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RESUMEN

Las plantas de vid se protegen del déficit hidrico mediante un conjunto de mecanismos
evitadores que preservan la turgencia y el contenido hidrico de las células. Entre los
mecanismos directos se encuentran los ajustes estomatico, osmotico, de conductancia
hidraulica y de elasticidad del tejido. Entre los indirectos la disminucion del area foliar. Con
el objeto de comprender la interaccién entre los mecanismos evitadores y las distintas
estrategias varietales frente al déficit hidrico, se estudié el comportamiento de 5 cv (Grenache,
Cereza, Malbec, Chardonnay y Syrah) en un entorno de humedades edaficas variables. Se
instalo un experimento con plantas creciendo en macetas tubulares (1m de alturay 0,2 m &)
con 6 niveles de humedad edéafica (0.35, 0.33, 0.27, 0.21, 0.16 and 0.11). Las plantas se
mantuvieron 3 meses en invernaculo (temperatura diurna media 30° C; PPFD
1 200 pmol m? s vpd 1.7 kPa). Se midi6: transpiracién, conductancia estomatica (con
IRGA); potencial hidrico foliar, conductancia hidraulica de la planta; potenciales osmético y
de turgencia, contenido relativo de agua simplastica, médulo global de elasticidad (con curva
de presion-volumen); y area foliar. Las variedades mas evitadoras, Grenache y Cereza, bajo
déficit hidrico tuvieron o alta conductancia hidraulica, o baja diferencia entre las
conductancias estomatica e hidraulica o bajos potencial osmotico y elasticidad, combinando
muchas veces estos mecanismos. Grenache, reportada como cuasi-isohidrica, resultd la mas
resistente, conservando mas altos su turgencia y agua simplastica, lo que se tradujo en mayor
area foliar y produccion de biomasa. Malbec y Syrah tuvieron menos capacidad de evitacion,
y especificamente Syrah, reportada como anisohidrica, tuvo los menores niveles de turgencia,
agua simplastica y biomasa, bajo déficit hidrico. Chardonnay result6 intermedia entre las muy
y las poco evitadoras. Grenache consumidé un 54% mas de agua, en promedio, que Syrah.
Considerando todas las variedades, la superficie foliar fue méxima por encima del 92% de
agua edéfica transpirable (FAET), mientras que la relacién biomasa radical/biomasa aérea fue
maxima entre el 70 y el 92% de FAET.
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INTRODUCCION

La vid, como otras plantas, se protege del déficit hidrico mediante un conjunto de
mecanismos evitadores que preservan la turgencia y el contenido hidrico de las células
(Levitt, 1972). Entre los mecanismos directos se encuentran los ajustes estomatico, osmotico,
de conductancia hidraulica y de elasticidad del tejido (Chaves, et al., 2003). Con el objeto de
comprender como interactian los mecanismos evitadores, segun las distintas estrategias
varietales, frente al déficit hidrico, se ide6 un modelo del funcionamiento del sistema de
regulacion hidrica de la planta de vid. Este modelo fue luego contrastado con datos
experimentales que surgieron de un ensayo de niveles de déficit hidrico en cinco variedades
de vid, Grenache, Cereza, Chardonnay, Malbec y Syrah. El objetivo fue explicar las
estrategias que siguen las variedades mas resistentes al estrés hidrico y conocer como se
relaciona esta resistencia con la capacidad para producir area foliar o biomasa.

Desarrollo de un modelo que explica la regulacion hidrica foliar:

En las plantas los flujos de agua, del suelo a la atmdsfera y del suelo al simplasto foliar, son
pasivos y pueden. El agua se mueve, siguiendo un gradiente energético, del suelo a la
atmosfera (por evaporacion y coheso-tension); y del simplasto al apoplasto foliar (por
O0smosis). La demanda de agua estd determinada por la diferencia de densidades de vapor
entre el espacio intercelular del mesofilo foliar y la atmdsfera. Mientras la oferta de agua esta
determinada por el potencial hidrico del suelo. El agua que entra en las células (simplasto)
produce turgencia, debido a la elasticidad de la pared celular. Todos los flujos de agua en la
planta estan interconectados. En cada tramo de éste sistema, dado que los movimientos son
pasivos, existe una ley fisica que explica el flujo y las relaciones energéticas que se
establecen. En estas leyes, los mecanismos evitadores del estrés hidrico como, conductancia
hidraulica (k_), conductancia estomatica (gs), potencial osmotico (ys) y modulo de elasticidad
del tejido (¢), intervienen regulando los flujos de agua. Dados los aspectos de interconeccion
y flujo pasivo regulado, se postuld que en plantas como la vid, existe un sistema, que regula la
hidratacion y la turgencia, controlado por los mecanismos bi6ticos, evitadores del estrés. El
funcionamiento del sistema implica que, en cualquier momento dado, el contenido de agua
simplastica (RSWC) y el potencial de turgencia foliar (yp) estan determinados por la demanda
y oferta ambientales de agua (i.e., yseii, €a Y T1); y por la interaccion entre los mecanismos
evitadores del estrés hidrico (i.e., gs, KL, s, €). Este sistema se estructura de manera que los
factores ambientales y bidticos determinan de forma sucesiva, los niveles de transpiracion,
potencial hidrico foliar, turgencia foliar y agua simpléstica foliar. En esta sucesion cada nivel
inferior depende de los niveles superiores. Pero, los niveles superiores son hidraulicamente
independientes de los inferiores (Figura 1).

