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CAPITULO I: MONOGRAFIA

EFECTO DE DISTINTOS NIVELES DE DEFICIT HIDRICO SOBRE LA
FOTOINHIBICION Y FOTOSINTESIS EN Vitis vinifera L. CV. CARMENERE.

REVISION BIBLIOGRAFICA

La luz es esencial para la fotosintesis pero también puede generar dafio en el aparato
fotosintético, fendmeno conocido como fotoinhibicion. La fotoinhibicion es la reduccion de la
tasa fotosintética en respuesta a una condicidn de exposicion, ya sea prolongada o excesiva, de
alta intensidad luminica (Takahashi y Badger, 2011). Se ha determinado que el fotodafio ocurre
principalmente a nivel de la proteina D1 del centro de reaccion del fotosistema Il (PSII), como
una consecuencia de la luz absorbida por las clorofilas, y del “cluster” de manganeso, por accion
directa de la luz ultra violeta y luz azul, al tener un espectro de absorcién similar al del fotodafio
del PSII (Andersson y Aro, 2001; Ohnishi et al., 2005; Hakala et al.,2006; Murata et al., 2007;
Nishiyama et al., 2011). Ademas, este proceso conlleva fotoinactivacion de los centros de
reaccion del PSII y una interrupcion en la transferencia de electrones entre los fotosistemas
(Palliotti et al., 2009; Goh et al., 2012).

Cuando la maquinaria fotosintética es expuesta a una alta intensidad luminica, se estimula la
produccidn de especies reactivas de oxigeno (ROS, “Reactive Oxigen Species”). Se ha propuesto
que estos compuestos son la principal causa del fotodafio al PSII, inhibiendo la sintesis de
proteinas involucradas en la reparacion de este fotosistema, especificamente la proteina D1,
aumentando el grado de fotoinhibicion (Nishiyama et al., 2004; Krieger-Liszkay et al., 2008;
Vass et al., 2007; Vass y Cser, 2009; Roach y Krieger-Liszkay, 2014).

Aun cuando es practicamente imposible evitar el fotodafio al PSII bajo cualquier intensidad de
luz, los organismos fotosintéticos son capaces de superar este dafio con una rapida y eficiente
reparacion del PSII. Por lo tanto, la actividad del PSII va a depender del balance entre la tasa del
fotodafio y la tasa de reparacion. Si el primer factor excede al segundo se hace evidente la
fotoinhibicion del PSII (Andersson y Aro, 2001; Anderson y Chow, 2002; Nishiyama et al.,
2006, Takahashi y Murata 2008; Raven, 2011). Pese a esto, una planta sometida a un fendmeno
de fotoinhibicion debe asumir ciertos costos energéticos, considerando lo que se invierte en los
procesos de reparacion, y lo que se pierde al no realizar fotosintesis (Raven, 2011). El costo
energético de reparacion del fotodafio en el PSII, es menor que la energia no ganada al no realizar
fotosintesis por dicho dafio (Raven, 2011).



Diferentes estreses ambientales, como baja y alta temperatura, alta salinidad y déficit hidrico,
fuertes limitantes de la fijacion de CO,, han mostrado ser aceleradores del proceso de
fotoinhibicion a través de la supresion de la reparacion del fotodafio en el PSII, especificamente
de la proteina D1 (Nishiyama et al., 2005; 2006; Murata et al., 2007; Takahashi y Murata, 2008).
El estrés luminico puede ocurrir de manera simultanea con el estrés hidrico, potenciando la
generacion de un estrés oxidativo debido a la formacion de ROS (Takahashi y Murata, 2008).
Bajo una restriccion hidrica, los estomas de la hoja se cierran para evitar la pérdida de agua,
limitando el intercambio gaseoso Y la tasa de fijacion de CO,. Como consecuencia de lo anterior,
se induce una sobre-excitacion del aparato fotosintético, al no consumir el NADPH y ATP de
forma eficiente, promoviendo la formacién de radicales libres (Farrant, 2000; Tambussi et al.,
2000; Takahashi y Murata, 2008).

En el género Vitis, existe una diversidad de respuestas a la fotoinhibicion frente a condiciones de
estrés tanto en ambientes controlados en invernaderos como también en condiciones de campo.
Ahora bien, Vitis vinifera L., ha sido reconocida como una especie resistente al dafio por
fotoinhibicion del PSII, incluso frente a condiciones de estrés hidricos severos (Bertamini et al.,
2003, 2004, 2005, 2007; Bertamini y Nedunchezian 2004; de Souza et al., 2005; Zulini et al.,
2008; Guan y Gu, 2009; Palliotti et al., 2009; Hochberg et al., 2012; Islam y Berrios, 2012). Esto
no siempre ocurre en otras especies de vid, o incluso hibridos, en los cuales la tasa de
recuperabilidad maxima del PSII, se ven mermados y en ciertos casos no logran llegar cerca de
los rendimientos fotoquimicos de una planta no estresada (Bertamini y Nedunchezian, 2002;
Guan et al., 2004; Flexas et al., 2009; Wang et al., 2012).

Vitis vinifera L., al igual que el resto de las plantas, presenta diversos mecanismos de
fotoproteccion para poder mitigar los efectos nocivos de una sobre excitacion por el exceso de
energia absorbida (Takahashi y Badger, 2011). Entre estos se encuentran el movimiento de hojas
y la reubicacion de cloroplastos (lo cual permite minimizar la absorcién de exceso de luz), ROS
scavenging’ por medios enzimaticos y no enzimaticos, liberacion del exceso de energia por medio
de la disipacion térmica (NPQ, non potochemical quenching), transporte ciclico de electrones
alrededor del fotosistema | (PSI) lo que ayuda a generar un gradiente protdnico a través de la
membrana del tilacoide (4pH) (Muller et al., 2001; Pastenes et al., 2005; Shikanai, 2007; Baker
et al., 2008; Flexas et al., 2009; Kramer y Evans, 2011). Finalmente, propio de las plantas C3, se
encuentra la fotorespiracion, la cual es una ruta fotoquimica alternativa, donde la RUBISCO
(enzima Rubilosa bifosfato carboxilaza-oxigenaza) utiliza el O, para la generaciéon del poder
reductor NADPH vy la energia ATP (Medrano et al., 2002; Guan et al., 2004; Jiang et al., 2006;
Guan y Gu, 2009; Flexas et al., 2009; Lovisolo et al., 2010; Takahashi y Badger, 2011; Hochber
etal., 2012; Turan, 2012).

El anélisis de la emision de fluorescencia de la clorofila a del PSII, permite caracterizar los
efectos y modos de accién de diferentes tipos de estrés ambiental, entre ellos el déficit hidrico y
alta intensidad luminica (Gonzales et al., 2008). Un modelo simple para entender lo que sucede
con la energia absorbida por los pigmentos de la planta es el presentado por Butler (1978), el cual
es aun vigente (Figura 1). Este modelo propone que la energia fotoquimica compite con los
procesos de fluorescencia y pérdida de la energia de excitacion en los pigmentos de la antena del
PSII en forma de calor (Baker, 2008). Por lo tanto la energia absorbida por las moléculas de
clorofila puede seguir tres rutas principales: (i) ser usada en procesos fotoquimicos donde se



transfiere un electron desde el centro de reaccion del PSII, P680, hasta el primer aceptor del PSII
la quinona A (Qa), (ii) disipada como calor o (iii) puede ser reemitida como luz fluorescente de
clorofila, estos dos Gltimos denominados como procesos no fotoquimicos. Estas tres rutas ocurren
en competencia, por lo que el incremento en la eficiencia de uno de ellos resultard en la
disminucion de los otros dos (Maxwell y Johnson, 2000; Baker, 2008; Murchie y Lawson. 2013).

