaluados

Una vez finalizado el ensayo, se midié la sobrevivencia de las plantas en los diversos
tratamientos de estrés hidrico transcurridos tres meses. La evaluacion morfométrica se
realiz6 midiendo la distancia entre nudos (cm), longitud de tallo (cm), abscision foliar, cada

15 dias en la parte aérea y longitud de raiz (cm) final.
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El potencial hidrico (W) se evalué mediante psicrémetro y una termocupla cada 15 dias,
que permitié determinar la evapotranspiracion de la hoja mediante el principio de Peltier
(Busso., 2008).

La medicion de fotosintesis se realizd6 mediante un equipo de intercambio gaseoso IRGA
(Licor-6400, USA). La evaluacion de este parametro fue realizada cada 15 dias durante la
duracion del ensayo.

Extraccion RNA

Se utilizé6 un protocolo de extraccion descrito previamente (Zeng and Yang., 2002),
moliendo 100 mg de tejido vegetal en nitrogeno liquido, usando un buffer de extraccion
(2% CTAB, 2% PVP, 300 mM Tris-HCI (pH 8), 25 mM EDTA, 2 M NaCl, 0,05%
espermidina y 2% [- mercaptoetanol). Una vez obtenido el RNA se utiliz6 DNAse | para
eliminar el DNA genomico, posteriormente columnas de purificacién total de RNA (Ultra
CleanPlant RNA isolation kit). La cuantificacion se llevO a cabo mediante un
espectrofotometro NanoDrop ™ 1000. Para determinar la integridad del RNA, se realizo
electroforesis en gel de agarosa bajo condiciones denaturantes. La transcripcion reversa de
RNA en cDNA se realiz6 mediante el uso del kit High Capacity cDNA RT de Applied
Biosystems. Posteriormente, el cDNA fue almacenado a -20°C hasta su utilizacion
posterior.

Anadlisis de expresion génica mediante RT-gPCR

Se obtuvieron tejidos de plantas control y tratadas al inicio del experimento, 14 y 35 dias,
colectando un pool de hojas por cada tratamiento y genotipo. La cuantificacion se realizo
en términos relativos, expresando el cambio en los niveles de expresion de RNAm a partir

del cDNA. El nivel de expresion de los genes inducibles de vid NCED1, NCED2 y GDH,
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mas el gen Ubiquitina usado como referencia (housekeeping), analizado para los diferentes
tratamientos. Las secuencias de los partidores se indican a continuacion:

NCED1 (Hopper, 2007):
VVNCEDI1F: 5 GCAGAGGACGAGAGTGTAAAGGA-3’
VVNCEDI1R: 5" GCAGAGTAAAAACACATGAAGCTAGTG-3
NCED?2 (Savazzini et al., 2005):
VVNCED2F: 5'GAAGACTTGGCAAATCAAGCTTAGAZ
VVNCEDZ2R: 5GCTGAGCTCCAATTCTACCG3
GDH (Skopelitis D. et al., 2006):
Vv GDHF: 5'CGACGTCACTGGAGCTGTTAZ'
Vv GDHR: 5GTGATCTCCGCCACTGAAATZ
UBI, (Bogs et al., 2005):
VvUDIi1F: S’GTGGTATTATTGAGCCATCCTT-3’
VVUDbIlR: S’AACCTCCAATCCAGTCATCTAC-3

Para las reacciones se utilizaron condiciones descritas previamente (Ruiz-Carrasco et al.,
2011). Los valores del umbral de Ciclo (Ct) fueron obtenidos y analizados mediante el
método 22", La relacion de expresion relativa (log2) entre cada gen de interés y el gen
referencia, y las veces de cambio (FC) entre muestras tratadas versus los controles

correspondientes, fueron calculadas a partir de las eficiencias del qRT-PCR y la desviacion
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del punto de deteccién utilizando el modelo matematico de Pfaffl (2001). Los datos
obtenidos fueron los promedios (+/- S.D.) de tres replicas bioldgicas.

Anaélisis estadistico

Los pardmetros morfométricos asi como capacidad fotosintética, potencial hidrico y tasa de
crecimiento relativo fueron analizados mediante un andlisis de varianza (ANOVA)
factorial.. Previamente se evalud la normalidad de los datos y la homogeneidad de la
varianza mediante los test Shapiro-Wilks y Bartlett, respectivamente (Sokal y Rohlf, 1995).
Las variables de sobrevivencia y abscision fueron analizadas mediante un modelo lineal
generalizado debido a que los datos no cumplian los principales supuestos. Las pruebas de

distribucion aplicada fue Poisson.