El sistema de regulacion hidraulica de la planta es factible de ser formalizado, como una
extension del modelo hidraulico en las plantas, andlogo a la ley de Ohm, propuesto por Van
de Honert (1948). Esto se hace combinando las leyes y principios fisicos (Figura 1) que
actuan para determinar RSWC y la yp foliar. Los mecanismos de evitacion que intervienen en
el modelo estan regulados bioticamente. Por ejemplo, la gs esta regulada por la luz, por
hormonas como el ABA y por la turgencia de las células epiteliales adyacentes al estoma. Lo
mismo ocurre con la k. en donde intervienen regulaciones bidticas (enzimaticas y
hormonales), de corto plazo, sobre la actividad de los canales de agua; y de largo plazo, sobre



la arquitectura del xilema. La elasticidad del tejido foliar esta regulada a largo plazo mediante
los distintos estados por los que va pasando la pared celular durante su ontogenia,
relacionados con la sintesis de componentes de la pared y con su entramado. El potencial
osmotico esta regulado, en el corto y mediano plazo, por la sintesis y locacion de solutos
compatibles en el citoplasma y la vacuola celulares.
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(O: variables ambientales, O: mecanismos de evitacion, O: variables de estado). A laizquierda se indican las leyes y
principios fisicos que rigen el sistema en cada punto (TL: temperatura de la hoja; eL(T): presién de vapor en el interior
de la hoja; ea: presion de vapor en la atmésfera; Pa: presion atmosférica; Delta Pv: diferencia de densidades de vapor
entre la hoja y la atmésfera; gh: conductancia de la capa limite; gs: conductancia estomética; kL: conductancia
hidréaulica de la planta; IT1100: potencial osma@tico a turgencia maxima).

Figura 1: Estructura del sistema de regulacién hidrica en las plantas

Modelizando el funcionamiento del sistema de regulacién hidrica foliar, se pudieron
establecer las condiciones necesarias para mantener altos contenido de RSWC y wp. Estas
fueron, una ki alta, una diferencia entre gs y k. baja, tejido foliar rigido (i.e., € alto) y bajo
potencial osmotico (i.e., potencial osmatico a turgencia maxima -ITigo- bajo). Una elevada
hidratacion foliar, no se asociaba necesariamente con bajos gs, sino con la capacidad de gs
acoplarse con k, . El acople se pudo estimar por la variable &k = g.— (20- k,]. Por otro lado,

se pudo determinar que, sin importar como funcionaran los mecanismos evitadores, el déficit
hidrico siempre provocaba una caida proporcionalmente mas importante de turgencia, que de
contenido de agua simpléastica. En la medida que el modelo se ajuste a la realidad, esto podria
avalar que el déficit hidrico afecte mas el crecimiento (asociado a la turgencia), que el
metabolismo (asociado al contenido hidrico del citoplasma). Por ultimo el modelo definié que
iguales niveles de hidratacion foliar pueden conseguirse con distintas situaciones ambientales,
siempre que los mecanismos evitadores actlen de manera adecuada. Asi altos niveles de agua
simplastica pueden darse con estomas abiertos, sin déficit hidrico; é con estomas cerrados,
bajo déficit hidrico. Si bien la hidratacion seria similar en ambas situaciones, preservando la
funcién metabdlica, en el caso cuando los estomas estan cerrados, se produce una limitacién
de la fotosintesis, por el bloqueo del ingreso de CO..



El posible determinismo genético de ki, Ak, ITioo Y €, dada la relevancia de estas variables en
la evitacion del estrés, podria explicar la resistencia diferencial a déficit hidrico, observable en
variedades de vid.