Segun lo descrito por Baker (2008), la fluorescencia de una hoja esté definida por la incidencia de
la densidad del flujo de fotones fotosintéticos (PPFD, “Photosynthetic Photon Flux Density”),
por la proporcion de PPFD incidente que es absorbida por la hoja, la fraccion de PPFD que es
absorbida y que es recibida por el centro de reaccion del PSII, el apagamiento de la energia de
excitacion del PSII por fluorescencia, pérdida de calor y energia fotoquimica, y por ultimo la
fraccion de los centros de reaccion del PSII abiertos u oxidados.

Light

Photosystem Il

|

Photochemistry
P680 ——» Q,

Chlorophyll Heat
fluorescence

Figura 1. Modelo disefiado por Butler (1978). Muestra los destinos posibles que puede tener la
energia absorbida en el PSII. Esta puede ser usada para conducir energia fotoquimica por
medio de la trasferencia de un electrén (e) desde el centro de reaccion P680 al aceptor
primario del PSII, la quinona A (Qa). Alternamente, la energia puede ser liberada desde el
PSII como energia cal6rica o como energia fluorescente de la clorofila (Baker, 2008).

Por medio de la fluorescencia podemos obtener informacion acerca del estado y funcionalidad del
PSII, determinando el rendimiento cudntico méximo de éste, Fv/Fm, el cual se obtiene de la
siguiente ecuacion:
Fv/IFm = (Fm-Fo)/Fm

Fo es la fluorescencia minima que se logra al someter a una hoja, previamente adaptada a la
oscuridad para lograr la oxidacion completa del PSII, a un haz de luz de baja intensidad que no es
capaz de generar un transporte de electrones en el PSII (0,1 pmol fotones m? s*) y Fm
corresponde a la fluorescencia maxima bajo un pulso de luz de alta intensidad (3000 pmol
fotones m?s™) (Baker, 2008; Gonzales et al., 2008). Fv es la diferencia que se obtiene entre la
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Figura 2. Grafica fluorescencia modulada. Rastro tipico de la fluorescencia de la clorofila en una
hoja previamente adaptada a la oscuridad que muestra como se origina la fluorescencia
minima (Fo), maxima (Fm) y variable (Fv) en el tiempo. (Murchie y Lawson, 2013).

fluorescencia maxima y minima tal como se observa en la figura 2 (Baker, 2008; Murchie y
Lawson, 2013). Se ha establecido que el valor de Fv/Fm se encuentra entre 0 y 1, donde hojas de
plantas no estresadas alcanza valores sobre 0.83 y hojas de plantas estresadas, valores inferiores a
éste, indicando algun grado de fotoinhibicion (Maxwell y Johnson, 2000; Baker, 2008).

Otro parametro derivado de la fluorescencia relacionado con el apagamiento fotoquimico de la
clorofila es gP, “photochemical quenching”, el cual indica la proporcion de centros de reaccion
del PSII que se encuentran abiertos (oxidados) y son, por lo tanto, capaces de transportar
electrones. Junto a este indicador, se encuentra otro también importante y utilizados en muchos
estudios de la vid: el rendimiento operacional del PSIl (@PSII). Este entrega informacion con
respecto a la proporcién de la energia que es absorbida por parte de los pigmentos fotosintéticos y
que esta siendo utilizada en los diferentes procesos fotoquimicos (Maxwell y Johnson, 2000;
Baker, 2008).

Los procesos no fotoguimicos también pueden ser conocidos y analizados a partir de la
informacidn entregada por la fluorescencia de la clorofila. EI apagamiento no fotoquimico de la
clorofila, NPQ, esta relacionado linealmente con la disipacion de calor y mide sus cambios en
relacion a la adaptacion de las hojas a la oscuridad (Miller et al., 2001). Ademas, este parametro



estd relacionado con los cambios en el gradiente ApH, la inactivacion de centros de reaccion
(fotoinhibicion) y cambios conformacionales dentro de los complejos de pigmentos en la
membrana de los tilacoides, desconexion de complejos cosechadores moviles de luz del PSIl y
formacion de zeaxantina (Baker, 2008; Maxwell y Johnson, 2000; Gonzales et al., 2008; Nilkens
et al., 2010). En resumen NPQ consta de tres componentes: i) el apagamiento dependiente de la
energia, ii) el apagamiento fotoinhibitorio vy iii) el apagamiento del estado de transicién (Li et al.,
2000, 2004; Krause y Jahns, 2004; Horton y Ruban, 2005; Pascal et al., 2005; Roach y Krieger-
Liszkay, 2014).

El estudio de la actividad del PSII, por medio de la fluorescencia modulada, ha permitido
observar, en diversos experimentos, el comportamiento de Vitis vinifera L. frente a condiciones
ambientales adversas, como lo es una alta intensidad luminica junto a un estrés hidrico impuesto
(Bertamini et al., 2007; Zulini et al., 2008; Flexas et al., 2009; Palliotti et al., 2009; Hochber et
al., 2012; Islam y Berrios, 2012). Generalmente los parametros qP, @PSII y Fv/Fm (descritos
anteriormente), disminuyen a medida que incrementa la intensidad luminica, y ain mas cuando el
déficit hidrico se intensifica, sin embargo hay ocasiones en las cuales no ocurre tal diferenciacion
0 su recuperabilidad es muy eficiente (Maroco et al., 2002; Guan et al., 2004; de Souza et al.,
2005; Guan y Gu, 2009). Por otro lado, NPQ, aumenta paulatinamente a medida que los factores
estresantes son mas severos y, a pesar de que la vid sea nuevamente sometida a condiciones
favorables, este parametro toma un poco mas de tiempo en recuperarse (During, 1998; Flexas et
al., 1999a; Flexas et al., 2002; Flexas et al., 2009; Guan y Gu, 2009).

El estrés hidrico es uno de los factores mas importantes como limitante del crecimiento y la
productividad en la vid en zonas de clima mediterraneo (Bertamini et al., 2006; dos Santos et al.,
2007; Poni et al., 2007; Du et al., 2008; Pou et al., 2008; Chaves et al., 2002, 2010). Aun asi, en
la vitivinicultura, esta practica de someter a un estrés hidrico a la planta a través de un déficit
hidrico controlado es altamente utilizada ya que promueve la particion de fotoasimilados a las
bayas y la sintesis de metabolitos secundarios en éstas, incrementando asi la calidad del fruto y el
vino a producir (Intrigliolo y Castel, 2010; Santesteban et al., 2011; Romero et al., 2013). Sin
embargo es importante tener en consideracion en qué etapa fisiologica de la vid aplicar el déficit
hidrico controlado para promover un estrés (McCarthy et al., 2002; Girona et al., 2009).