Resultados

Sobrevivencia de plantas

La sobrevivencia de plantas medida al final del ensayo mostrd que el efecto de tolerancia
de los genotipos se vio afectado de manera significativa solo por el tratamiento aplicado,
especificamente el tratamiento de estrés hidrico severo (p = 0,016401). No existio efecto

dado por los genotipos ni de la interaccion entre genotipo y tratamiento (Tabla 1; Figura 1).

Longitud de tallo

La longitud de tallo fue significativamente diferente entre los tratamientos (Fsg1= 29.2184;
p < 0.01), no asi entre los genotipos (Fsgo= 1.5507; p = 0.210755). La interaccion
tratamiento-genotipo también fue significativa (Fsg 5 = 7,8563; p < 0,0001). Las mayores
diferencias se dieron entre el control y el estrés severo. Se presentaron diferencias entre los

genotipos pero solo en tratamiento control (Figura 2A).
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Longitud de raiz

Este pardmetro mostré un efecto significativo dependiente del genotipo (Fsg, o= 4.615; p <
0.01), y la interaccién con tratamiento (Fsgs =3,804; p < 0.01), no asi por el tratamiento
(Fse, 1=2.502; p = 0.090454). Diferencias significativas entre los genotipos y los
tratamientos se presentan en la Figura 2B, en donde los genotipos 93 y 134 presentaron los
mayores cambios en respuesta al estrés severo, y los genotipos 10 y 93 presentaron una
variacion menor. La mayor longitud radical se observo en el genotipo 148 en el tratamiento
control, pero, a medida que el nivel de estrés aumento, dicho genotipo presentd menor
desarrollo radical (Fig. 2B). En tanto, el genotipo 134 incrementd su longitud radical, tanto

en estrés moderado como severo.

Tasa elongacion relativa del tallo

El analisis mostrd diferencias significativas entre los tratamientos (Fsg 1= 29.2184; p <
0.01) y la interaccion Tratamiento X Genotipo (Fsg 5 = 7.8563; p < 0,01). Esta respuesta no
estuvo determinada por el genotipo (Fsg2 =1.5507; p = 0.210755). La mayor diferencia se
determiné entre el control y el estrés severo. Los genotipos 134 y 148 mostraron una
tendencia de disminucion en la tasa de crecimiento a medida que el tratamiento de estrés
fue mas severo. El genotipo 93 no mostrd diferencias entre control y estrés leve, pero ante
un estrés severo disminuyd dicha tasa de la misma manera que el resto de los genotipos. El
genotipo 10 presentd un aumento en su crecimiento en el tratamiento de estrés leve, pero

sin presentar diferencias entre control y estrés severo (Fig. 3C).

Distancia entrenudos
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La distancia de entrenudos varié de manera significativa entre los tratamientos (Fsg, 1 =
6.411; p < 0.01), de manera independiente a la variacion observada entre genotipos (Fso, »
=17.718; p < 0.01). La mayor diferencia se registrd entre los tratamientos moderado y
severo. En los genotipos, la mayor diferencia significativa se observo entre los genotipos
148 y 10, y la menor diferencia se observé entre el genotipo 10 y 134. Entre los genotipos

93, 134 y 148 no existieron diferencias significativas (Fig. 2C).

Fotosintesis

La tasa fotosintética a radiacion saturante (Amax) fue significativamente mayor al considerar
el tratamiento (Fsg 1 = 20.1723; p < 0.01), que al comparar entre genotipos (Fsg, » = 4.2443,;
p <0.01), y no se obtuvo una diferencia significativa en la interaccion de estos factores. La
mayor diferencia significativa se verificO entre el control y el estrés severo.
Adicionalmente, se observé una disminucién significativa en la tasa fotosintética en los
genotipos 134 y 148, siendo el 134 el de mayor desempefio fotosintético (Fig. 3A). La tasa

fotosintética disminuy6 solamente en los genotipos en el control (Fig. 3A).

Potencial hidrico

El potencial hidrico (¥) fue significativamente menor en el estrés severo en relacion al
control y al estrés moderado. Entre estos dos ultimos tratamientos no existieron diferencias
estadisticamente significativas. Dicha respuesta fue influenciada tanto por el factor
genotipo (Fsg, 1 = 378.7325; p < 0.01), el tratamiento (Fsg 1 = 43.3690; p < 0.01) y la
interaccion entre ambos (Fsg, 5 = 43.3690; p < 0.01). ElI mayor contraste significativo se

registro con el genotipo 10, que mostrd diferencias con todos los otros genotipos en estudio
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(Fig. 3B), ya que conservo su potencial hidrico independiente del tratamiento de estrés

hidrico y no disminuyd en respuesta a dicho estrés, como se observo en los otros genotipos.