El efecto méas conocido del déficit hidrico sobre las plantas es la disminucién del crecimiento,
lo que implica una reduccién del area foliar. El area foliar es una variable que se integra por
dos componentes, uno, la superficie celular; otro, la cantidad de células. Teniendo en cuenta
que el desarrollo de ambos componentes depende en parte del RSWC o de la yp foliar, es de
esperar que una disminucién de estos valores bajo déficit hidrico, provoque la reduccién del
area foliar. Una menor area foliar implica un mas bajo consumo de agua por la planta (las
hojas son los érganos transpiradores por excelencia), por lo que se considera a ésta reduccion
como un mecanismo evitador indirecto.

MATERIALES Y METODOS

Se llevd a cabo un ensayo con cinco variedades de vid, bajo distintos niveles de humedad
edafica (Hgq). Plantas sin injertar de dos meses de edad, con un solo brote y con tres hojas
fueron plantadas en macetas cilindricas 60 dm?®, de color blanco (1 m de largo), con suelo
franco arenoso. Las plantas se cultivaron durante tres meses en un invernadero (temperatura
promedio a mediodia 30° C; densidad de flujo foténico -PPFD- 1 200 mmol? s; humedad
relativa diurna promedio 60%). Ese tiempo fue suficiente para desarrollar un solo brote, con
un promedio de 21 hojas, en las plantas con riego no deficitario. La curva de retencion hidrica
del suelo fue determinada mediante olla y camara de presion y se ajusté a la ecuacion
Hop = [1/(=159.9 « ¥5.5 + 3.045)] + 0.08309 (R? 97%). La capacidad de campo (CC) del

suelo fue de 0,35. Se establecio un experimento completamente al azar con arreglo factorial y
dos repeticiones; los factores fueron: las variedades de uva (Chardonnay, Syrah, Malbec,
Cereza y Grenache) y los niveles de Hyyq (0,35, 0,33, 0,27, 0,21, 0,16 y 0,11). Al principio
todas las macetas se regaron a CC. Las plantas se utilizaron para agotar el agua del suelo por
transpiracion, hasta que se alcanzé cada nivel planeado de Hgyyq. La evaporacion del suelo se
evitd mediante una barrera de vapor de perlita (2 cm de espesor). La transpiracion de las
plantas fue registrada cada dos dias por pesando las macetas. Después de que se alcanzé cada
nivel de Hyyq segun el tratamiento, se repuso el agua consumida por cada maceta cada dos dias
dos dias. Al final de este periodo, se realizaron medidas no destructivas de transpiracion (E) y
area foliar (LA), y se extrajeron cuatro hojas adultas completamente expandidas de cada
maceta a fin de medir y,_ a mediodia y a preamanecer, contenido relativo de agua (RWC) y
parametros de la curva de presion-volumen (P-V). wsuelo fue estimada para cada Hyqg por la
curva de retencion hidrica del suelo. y se midié con una cdmara de presion de Scholander
(Biocontrol, Buenos Aires, Argentina). La fotosintesis neta (A), la E, la PPFD, la gs, la
presion de vapor de la atmosfera (e,), la presion atmosférica (P,) y la temperatura de la hoja
T se midieron a mediodia con un medidor de gases IRGA portatil CYRAS-2 (PP Systems
International, Inc., Ma, EE.UU.). Para la estimacion de RWC, las hojas se desprendieron a
mediodia, se pesaron de inmediato, y luego de mantenerlas durante una noche en agua
destilada, para hidratarlas, se volvieron a pesar el dia siguiente. RWC se expresdé como la
fraccion del peso fresco con respecto al peso total hidratado. Los parametros de la curva P-V
fueron estimados siguiendo el método indicado por Patakas y Noitsakis (1999). Las hojas se
desprendieron al mediodia y se colocaron en agua destilada por una noche, para hidratarlas
completamente. A continuacion, a las hojas se les midi6é el peso y el y_ con la cdmara



presion, alternativamente, durante un ciclo de desecacion. Las medidas se llevaron a cabo
hasta 1,5 MPa. Los datos de -1/y, fueron graficados contra la pérdida de RWC. El potencial
osmatico (ys) correspondiente a cada RWC se estimd mediante el ajuste lineal realizado a las
medidas subsecuentes al punto de marchitez. El potencial osmético a plena turgencia (ITyo) S€
estimé como el intercepto de ese ajuste lineal. El contenido relativo de agua apoplastica (Wo)
se estimo como la interseccion con la abscisa de ese mismo ajuste lineal. EI RSWC se estimd
como el cociente (RWC-Wo):(1-Wo). wp se estimd como la diferencia entre y, medido y s
estimado. El médulo global de elasticidad (g) se estimé como la pendiente de la regresion
lineal entre yp y la pérdida de RSWC con respecto a la de turgencia 0 (ARSWC). k. se
calcul6 mediante los valores de y_ a mediodia, E y wsuelo, utilizando la ecuacion:
k, = EJ(W¥.,.0. — FL ! (Van de Honert, 1948). Sobre la faz inferior de la una hoja