La baya de la vid sigue un crecimiento segun una curva doble sigmoidea que se puede dividir en
tres etapas bien marcadas, tal como se describe teéricamente en la figura 3 y practicamente en
Shellie (2006). La primera etapa se caracteriza por una division celular sucesiva, se forma la baya
y se produce el embrién de la semilla, se incrementa la acidez por los acidos tartarico y malico
(principalmente), asi como también la produccion los taninos de piel y semilla, y la incorporacion
de micronutrientes (Conde et al., 2007; Kennedy et al., 2001). En muchos cultivares después de
la fase de crecimiento sigue una fase de latencia cuya duracion varia en funcion de la cepa
(Conde et al., 2007). Durante esta segunda etapa se desarrolla el embrién (Combe, 1992; Adams,
2006). Luego, en la tercera etapa, se produce una segunda fase de crecimiento que coincide con el
inicio de la maduracién, también denominado envero, y donde ocurre la entrada de azucares a la
baya, un cambio de color en esta, dado por la sintesis de antocianos, sintesis de compuestos
aromaticos, flavonoles, la elongacion de la célula, un ablandamiento de la piel de la baya, entre
otros (Adams, 2006; Conde et al., 2007; Wada et al., 2009). Varios estudios han mostrado que el
estrés hidrico no genera un beneficio en la calidad de la baya en etapas de pre-envero, a pesar de



afectar en el tamafio de la baya concentrando los compuestos sintetizados. Sin embargo, si se
aumenta la calidad de esta desde envero en adelante incluso con un estrés hidrico moderado y
severo en algunos casos (Ojeda et al., 2001; Girona et al., 2009; Romero et al., 2010; Basile et
al., 2011). Por lo tanto un estrés hidrico controlado aplicado desde envero en adelante logra los
objetivos enoldgicos que se buscan.
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Figura 3. Curva de crecimiento de la baya de la vid. Representacion diagramatica del tamafio
relativo, el color de la baya de vid y la acumulacion de los compuestos desde la floracién
hasta 120 dias después de pinta (Coombe, 2001).

La reduccion del crecimiento de la planta de vid, bajo condiciones de déficit hidrico, es el
resultado de una disminucion de la asimilacion neta de CO, (Ay) afectada por una menor entrada
de CO; a la cavidad sub-estomatica debido a una disminucion de la conductancia estomatica (gs),
mermando el contenido de carbono interno (Ci) y ademas disminuyendo la transpiracion de la
hoja (E) (Flexas y Medrano, 2002; Medrano et al., 2002; Flexas et al., 2004, 2009; Cifre et al.,
2005; Ghaderi et al., 2007; Chaves et al., 2008; Flexas et al., 2009 Chaves et al., 2010). Si bien la
limitacion de la capacidad fotosintética, en muchas situaciones de estrés hidrico, es explicada
perfectamente por una disminucién en la gs, lo cual se define en varias investigaciones como una
limitacion estomatica, existen otras restricciones que también afectan esta actividad y que son
reconocidas como limitaciones no estomaticas (Flexas et al., 2002; Medrano et al., 2002; Cifre et



al., 2005; Wang et al., 2012). Dentro de estas limitaciones no estomaticas estan consideras la
resistencia de la conductancia del mesofilo, disminucion de la eficiencia de carboxilacién
asociada a la inhibicion de la actividad enzimatica en el ciclo de Calvin y la inhibicién de la
actividad del PSII por algun tipo de fotodafio originado en este (Flexas et al., 2002,2009, 2010;
Maroco et al., 2002; Medrano et al., 2002; Chaves et al., 2003; During, 2003; Bota et al., 2004;
de Souza et al., 2005; Yu et al., 2009).

Medrano et al. (2002) utilizé la gs para categorizar el nivel del estrés hidrico y su impacto en los
distintos procesos fisiologicos, y enmarcar las limitaciones estomaticas y no estomaticas que
puedan estar ocurriendo. Tres regiones fueron diferenciadas: i) en un descenso desde 0,40 a 0,15
mol H,O m™ s (correspondiente a un estrés hidrico leve), disminuye levemente la Ay y la
concentracion subestomética de CO, (Ci), se incrementa la Ay/gs y hay un aumento de la
fotorespiracion, todo aquello sugiere una dominante limitacién estomatica de la capacidad
fotosintética; ii) entre 0,15 a 0,05 mol H,O m? s™ (estrés hidrico moderado), la Ay decae y la
An/gs usualmente aumenta, pero disminuye en algunos casos, Ci disminuye, pero la tasa de
transporte de electrones (ETR) y la eficiencia de carboxilacion también lo hacen, y NPQ
incrementa, por lo tanto las limitaciones estomaticas y no estomaticas son importantes; iii) una gs
< 0,05 mol H,0 m? s™ (estrés hidrico severo), conduce a un fuerte descenso de la Ay, de la An/gs,
de la ETR, de la eficiencia de carboxilacion, de la fotorespiracion y un descenso ocasional en
Fv/Fm, un incremento marcado de NPQ y muy importante de Ci, indicando que las limitaciones
no estomaticas de la fotosintesis son dominantes (Flexas et al., 2002; Cifre et al., 2005).

Lo anteriormente sefialado, también esta determinado por la sensibilidad en la respuesta del cierre
estomético frente a un evento de estrés hidrico en cada cultivar de la especie Vitis vinifera L.,
Osea ser cercanamente isohidrica (alta sensibilidad) o cercanamente anisohidrica (baja
sensibilidad) (Chaves et al., 2010; Tomas et al., 2014). Se ha investigado ampliamente las
distintas cepas, en diferentes condiciones de ensayo, y se sugiere que este comportamiento va a
estar condicionado segun el portainjerto que se utilice, las condiciones ambientales a la que esté
expuesta la planta y a la intensidad y duracién del estrés hidrico impuesto (Chaves et al., 2010;
Lovisolo et al., 2010). Cultivares como Lambrusco, Soultanina, Tempranillo, Viognier,
Falanghina y Granache son categorizados como cercanamente isohidrico (Medrano et al., 2003;
Shultz et al., 2003; Paranychianakis et al., 2004; Intrigliolo et al., 2005; Antolin et al., 2006;
Giorio et al., 2007; Shellie y Glenn, 2008; Poni et al., 2009; Santesteban et al., 2009). Por otro
lado cepas como Chardonnay, Moltepulciano, Merlot y Syrah tienen un comportamiento
cercanamente anisohidrico (Shultz, 2003; Silvestroni et al., 2005; William y Baeza, 2007;
Rogiers et al., 2009; Santesteban et al., 2009; Vandeleur et al., 2009). Sin embargo hay otros
cultivares que se han comportado tanto como iso y anisohidrico bajo distintas condiciones de
ensayo, tales como Cabernet Sauvignon, Manto Negro, Sangiovese y Tempranillo (Antolin et al.,
2006; Medrano et al., 2003; Chalmers, 2007; Poni et al., 2007; William y Baeza, 2007;
Santesteban et al., 2009; Lovisolo et al., 2010).