Abscision foliar

El desempefio de los genotipos en relacion al parametro de abscision foliar se presenta en
Tabla 2. Tanto en control como estrés leve, la pérdida foliar fue practicamente nula. Por el
contrario, en el tratamiento de estrés severo se observo un efecto neto sobre el porcentaje de
pérdida foliar, en donde destaca el genotipo 134 por presentar solo un 40% de pérdida, en

relacion a los 3 genotipos restantes que superaron el 60%.

Anélisis de expresion génica mediante RT-qPCR

Al considerar la expresion de genes inducibles por estrés hidrico, NCED1 se indujo para el
genotipo 10 a los 35 dias de estrés. En tanto NCED2 mostr6 un nivel de expresion basal a
los 14 dias en los genotipos 10,93 y 148, pero el genotipol134 si mostrd este gen inducido.
Luego a los 35 dias el NCED?2 se vio inducido en los genotipos de més al norte (134 y 148).
En el caso de GDH, sufrié una induccion solo a los 35 dias en tres de los cuatro genotipos

analizados, siendo el genotipo 148 el que no sufrié cambios transcripcionales para este gen.

Discusion

Mediante una evaluacion de diferentes parametros funcionales, se demostro la adaptacion y
desempefio diferencial de un grupo de genotipos de vides ante situaciones de estres hidrico
inducido. Los genotipos enfrentados a tratamientos de riego presentaron variaciones en los
parametros evaluados. El genotipo 134 fue el que obtuvo un mejor desempefio en

parametros de crecimiento, tanto en largo de tallo como en longitud de raiz, lo que fue
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concomitante a la tasa de fotosintesis registrada, ya que también fue el que presentd el
mayor intercambio gaseoso. Es interesante destacar que, en este pardmetro, a diferencia de
lo que se esperaba, los controles tuvieron una menor tasa fotosintética. La fotosintesis es
uno de los procesos mas importantes en la productividad del mundo vegetal y la habilidad
para mantener la tasa de asimilacion de CO; en condiciones de estrés ambiental es
fundamental para el crecimiento y la produccién de la planta (Lawlor, 1995). Dicha tasa de
asimilacién se vio reducida por el déficit hidrico, principalmente a consecuencia del cierre
estomatico, no obstante, el aparato fotosintético fue resistente a los procesos de
deshidratacion.

En un ambiente semiarido, en el cual se pueden llegar a conjugar todos los factores
ambientales promotores de estrés de manera sinérgica, la asimilacion de CO, debe
establecer un compromiso entre el gasto hidrico, la fijacion de materia y energia y la
disipacion de la energia excesiva, aplicando todos estos mecanismos para poder mantener
la productividad de la especie. En consecuencia, la planta para poder mantener niveles
similares de fotosintesis en diferentes riegos deficitarios, puede recurrir a un mecanismo de
abscision foliar, con el objetivo de reducir su area de interaccién con el ambiente. Las
plantas pierden agua principalmente a través de la superficie foliar, provocando que a
mayor superficie foliar, mayor sera la pérdida de agua. En este sentido, la reduccion de la
superficie transpiratoria establecid un buen control de esta pérdida. Se han descrito
diferentes formas de reduccion, a nivel foliar podemos hablar de enrollamiento o pliegue
para reducir la superficie expuesta y de abscision foliar (Blum et al., 1989). La idea es
reducir la captacion de energia (Elheringer and Werk., 1986), que implica una menor tasa
de transpiracion por unidad de superficie transpirante. La morfologia de la cubierta vegetal

también tiene influencia: un follaje compacto y denso permite una mayor retencion de agua
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por efecto de la ventilacién y el balance térmico (Nobel, 1991). El genotipo 148 evidencid
un rendimiento directamente proporcional a la cantidad de agua suministrada, en la mayoria
de los parametros morfométricos y fisioldgicos presentd un comportamiento similar a la
mayoria de las especies sensibles a la sequia (Cramer et al., 2007; Liakopoulos et al., 2006;
Tattersall et al., 2007).

En relacion a los diferentes tratamientos aplicados a los genotipos, se sabe que la respuesta
de la planta al estrés es un proceso dindmico que depende de la intensidad del estrés y su
duracién, y que consta de varias etapas en la respuesta de la planta. Esto indicaria por qué
el genotipo por si solo no es determinante para la sobrevivencia. Las mayores diferencias
entre los tratamientos, se evidenciaron entre el control y el estrés severo, siendo el estrés
moderado fue préacticamente poco perceptible para los genotipos en la mayoria de las
variables evaluadas.