perfectamente expandida (nudo 4 al 7) se realizaron imprimaciones de la epidermis inferior
con esmalte de nitrocelulosa en acetato de etilo. A partir de las imprimaciones se obtuvieron
imagenes microscopicas (aumento x400), que se analizaron mediante el software libre ImageJ
v. 1.43u (Wayne Rasband, National Institutes of Health, USA, http://rsb.info.nih.gov/ij/). Se
midid superficie promedio de células epiteliales, densidad estomatica e indice estomatico. Al
final del ensayo, las plantas fueron extraidas de las macetas y las raices lavadas con agua a
presion. Las hojas se cortaron y escanearon para medir su superficie. La superficie foliar (LA)
se estimo, a partir de las imagenes escaneadas, mediante el software Leaf Area Measurement
v 3.1 (©2003 The University of Sheffield. A.P. Askew, junio 2003). Luego las hojas se
secaron a estufa a 105° C y se pesaron. En los tallos se midio la longitud, se contaron los
fitdbmeros vy, luego de secados en estufa, se pesaron. Las raices se seccionaron por niveles de
profundidad (cada 20 cm), se midio su longitud y, luego de secadas en estufa, se pesaron.

Los datos experimentales fueron analizados por ANOVA y regresion lineal maltiple por el
método de seleccidn de variables paso a paso (STATGRAPHICS Plus para Windows 4.0 ©
de Statistical Graphics Corp) previa verificacion de supuestos de normalidad y uniformidad
de varianza. Las regresiones no lineales entre las variables se realizaron con el software LAB
Fit (Silva y Silva, 1999-2009).

RESULTADOS Y DISCUSION

1. En las variedades de vid, el RSWC vy la yp foliares dependieron, de las condiciones
ambientales (wsoil Y €a) Y de la interaccion de sus mecanismos evitadores del estrés (g, ki,
Os, Y ITig0), tal como predecia el modelo de regulacion hidrica foliar. Los valores
observados y predichos por el modelo se asociaron linealmente con un R? de 90% en el
caso de RSWC, y 97% en el caso yp, considerando todas las variedades y niveles de
déficit.

2. En todas las variedades gs y k. decrecieron a medida que el suelo fue méas seco, con un
patrén sigmoide (Figura 2 A). gs y ki estuvieron asociadas entre si linealmente, sin
importar el nivel de déficit hidrico, ni la variedad (R? 83%). Esta asociacion, que refleja el
acoplamiento entre gs y ki, ha sido observada antes en vid y en otras especies (Sperry et
al., 1993; Saliendra et al., 1995; Ripullone et al., 2007). TT;00 Se asocio con ¢ en todas las
variedades (R? 78%). Ninguna de estas dos variables se vio influenciada por el déficit
hidrico. El ajuste osmético y eléastico observado en la vid, por otros investigadores
(Rodriguez et al., 1993; Patakas et al., 1997; Patakas & Noitsakis, 1999; Patakas et al.,
2002). se produjo a niveles de estrés hidrico mucho mayores a los observados en este
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estudio (ypp -0.6 MPa), sugiriendo que éstos podrian ser un mecanismos extremos de
defensa.

. Se observaron dos grupos de variedades. Un primer grupo, integrado por Grenache y
Cereza, pudo mantener una hidratacién mayor a menor humedad edafica por lo que se lo
considerd mas resistente a déficit hidrico. El otro grupo, formado por Chardonnay, Malbec
y Syrah, conservO menos agua y turgencia foliares por lo que resultd menos resistente
(Figura 2 B). Grenache fue la variedad més resistente, mientras que Syrah fue la menos
resistente.