Un parametro importante en la mayoria de los cultivos, y obviamente en la vitivinicultura, es la
eficiencia del uso del agua (EUA) (Flexas et al., 2010; Tomas et al., 2012). La EUA puede ser
definida como el balance entre la biomasa ganada (kg de biomasa producida o mol de CO,
asimilados) y la perdida de agua (m® de agua usada o mol de agua transpirada (Morison et al.,
2008)). Este término puede ser usado para diferentes niveles (cultivo, planta u hoja) y para



diferentes escalas (desde meses a minutos) (Hong-Xing et al., 2007; Ali y Talukder, 2008; Flexas
et al., 2010; Medrano et al., 2010).

La eficiencia del uso del agua a nivel de la hoja puede ser estimada por medio de una relacion
entre AN/E, (EUA instantanea), o también por An/gs (EUA intrinseca), y su diferencia radica en
que la primera se ve fuertemente influenciada por el déficit de presion de vapor, mientras que la
segunda permite una comparacion de las propiedades fotosintéticas para una demanda
evaporativa comun (Flexas et al., 2010; Tomas et al., 2014; Medrano et al., 2015). Ademas, por
medio de esta Ultima, se pueden realizar comparaciones genotipicas con otros cultivares (Chaves
et al., 2010; Tomas et al., 2012; Tomas et al., 2014). Bota et al. (2001) encontraron que, al
comparar 20 cultivares mediterraneos, la An/gs se movia en un rango entre 38 y 64 mmol CO,
mol™ H,O. Sin embargo se han descrito cultivares como Granache, Syrah o la especie Vitis
riparia con valores mucho mas altos, o incluso méas bajos como Rosaki (Rodrigues et al., 1993;
Flexas et al., 1999b; Shultz 2003).

Se ha visto, en muchos estudios en Vitis vinifera L., que, bajo condiciones de estrés hidrico, la
EUA de la hoja incrementa por sobre una planta que tiene su demanda hidrica completamente
suplida o incluso a medida que incrementa el déficit hidrico (Cifre et al., 2005; de Souza et al.,
2005; Chaves et al., 2007; De la Hera et al., 2007; dos Santos et al., 2007; Chaves et al., 2010).
Sin embargo esto Ultimo no siempre ocurre y se ha visto que un estrés hidrico severo puede
disminuir la EUA de la hoja, ya que una limitacion no estomatica podria estar mermando
fuertemente la relacion An/gs o AN/E en la hoja (Medrano et al., 2002; Pou et al., 2008; Zsofi et
al., 2008; Guan y Gu, 2009; Martim et al., 2009; Palliotti et al., 2009; Lovisolo et al., 2010;
Schultz y Stoll, 2010; Hochberg et al., 2012; Tomas et al., 2014).

El uso del potencial hidrico de la hoja ha sido extensamente utilizado en muchos estudios para
monitorear la condicién hidrica de la planta, y ademés ha permitido generar umbrales para poder
categorizar cada situacion hidrica, especificamente para la vid vinifera, con un determinado nivel
de estrés (Van Leeuwen et al., 2009; Acevedo-Opazo et al., 2010). Diferentes tipos de monitoreo
en base a los potenciales hidricos se han utilizado en distintos ensayos, tales como el potencial
hidrico de pre-alba, el potencial hidrico de la hoja y el potencial hidrico xilematico del mediodia
(¥x) (Maroco et al., 2002; Medrano et al., 2002; Padgett-Johnson et al., 2003; de Souza et al.,
2005a, 2005b; Smart et al., 2006; Bertamini et al., 2007; De la Hera et al., 2007; Poni et al.,
2007; Zsofi et al., 2008; Zulini et al., 2008; Santesteban et al., 2009, 2011; Bondana y
Shutthanandan, 2012; Hochberg et al., 2012; Islam y Berrios, 2012; Romero et al., 2013). Este
ultimo permite, por medio de la cAmara de presion del tipo Scholander y con una muestra de hoja
recolectada al mediodia solar, determinar la condicion hidrica completa de la planta, al igualar el
potencial hidrico foliar con el potencial hidrico del xilema restringiendo la transpiracién de la
hoja (Van Leeuwen et al., 2009). Por lo tanto lo que se conoce es el estado hidrico completo de la
planta (Acevedo-Opazo et al., 2010)

Se ha determinado que con un ¥y igual o menor a -0,9 MPa la vid estaria enfrentando un estrés
hidrico (Van Leeuwen et al., 2009). Incluso otros autores mencionan que esta especie al estar con
el 100% de su demanda hidrica suplida su ¥ estaria entre el rango de los -0,4 y -0,8 MPa, por lo
que valores inferiores a -0,8 Mpa, es decir méas negativos, estarian representando una situacion de



estrés hidrico en la planta (Ferreyra et al., 2003). Van Leeuwen et al. (2009), clasifico distintos
nivel del estrés hidrico seguin el potencial hidrico xilematico del mediodia: i) leve, entre -0,9 y -
1,1 MPa; moderado, entre -1,1 y -1,3 MPa y severo, mayor a -1,4 MPa.

Contrario a esto, hay autores que mencionan que el monitoreo por medio del potencial hidrico de
la hoja, no seria lo mas correcto ya que, como se mencion0 anteriormente, hay ciertos cultivares
de vid que son muy sensibles al déficit hidrico y por lo tanto cierran rapidamente sus estomas
para evitar la pérdida de agua (respuesta cercanamente isohidrica), y por lo tanto no estarian
reflejando la real condicion hidrica del suelo ni de la planta (Flexas et al., 2002, 2009; Hochberg
etal., 2012).

La préctica de un déficit hidrico en la planta de vid con fines enoldgicos no siempre cumple los
objetivos, ya que esta puede estar siendo mal monitoreada, y se pueden llegar a potenciales
hidricos xileméaticos que merman la productividad del vifiedo sin lograr mejoras en las
caracteristicas organolépticas de las bayas, incluso llegando a limitar la vida util de las plantas al
tener una mayor vulnerabilidad a enfermedades (Chaves et al., 2010).

En la especie Vitis vinifera L. se ha estudiado vastamente, en muchos de sus cultivares, sobre el
efecto del estrés hidrico sobre los distintos parametros fisiologicos. Sin embargo en el cultivar
Carménére, cepa emblematica de Chile, la informacion cientifica es practicamente nula.

El cv. Carménere es originario de Medoc, Francia y se perdié su rastro después del ataque de
filoxera que acontecio fuertemente en los vifiedos de este pais. Fue redescubierto en Chile vy,
actualmente, tiene una importante participacion en la produccion de vinos en nuestro pais.
(Pszczolkowski, 2004). Sus principales caracteristicas morfolégicas son ser una variedad
vigorosa, de escasa fertilidad de yemas basales, sensible a las correduras, de brotacion tardia y su
periodo de maduracion puede extenderse en el tiempo. Si su madurez es precoz, aromaticamente
se incrementan las notas herbaceas debido a la mayor cantidad de piracinas (Pszczolkowski,
1997). Es sensible a plagas como margarodes (Margarodes vitis) o nematodos (Melodoigyne sp.)
(Pszczolkowski, 2004).
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CAPITULO II: ARTICULO CIENTIFICO

EFECTO DE DISTINTOS NIVELES DE DEFICIT HIDRICO SOBRE LA
FOTOINHIBICION Y FOTOSINTESIS EN Vitis vinifera L. CV. CARMENERE.