Por otro lado, el potencial hidrico fue una respuesta influenciada por los genotipos vy el
tratamiento, y de manera interesante el genotipo 10 conservo su potencial hidrico y no
disminuyé dicho potencial como en los otros 3 genotipos analizados. Esto explicaria
solamente en parte el desempefio del genotipo 10. Los mecanismos por los cuales el estrés
hidrico induce el cierre estomatico, puede ser a través de sefiales hidraulicas, hormonales o
una combinacion de ambas (Flexas et al., 1998). Aunque el cierre estomatico suponga una
gran ventaja a la hora de evitar pérdidas de agua, tiene como contrapartida una reduccién en
la captacion de CO; y el aumento de la temperatura de la hoja. Esto puede conducir a la
inanicion de la planta y a dafios en la estructura celular, disminuyendo su crecimiento y
biomasa. Por esta razon la respuesta compensatoria de los genotipos 93, 134 y 148 podria
considerarse un mecanismo para otorgar a la planta tolerancia a periodos prolongados de

estrés hidrico. La longitud radicular seria también una respuesta compensatoria ya que los
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tipos de adaptaciones en plantas isohidricas, presentan una estrategia basada en la
reduccion de pérdidas, implicando la modificacidn de su sistema radical. Esta respuesta la
podemos encontrar en el genotipo 148, que disminuyo la longitud radicular (Levitt, 1980;
Schultz, 2003; Vandeleur et al., 2009). La estrategia de plantas anisohidricas, donde los
efectos de la sequia se reducen al incrementar la absorcion de agua, con tasas de
fotosintesis y crecimiento mayores que plantas isohidricas, seria la estrategia presente en el
genotipo 134. Estos aumentos en las variables de desempefio cuya consecuencia fue la
modificacion en la biomasa radicular, buscd mantener tanto las tasas de crecimiento como
las de fotosintesis (Levitt, 1980; Schultz, 2003; Vandeleur et al., 2009).

La respuesta molecular de las plantas al estrés, mediante la modificacion de la expresion de
genes durante el déficit hidrico, se verificé analizando el comportamiento transcripcional de
la primera enzima relacionada directamente con la sintesis de ABA, la 9-cis-
epoxicarotenoide dioxigenasa (NCED), localizada en los plastidos y que rompe un
precursor epoxicarotenoide para formar xantosina Se ha propuesto que la NCED es la
principal enzima regulatoria debido a que su expresion esta correlacionada con los niveles
endogenos de ABA. Los genes NCED1 y NCED2 son genes de respuesta sobre-regulatoria
transitoria (Castellarin et al., 2007). La diferencia observada se present6 a los 15 dias para
NCED1 en el genotipo 10, donde el gen se vi6 inducido desde los primeros dias de
tratamiento (Schwartz et al., 2003). Para los genotipos 93, 134 y 148 en cambio se observo
una expresion basal para este gen. Para el gen NCED2 la expresion se esperaba similar al
NCEDL1 por estar relacionados con el metabolismo de ABA (Yu et al., 2006). Pero NCED2
se vid inducido solo en los genotipos de zonas aridas. En el genotipo 134 se indujo en
ambos tiempos analizados, lo que podria significar que este genotipos tiene una produccion

de ABA previa a su etapa de estrés, por lo tanto la disminucion de riego la afecta de menos
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manera que el resto de los genotipos, otorgandole mayor tolerancia a situaciones de estrés
hidrico. A diferencia del genotipo 148 que a medida que su nivel de estrés aumenta, el gen
se va viendo mas inducido, otorgandole tolerancia pero méas tardia. Para el gen GDH, a
medida que el nivel de estrés aumenta el gen se reprime (Cramer et al., 2007). Los
genotipos 10, 93 y 134 presentaron al gen inducido, a medida que el estrés hidrico fue
mayor. Esto podria indicar que para estos genotipos el estrés no fue perceptible, a
diferencia del genotipo 148 que siempre mantuvo este gen reprimido, por lo tanto percibid
el estrés hidrico a los pocos dias de empezado el tratamiento.

Por lo tanto considerando todos estos parametros fisiologicos, morfolégicos y moleculares
evaluados, podemos decir, que el genotipo que presenta un comportamiento tolerante al
estrés hidrico es el genotipos 134 proveniente de la zona arida de nuestro pais. Si bien, el
genotipo 148 también era de la misma zona, sus respuestas no fueron suficientemente
efectivas para tolerar el estrés hidrico inducido que le provocamos.

Por otra parte de los cuatro genotipos también podemos mencionar que los genotipos 10 y
93 mostraron un desempefio fisioldégico y morfoldgico deficiente, siendo los genotipos méas
sensibles a condiciones de estrés hidrico inducido.