. Las variedades mas resistentes, en consonancia con lo que predecia el modelo de
regulacion hidrica foliar, tuvieron 6 mas alta k. ; 6 menor diferencia entre gs y k. (Ak); 6
fueron maés rigidas; 6 tuvieron un menor potencial osmatico a plena turgencia I'lygo (¢ alto;
Tabla 1y figura 2 Ay Figura 3). Estas condiciones no se cumplieron al mismo tiempo en
todas las variedades, sino que cada una desplegd o una estrategia propia que la hizo més o
menos resistente (Figura 4). Las variables ki, Ak, € y TT1100 fueron determinadas por el
genotipo, aunque k., Ak interaccionaron con el ambiente hidrico del suelo. Esto indicaria
una base genética para la evitacion a sequia en la vid. La apreciable diferencia de Ak, entre
Syrah y Grenache, podria explicar el comportamiento anisohidrico, de la primera variedad,
y cuasi-isohidrico, de la segunda, obsevados en otros estudios (Schultz, 2003)

. A partir de los valores de transpiracion observados en todas las variedades, se pudo
determinar que el valor minimo de Hgyq a partir del cual las plantas podian extraer agua del
suelo era de 0,086. Esto permitio referir los tratamientos de déficit hidrico en términos de
la fraccién de agua edafica transpirable (FAET; como un porcentaje entre 0,086 y
capacidad de campo). Las variables de desarrollo vegetativo como area foliar, division
celular y produccion de biomasa se asociaron con la FAET, con un patrén sigmoide similar
al observado en vid y otra especies (Sadras y Milroy, 1996; Pellegrino et al., 2008).

. Las variedades mas resistentes tuvieron mayor area foliar y acumularon mas biomasa aérea
y radical a niveles de déficit hidrico moderado a bajo (FAET 0,9 a 0,5), que las variedades
sensibles, aunque con algunas excepciones (en las figuras 5 y 6 se muestran las variedades
con resistencia extrema Grenache y Syrah). Esto indicaria que el mantenimiento de altos
niveles de turgencia e hidratacion foliar son condiciones necesarias, aunque no suficientes,
para la expansion de los 6rganos vegetativos, la division celular y el metabolismo activo.

. Considerando todas las variedades, la superficie foliar fue méxima por encima de FAET
0,92, mientras que la relacion biomasa radical/biomasa aérea fue maxima entre FAET 0,70
y 0,92. La mayor sensibilidad al déficit hidrico del crecimiento aéreo, con respecto al
radical, que se ha observado en varias especies, incluida la vid, puede deberse a diversos
mecanismos. Por ejemplo una sensibilidad al ABA, sintetizado en situaciones de estreés,
mayor en los 6rganos aéreos, que en las raices (Chaves et al., 2003). La funcion adaptativa
de este comportamiento podria ser la de disminuir la superficie transpiratoria y mantener la
exploracién radical del suelo, bajo condiciones de déficit hidrico. Si bien el mecanismo fue
similar en las variedades mas resistentes (e.g., Grenache), que en las menos resistentes
(e.g., Syrah), las superficies foliares, a un nivel de déficit hidrico dado, fueron distintas, lo
que puede tener implicancias en la eficiencia del uso del agua (WUE). Esto amerita que el
gasto de agua y la WUE deban ser estudiados para cada variedad.
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Tabla 1: Relaciones hidricas en cinco variedades de vid cultivadas a seis niveles de humedad
de suelo (las unidades se indican en el Anexo; letras iguales indican diferencias para la
prueba de Tukey; p<0,95)
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ANEXO: Simbolos y unidades

Ak

E {mmol m?s?}
ea {hPa}

ey {hPa}
FAET

g {mmol m?s™}
gs {mmol m?s™}
Hyg

acople entre gs y ki (Ak = gs- 20 k)

transpiracion por unidad de superficie foliar

presion de vapor de la atmosfera

presion de vapor saturado dentro de la hoja a la temperatura T,
fraccion de agua edafica transpirable

conductancia al vapor de la capa limite

conductancia estomatica al vapor

humedad del suelo, expresada como g de agua por g de suelo

k. {mmol m?s™* MPa™} conductancia hidraulica de la planta por unidad de &rea foliar

LA {m?}

P, {hPa }

PPFD {umol m?s™}
RSWC

T {C}

APV

e {MPa}

[T100 {MPa}
veo {MPa}
v {MPa}
vp {MPa;}
vs {MPa}
Wsoil {MPa}

area foliar

presion atmosférica

densidad de flujo fotdnico

contenido relativo de agua simplastica de la hoja
temperatura de la hoja

fuerza impulsora del vapor (i.e., diferencia de densidades de vapor
entre la atmdsfera y el interior de la hoja)

Mddulo global de elasticidad (el tejido es mas elastico cuanto mas
bajo es ¢€)

potencial osmético a turgencia maxima

potencial agua de la hoja en el preamanecer

potencial agua de la hoja (en el estudio corresponde al de mediodia)
turgencia foliar

potencial osmético de la hoja

potencial agua del suelo
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