RESUMEN

La investigacion realizada en este trabajo, del efecto del distintos niveles de déficit hidrico en
condiciones de campo sobre la fotoinhibicién y fotosintesis neta en Vitis vinifera L. cv
Carménere, amplia la informacion para entender las bases de la resistencia de esta especie al
estrés hidrico. Los déficit hidricos impuestos fueron: (T1) 1 mm ha™ h™; (T2) 2 mm ha h*; (T3)
4 mm ha* h*; (T4) 6 mm ha™* h™, monitoreados por los potenciales hidricos xilematicos (¥).
Estos en promedio a lo largo de la temporada fueron -1,1MPa (T1), -1,0 MPa (T2), -0,9MPa (T3)
y -0,83MPa (T4), desde envero a cosecha. A lo largo del dia, la conductancia estomatica (gs), la
asimilacion neta de CO, (Ax), la transpiracion de la hoja (E), el rendimiento operacional del
fotosistema 11 (@PSII), el apagamiento fotoquimico (qP), asi como a lo largo de la temporada, la
asimilacion neta diaria de CO, (Ang) Y la transpiracion diaria de la hoja (Eg), y el contenido total
de clorofilas, fueron alteradas negativamente con un mayor déficit hidrico. El apagamiento no
fotoquimico (NPQ) fue mas alto al intensificar el déficit hidrico. El contenido interno de CO;,
(Ci), la eficiencia del uso del agua en la hoja (EUA) y el rendimiento cuantico maximo del
fotosistema Il (Fv/Fm), no fueron alterados significativamente. El déficit hidrico afecto
negativamente la asimilacion neta de CO, pero no inducido por una fotoinhibicién del
fotosistema Il (PSII).

Palabras claves: conductancia estomatica, rendimiento cuantico maximo del PSII, apagamiento
no fotoquimico.
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ABSTRACT

Research in this work, the effect of different levels of water deficit under field conditions on
photoinhibition and net photosynthesis in Vitis vinifera L. cv Carménere, expands the information
to understand the basis of the resistance of this species to water stress. Water deficits are applied:
(T1) Immhath™®; (T2) 2mmhat h™; (T3) 4 mm ha?’ h™; (T4) 6 mm ha™* h™, monitored by leaf
water potential midday (¥x). These average throughout the season were -1,1MPa (T1), -1,0 MPa
(T2), -0,9MPa (T3) y -0,83MPa (T4), between veraison and harvest. Throughout the day,
stomatal conductance (gs), net CO, assimilation (Ay),leaf transpiration (Eu), operational
efficiency of photosystem Il (@PSII), quenching photochemical (gP),and throughout the season,
both daily net CO, assimilation (Ang) and daily leaf transpiration (E4) and total chlorophyll
content, they were adversely affected by increased water deficit, The quenching non-
photochemical (NPQ) was higher by intensifying drought stress. The internal content of CO,
(Ci), leaf water use efficiency (EUA) and maximum quantum yield of photosystem Il (Fv/Fm)
these were not altered. The water deficit negatively affect the net assimilation CO,, but not
induced by a photoinhibition of photosystem 11 (PSII).

Keyword: leaf water potential midday, stomatal conductance, maximum quantum yield of PSII,
guenching non-photochemical.
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INTRODUCCION

El déficit hidrico, el cual puede generar un estrés hidrico en la planta, es masivamente utilizado
en la vitivinicultura mundial por el aumento en la calidad de las bayas de Vitis vinifera L (de
Souza et al., 2005b; Shellie y Glenn, 2008; Chaves et al., 2010). Esto asociado a la promocion de
la sintesis de los diferentes metabolitos secundarios en el desarrollo y maduracion de la baya y
que definen, de cierta forma, una determinada calidad de vino (Medrano et al., 2002; dos Santos
et al., 2007; Girona et al., 2009). Ahora, si bien el fin de esta técnica tiene un fin positivo, a su
vez existen respuestas negativas en la planta misma. Los que se pueden apreciar visualmente son
la reduccidn del crecimiento total de la planta, dado por una menor &rea foliar, y la disminucién
del rendimiento, que puede ser visto por la biomasa total de la planta producida en una temporada
dada, o bien, desde un punto de vista industrial la cantidad de kilogramos de racimos por planta
que fueron cosechados (Maroco et al., 2002; Chaves et al., 2003; 2007; Costa et al., 2007; dos
dos Santos et al., 2007; Flexas et al., 2009). Otro efecto importante, es la reduccion de la
capacidad fotosintética neta que se genera principalmente en las hojas de la vid, debido a una
menor cantidad de receptores foliares (Maroco et al., 2002), lo cual a su vez, tiene aristas
positivas al regular el microclima de la zona frutal, y asi obtener mejores beneficios en la baya
(dos Santos et al., 2007; Palliotti et al., 2009).

Se ha descrito ampliamente que uno de los primeros procesos que es afectado por el déficit
hidrico en la planta es el cierre estomatico, disminuyendo de esta forma la conductancia
estomatica (gs) primeramente, lo cual restringe el agua transpirada a través de estos conductos
(E), y ademés genera una reduccion en la asimilacion neta de CO, (Ay), debido a una menor
disponibilidad de carbono interno en las cavidades subestométicas (Ci) (Ghaderi et al., 2007;
Flexas et al., 2009; Chaves et al., 2010). Por otro lado, la eficiencia del uso del agua en las hojas
(EUA), tiende a ser més alto a medida que se intensifica el déficit hidrico (Cifre et al., 2005; de
Souza et al., 2005a; Chaves et al., 2007; De la Hera et al., 2007; dos Santos et al., 2007; Chaves
et al., 2010). Todo lo anterior esta vinculado con una limitacion del tipo estomatica (Medrano et
al., 2002; de Souza et al., 2005b; Cifre et al., 2005). Sin embargo hay limitaciones del tipo no
estomaticas que estan muy relacionadas con el aumento gradual del estrés hidrico, y que incluso
pueden inducir un aumento del Ci y la disminucion de la EUA en la hoja (Medrano et al., 2002;
Diring, 2003; Cifre et al., 2005).

A pesar de que la energia luminica es esencial para todos los procesos fotoquimicos, altas
intensidades de esta energia 0 exposiciones por tiempos prolongados, pueden potenciar un
fotodafio de los fotosistemas y generar incluso una fotoinhibicién de aquellos (Bertamini et al.,
2004; Goh et al., 2012; Murata et al., 2007). Esto puede conllevar a la generacion de especies
reactivas de oxigeno (ROS) y desencadenar un dafio fotoxidativo en el aparato fotosintético
(Takahashi y Murata, 2008). La combinacion de factores, como una alta intensidad luminica y un
estrés hidrico, se ha visto que correlaciona fuertemente con la disminucién de la asimilacion neta
de CO; y el aumento de la fotoinhibicién (Medrano et al., 2003; Palliotti et al., 2009). Esta
discapacidad en la eficiencia fotoquimica a nivel del fotosistema Il (PSIl) es considerada una
limitante no estomatica (Medrano et al., 2002). Aunque esto se ha visto en muchas otras especies,
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Vitis vinifera L., esta reconocida por tener una alta resistencia a la fotoinhibicién, en distintos
grados para cada cultivar, debido a la capacidad de recuperabilidad del rendimiento cuanto
maximo del PSII (Hochberg et al., 2012; Palliotti et al., 2009; Islam y Bering, 2012; Wang et al.,
2012).