De esta manera, podemos concluir que el genotipo 134 es el mas tolerante de los evaluados
en este ensayo, y sera considerado para futuras evaluaciones de otros tipos de estrés
abioticos. Con el fin de determinar si es un genotipo altamente tolerante a estrés hidrico,
salino, téermico, etc. Que son las condiciones que ya se estan manifestando en esta region

productora de uva por los cambios climaticos, la mineria y la extrema sequia que los afecta.
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RESUMEN

El cultivo de la Vid (Vitis vinifera) ha sufrido paulatinas disminuciones de precipitaciones y
prolongados periodos de sequia, siendo una de las principales problematicas que afectan la
productividad en el norte del pais. Con objeto de analizar el potencial de tolerancia al estrés
por sequia en Vid, se estudiaron 4 genotipos naturalizados colectados en zonas aridas y
semiéridas del pais, mediante el uso de mini-rizotrones, en donde se evaluaron las
respuestas de la planta en variables morfométricas tanto de la parte aérea de la planta como
de raices, incluidas biomasa aérea, crecimiento y arquitectura radicular; fisiolégicas como
medicién del potencial hidrico y fotosintesis neta de la planta. Utilizando material clonal
provenientes de cultivo in vitro, 4 genotipos fueron sometieron a tres diferentes niveles de
riego deficitario (estrés moderado y severo) con el fin de observar su respuesta fisioldgica
frente al control, bajo un disefio completamente aleatorio. La duracion del experimento fue
3 meses, observando que los genotipos provenientes de las zonas mas éaridas han
desarrollado mecanismos de tolerancia a niveles de estrés hidrico, resultando que variables
como longitud radicular, largo de internudos, fotosintesis y potencial hidrico respondieron
de manera diferenciada entre los genotipos estudiados, demostrando que el genotipo 134 ha
presentado mejores respuestas al déficit hidrico, a diferencia del genotipo 93 que ha

mostrado ser el menos tolerante, en relacion con su procedencia de una regién menos arida.

Palabras Claves: Estrés Hidrico, desarrollo radicular, respuestas fisiologicas, Vitis vinifera.
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Leyenda de Figuras

Figura 1. Sobrevivencia de 4 genotipos naturalizados de Vitis vinifera en tratamiento
control, estrés hidrico moderado y severo, expresado en porcentaje.

Figure 1.Grapevine survival percentage in stress treatment measured in four Vitis vinifera
naturalized genotypes in control, moderate and severe drought stress.

Figura 2. Longitud tallo (A), longitud de raiz (B) y distancia de entrenudos (C), medidas en
centimetros, evaluada en 4 genotipos diferentes de Vitis vinifera, en control, estrés hidrico
moderado y severo. Se muestran los valores medios (+ 2 SE).

Figure 2. Shoot length (A), root length (B) and internode distance (C), measured in
centimeters, assessed in 4 different genotypes of Vitis vinifera, in control, moderate and
severe drought stress. Shown are mean values (+ 2 SE).

Figura 3. Tasa de fotosintesis neta (umol m-2 s-1) (A), potencial hidrico (-MPa) (B) y tasa
de crecimiento relativo (cm) (C), medidas en 4 genotipos diferentes de Vitis vinifera, en
control, estrés hidrico moderado y severo. Se muestran los valores medios (+ 2 EE).

Figure 3. Net photosynthetic rate (umol m-2 s-1) (A), water potential (-MPa) (B) and
relative growth rate (cm) (C), variable measurements in 4 different genotypes of Vitis

vinifera, in control, moderate and severe drought stress. Shown are mean values (+ 2 SE).
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Figure 4.
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Leyendas de Tablas
Tabla 1. Evaluacién del porcentaje de sobrevivencia de plantas en estrés severo.

Analisis estadistico del modelo lineal generalizado.

Table 1. Assessment of plant survival percentage in severe stress. Statistical analysis

of linear generalized model.

Tabla 2. Evaluacion de abscision foliar, en porcentajes de caida de hojas en

tratamiento de estrés severo. Andlisis estadistico de modelo lineal generalizado.

Table 2. Leaf abscission, assessment rates falling leaves in treatment of severe stress.

Statistical analysis of linear generalized model.
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Source of variation Survival >3
d.f Walds P 560
genotype 3 0,605265 0,895226
562
treatment 2 8,220885 0,016401
Genotype*treatment | 6  0,821608 0,9914893
Tabla 2.
Source of variation Leaf abscission
d.f Walds p
genotype 3 1,3882 0,708306
treatment 2 210,7547 0,000000
genotype*treatment | 6 4,7998 0,569732