El estudio de la eficiencia fotoquimica a nivel del PSII, se realiza por medio de la energia de la
fluorescencia de la clorofila (Maxwell y Johnson, 2000; Baker, 2008). La energia luminica que es
absorbida por parte de los pigmentos fotosintéticos, puede ser canalizada en tres diferentes rutas:
i) ser utilizada para los procesos fotoquimicos; ii) ser disipada en energia térmica o caldrica; iii)
ser re-emitida como energia fluorescente. Asi por medio de la fluorescencia de la clorofila se
puede obtener informacion de la eficiencia fotoquimica y no-fotoquimica del PSII (Maxwell y
Johnson, 2000; Baker, 2008; Murchie y Lawson, 2013).

Dentro de los pardmetros utilizados para este estudio se encuentran el rendimiento cuantico
operacional del PSII (@PSII), el cual mide la eficiencia fotoquimica del PSII o la proporcion de
la energia que es absorbida y que es utilizada para procesos fotoquimicos; el “quenching” o
apagamiento fotoquimico(qP), el cual indica la proporcion de los centros de reaccién del PSII
que se encuentran oxidados u abiertos; el rendimiento cuantico méaximo del PSII (Fv/Fm), el cual
indica la recuperabilidad del PSII a transferir energia luminica después de oxidar completamente
los PSII y someterlos a una alta intensidad luminica (Maxwell y Johnson, 2000; Baker, 2008;
Murchie y Lawson, 2013). Este ultimo permite ademas determinar si las plantas son
fotoinhibidas, o no, luego de ser sometidas a algin evento estresante y obtener un indice de
Fv/Fm menor que 0,83 (Baker, 2008). Por lo tanto, los cambios en la fluorescencia, pueden ser
una herramienta Util para cuantificar la respuesta al estrés (Baker, 2008). Por altimo, otro
parametro derivado de este estudio es el apagamiento no fotoquimico NPQ, principalmente
asociado a la liberacion del exceso de energia absorbida por medio de la energia cal6rica (Baker,
2008; Wang et al., 2009; Murchie y Lawson, 2013).

El déficit hidrico esta inserto cada vez mas en la vitivinicultura chilena, y se han estudiado en
diversos cultivares de Vitis vinifera L., los efectos que tiene este sobre distintos parametros
fisiolégicos pero no en el cultivar Carménere, cepa de importancia productiva en Chile.

Por lo tanto es muy importante, considerando todo lo anterior, conocer la respuesta que tiene Vitis
vinifera L., cv Carménere frente a distintos niveles de estrés hidricos.
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HIPOTESIS

A partir de los antecedentes anteriormente expuestos se ha planteado la siguiente hipotesis de
trabajo:

El déficit hidrico en Vitis vinifera L. cv. Carménére reduce la asimilacion neta de CO, e induce

fotoinhibicion, de manera proporcional al nivel del estres.

OBJETIVO

Determinar el efecto del déficit hidrico sobre la fotosintesis neta y la fotoinhibicion.
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MATERIALES Y METODOS

Sitio de estudio

El presente estudio se realiz6 durante la temporada de crecimiento 2011-2012 en la Vifia Haras
de Pirque, Fundo La Rochuela, ubicado en el Camino San Vicente- Sector Macul, en la Comuna
de Pirque, Provincia Cordillera, Region Metropolitana; Chile (33° 42" latitud sur y 70° 36'
longitud oeste, altitud 671 (msnm). Este sector se encuentra bajo la denominacion de origen del
Valle del Maipo.

Los analisis del material vegetal fueron realizados en el Laboratorio de Fisiologia del Estrés en
Plantas ubicado en la Facultad de Ciencias Agrondmicas de la Universidad de Chile.

Material bioldgico

Se utilizaron plantas de vid (Vitis vinifera L cv. Carménére) de trece afios de edad, sobre pie
franco, conducidas en espaldera simple y brotes en guyot doble, con orientacion norte/sur, en un
marco de plantacion de 2 m entre hileray 1 m sobre hilera, con un rendimiento promedio de 8 ton
ha, destinadas a la produccién de vinos de alta gama. Estas plantas se encontraban en un suelo
de origen coluvial de clase textural franco arcillosa. El sistema de riego fue tecnificado mediante
por goteo independiente al resto del campo.

Tratamientos y Disefio experimental

El experimento constd de 4 tratamientos, que correspondieron a distintos niveles de restriccion
hidrica que se lograron por medio de goteros de distinto gasto y/o combinacion de estos: (T1) 1
mm hat h™; (T2) 2 mm ha' h™; (T3) 4 mm ha® h™; (T4) 6 mm ha® h™. Cada uno de estos
tratamientos fue implementado en cinco plantas consecutivas de similar vigor y tamafo
previamente seleccionadas, donde las 3 plantas de al medio constituyeron la unidad experimental
y donde cada tratamiento fue separado por al menos 4 plantas sobre una misma hilera. Cada
hilera fue designada como un bloque (cinco en total) conteniendo una repeticion de cada
tratamiento. Por lo tanto se constituyeron 5 repeticiones por cada tratamiento. El disefio
experimental fue un disefio en bloque completamente aleatorizado.

Antes de comenzar a aplicar los tratamientos, se suprimio6 el riego de las plantas hasta alcanzar un
potencial hidrico xilematico similar en cada una de estas (-1,2 MPa) para que se encontraran en la
misma condicién hidrica. Ademas se hicieron calicatas entre hilera comprobando que no
existieran traslapes de raices entre los tratamientos.

Los tratamientos se llevaron a cabo desde dos semanas antes de envero hasta la vendimia en un
total de 100 plantas, aplicandose de acuerdo al potencial hidrico xileméatico de mediodia con el
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fin de lograr que el tratamiento de mayor aporte hidrico (T4) tuviera un valor cercano a -0,9MPa
a lo largo de la temporada, considerado como un déficit hidrico leve (Van Leeuwen et al. 2009),
y obtener diferentes estados hidricos en cada uno de los tratamientos. Los aportes hidricos fueron
realizados una o dos veces por semana simultdneamente para todos los tratamientos.

Procedimiento

Los distintos parametros fisiologicos de potencial hidrico xilematico, asimilacion neta de CO»,
conductancia estomatica, transpiracion de la hoja, contenido interno de CO,, pardmetros
derivados de la fluorescencia de la clorofila y el contenido de clorofila total, fueron medidos
sobre hojas maduras completamente expandidas, expuestas a la luz solar directa y representativas
al total de hojas de cada tratamiento y repeticion. Las mediciones se realizaron cinco veces a lo
largo del dia (9:00, 11:00, 13:00, 15:00 y 17:30 h), cada 15 dias a lo largo de la temporada
aproximadamente. A excepcion del potencial hidrico xilemético, todos los parametros fueron
medidos por ambos lados de la espaldera en cada hora de medicion.

Las hojas recolectadas cada 15 dias, dispuestas para el andlisis de pigmentos, fueron congeladas
con nitrogeno liquido en campo y posteriormente almacenadas en un freezer a -80 °C hasta su
utilizacion.

La recoleccion del material vegetal de poda fue realizada al término de la temporada de
crecimiento y desarrollo de la vid, en pleno receso invernal con yemas completamente dormantes.

Evaluaciones
Radiacion, temperatura, y humedad relativa

La radiacion fotosintéticamente activa (PAR) se determind mediante un radiometro (Delta-Ohm,
HD 9021), posicionando el sensor en posicién horizontal (paralelo a la orientacion de la hoja) y
perpendicular al sol. Al mismo tiempo se medio la temperatura y la humedad relativa del aire
mediante un higrotermémetro portatil (Extech 445900, USA) a una altura de 1,5 m de la
superficie del suelo, simultdneamente a la radiacion. Ambas mediciones se realizaron antes y
después de medir los parametros fisioldgicos.

Potencial hidrico xilematico de mediodia

El potencial hidrico xilematico () se monitored por medio por la camara de presion (Scholander
et al., 1965), de acuerdo a la metodologia descrita por Meyer y Reicosky (1985). Las mediciones
se realizaron cada semana al medio dia solar (potencial hidrico minimo a las 14 horas), por el
lado de la espaldera expuesto a la luz solar. EI material vegetal (hojas) se cubridé con bolsas
pléasticas aluminizadas durante 1 hora para poder igualar el potencial hidrico de la hoja al
potencial hidrico xilematico.
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Asimilacion neta de CO,, conductancia estomatica, transpiracion de la hoja y contenido
interno de CO,

La asimilacion neta de CO, (Ay), conductancia estomatica (gs), transpiracion de la hoja (E) y
contenido interno de CO, (Ci) se determind simultaneamente por medio de un analizador
infrarrojo de gases portatil (IRGA-CIRAS-2, PP-system, UK). Se ajusto, en el IRGA, una
concentracion de CO; de referencia de 360 ppm y un contenido de vapor de agua en la camara de
medicion, equivalente al del aire correspondiente al momento del dia.

Parametros derivados de la fluorescencia de la clorofila

La fluorescencia de la clorofila sera determind segln lo descrito por los autores Kooten y Snel
(1990), Briggemann et al., (1992) y Genty et al. (1989) y fue medida por medio de un
fluorimetro de pulso modulado (Hansatech, FMS1, UK). Los parametros obtenidos a partir de la
fluorescencia de la clorofila fueron el rendimiento cuéntico maximo del fotosistema Il (Fv/Fm),
el rendimiento operacional del fotosistema Il (@PSII), el “quenching” o apagamiento
fotoquimico (qP) y el “quenching” o apagamiento no fotoquimico (NPQ).

Fotoinhibicién (Fv/Fm):Para obtener la fluorescencia minima (Fo), maxima (Fm) y variable
(Fv), hojas previamente adaptadas a la oscuridad con pinzas durante una hora, fueron sometidas a
un haz de luz inicial de muy baja intensidad (0,1 umol de fotones m? s™) obteniendo Fo.
Inmediatamente después se someti6 a un pulso de luz saturante (3000 pmol de fotones m?s™)
obteniendo Fm. Por medio de la diferencia (Fm-Fo) se calculé la variable Fv. La relacion Fv/Fm,
se utiliz6 para determinar si la muestra de hoja analizada presentaba algin grado de
fotoinhibicion, al resultar en un valor menor que 0,83 (Baker, 2008)

@PSII, gP y NPQ: Para obtener la fluorescencia minima (Fo), maxima (Fm) y variable (Fv) de
pre-alba, hojas previamente adaptadas a la oscuridad con pinzas durante la noche anterior a la
medicion, fueron sometidas en pre-alba a un haz de luz inicial de muy baja intensidad (0,1 pmol
de fotones m?s™) obteniendo Fo. Inmediatamente después se someti6 a un pulso de luz saturante
(3000 pumol de fotones m™?s™) obteniendo Fm. Por medio de la diferencia (Fm-Fo) se calculé la
variable Fv. Luego durante el dia para obtener la fluorescencia bajo luz actinica (Fs), la maxima
adaptada a la luz (Fm') y la minima adaptada a la oscuridad (Fo"), hojas previamente adaptadas a
la luz, fueron iluminadas con un haz de luz actinica (680 pmol de fotones m?s™) obteniendo Fs
inmediatamente después se sometié a un pulso de luz saturante (3000 pumol de fotones m? s™)
obteniendo Fm' y por ultimo, previamente oscureciendo con un pafio negro la muestra de hoja
durante 30 segundos se sometié a un haz de luz de baja intensidad (0,1 umol de fotones m?s™)
obteniendo Fo'. Para determinar @PSII, qP y NPQ se utilizaron las siguientes ecuaciones
descritas por Maxwell y Johnson (2000):

i) @PSII = (Fm'-Fs) / Fm'
i) gP = (Fm'-Fs) / (Fm'- Fo')
iii) NPQ = (Fm-Fm') / Fm'
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Concentracion de clorofilas

Se determind la concentracion de clorofilas por tratamiento de acuerdo al método descrito por
Lichtenthaler y Wellburn (1983) y se calculo el total de estas. Las absorbancias a Agss Y Asss M
de cada muestra fueron sometidas a las siguientes ecuaciones:

Chla (pg/em?®): [(12,25 X Ages) — (2,79 X Agas)] x [(700/200) x (1,5/Area pisco Hoja) ]
Chlb (ug/cm?): [(2,79 X Asss) — (12,25 X Agas)] x [(700/200) X (1,5/Area pisco Hoja)]
Chltota (Ug/cm?): Chla + Chlb

Analisis estadistico

Los datos se analizaron por ANDEVA (anélisis de varianza), y, al encontrar diferencias
significativas, los promedios obtenidos fueron comparados a través de la prueba de Tukey con un
95% de confianza. Los andlisis consideraron diferencias entre tratamientos a lo largo del diay a
lo largo de la temporada.

El andlisis estadistico se llevd a cabo empleando el software JMP version 8 Statistical
DiscoveryTM de SAS Institute Inc. USA vy las graficas fueron elaboradas con el Software
SigmaPlot® Version 11 de Systat Software Inc.
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RESULTADOS

Contexto climatico de la temporada verano-otofio 2012

Temperatura, humedad relativa ambiental y radiacion solar: La temporada de
medicion del afio 2012 inicio6 en el mes de febrero, correspondiente a la estacion de verano,
y finalizd en el mes de abril durante el otofio del mismo afio. Se registraron las condiciones
climaticas en la Vifia Haras de Pirque ubicada en la comuna de Pirque, correspondiente a la
denominacion de origen del Valle del Maipo, los dias 5, 20, 40, 55 y 70 después de pinta,
entre las 9:00 y 18:00 h (Figura 4).

La temperatura matinal promedio, a las 9:00 h durante el verano, fue de 22,9 °C (Figuras
4A, 4C), mientras que en el otofio disminuyo a 14,3 °C (Figura 4E, 4G, 41). La temperatura
méxima siempre se registré al medio dia solar (14:00 h) en cada fecha de medicion. Esta en
verano fue en promedio de 34,4 °C y en otofio de 31,7 °C. Al final del dia de medicion, a
las 18:00 h, la temperatura en verano y otofio fue de 29,2 y 25,2 °C, respectivamente.

La humedad relativa ambiental en verano fue en promedio de 43,1 % a las 9:00 h, y de 19,9
% al terminar el dia de medicion, a las 18:00 h (Figuras 4A, 4C), mientras que en otofio en
la mafana fue de 65,1 % y en la tarde de 20,8 % (Figura 4E, 4G, 41).

La PAR méxima registrada por ambos lados de la espaldera, este y oeste, y horizontal a la
superficie suelo durante el verano fue en promedio de 1900, 2220 y 2195 pmol m™ s,
respectivamente (Figura 4B, 4D). Por otro lado en otofio, esta radiacion fue de 2035, 2143
y 1821 pmol m™ s, correspondientemente al orden anterior (Figura 4F, 4H, 4J).
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Parametros fisiologicos de la planta

Potencial hidrico xilematico de mediodia (¥x): Este parametro fue monitoreado al medio
dia solar (14:00 h), a lo largo de la temporada, entre los dias 25 y 65 antes y después de
pinta, respectivamente (Figura 5A). Ademas, se registro el total de agua entregada a la
planta por medio del riego (Figura 5B). Las plantas que estuvieron sometidas a menores
descargas de agua presentaron potenciales hidricos xileméaticos menores a las que tuvieron
mayores aportes hidricos. De esta manera los distintos niveles de estrés hidricos tuvieron
como resultado valores de -1,1 MPa, -1,0 MPa, -0,9 MPa y -0,83 MPa, entre envero y
cosecha. En cada fecha que hubo diferencias significativas, entre los 3 DAP y 50 DDP, se
logré diferenciar el tratamiento mas estresado (T1) del menos estresado (T4) (p<0,05). Las
principales diferencias significativas entre los tratmientos comienzan a observarse a partir
de los 3 DAP, donde el tratamiento T1, con un ¥x de -1,35 MPa, fue menor que los
tratamientos T3 y T4 (p<0,05), cuyos potenciales fueron de -1,06 MPa y -0,98 MPa,
respectivamente. Posteriormente, a lo largo de las mediciones realizadas los dias 4, 22, 32,
38 y 50 DDP se registro diferencias entre el T1 y el resto de los tratamientos, y sélo en la
ultima medicion de la temporada, 65 DDP, no se encontrd diferencias entre estos. En la
figura 5B, se observa que a medida que avanza la temporada, la acumulacion del aporte
hidrico por parte del sistema de riego a la planta, en mm H,0 planta™, es distinto entre cada
tratamiento.
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Figura 5. Potenciales hidricos xilematicos y aportes hidricos acumulados. Evolucion de los
potenciales hidricos xilematicos, medidos al mediodia solar, de 4 tratamientos
expuestos a distintos niéveles de estrés hidrico (A) y la acumulacion del aporte hidrico
en cada tratamiento (B) a lo largo de la temporada (entre los 25 y 65 dias antes y
después de pinta) en Vitis vinifera L. cv. Carménére. T1: 1 mm ha™ h* (o), T2: 2 mm
ha' h™ (v), T3: 4 mm ha™ h (m), T4: 6 mm ha™ h™ (s). Asteriscos (*) indican
diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) entre tratamientos, para una misma
fecha, segun test de Tukey. Barras verticales representan el Error Estandar.
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Asimilacion neta de CO; (An): Independiente del tratamiento, la Ay fue mayor al inicio de
la temporada que al final, por ambos lados de la espaldera. La Ay a lo largo del dia, por el
lado este de la espaldera, fue mayor en la mafana que por la tarde, y al contrario, por el
lado oeste, fue menor en la mafiana y aumento paulatinamente hacia la tarde (Figura 6). Por
el lado este de la espaldera, a los 40 y 55 DDP (Figura 6 G-I) se observa diferencias
significativas en la Ay de los tratamientos a las 9 y 11 de la mafana, respectivamente,
donde T1 registré los valores més bajos (4,92 umol CO, m? s™). A los 70 DDP (Figura 6
K), durante las mediciones de la mafiana (9:00 h y 11:00 h), se observé diferencias en la Ay
bajo los cuatro tratamientos y durante la tarde los tratamientos T1 y T2 se diferenciaron de
T3 y T4 presentando valores mas bajos. Por el lado oeste de la espaldera, las principales
diferencias en la Ay se observaron a los 5, 20, 40, 55 y 70 DDP (Figura 6 D-F-H-J-L) en
horas de la tarde (15:00 h y 17:00 h), entre el T1 y los tratamientos T3 y T4.

La evolucion de la asimilacion neta diaria (Ang) por ambos lados de la espaldera se puede
observar en la figura 7. Por la cara este de la espaldea (Figura 7A), entre los 9 DAP y 5
DDP hay un aumento paulatino del carbono diario total fijado, sin embargo, a partir de esta
ultima fecha hasta los 70 DDP comienza un descenso en cada tratamiento. En este Gltimo
intervalo las principales diferencias significativas en Ayg Se encontraron entre los
tratamientos T4 y T1 (p>0,05) y sélo en la dltima fecha de medicion la Ayg fue diferente
entre todos los tratamientos, siendo menor en T1. Por la cara oeste de la espaldera (Figura
7B), también se observa un aumento de la actividad de la Ang entre los 9 DAP y 5 DDP,
luego desciende pero esta vez hasta los 40 DDP, donde la asimilacién tiene un repunte
hasta los 55 DDP, y posteriormente decae su actividad hasta los 70 DDP, a excepcion de T1
quien no tuvo este breve incremento. Desde los 5 DDP el T1 presento valores
significativamnte menores respecto a T3 y T4 principalmente, y s6lo en la ultima fecha la
Ang fue diferente entre todos los tratamientos (p>0,05).

Conductancia estomatica (gs): En cada uno de los tratamientos, la gs se incrementd hasta
mediados de la temporada de medicién, y al final de ésta se observaron las conductancias
estomaticas mas bajas. EI comportamiento de la curva diaria por cada uno de los lados de la
espaldera sigui6 la misma dindmica a lo largo de la temporada. Por el lado este de la planta
la conductancia estomatica fue mayor en las mafianas, descendiendo durante la tarde,
mientras que por el lado oeste fue menor durante la mafiana, aumentando en las horas de la
tarde (Figura 8). Las principales diferencias en gs se encontraron entre los tratamientos T1
y T4 desde los 20 DDP (17:00 hrs) hasta los 55 DDP (Figura 8). En la ultima fecha de
medicion, 70 DDP (Figura 8K), a las 15:00 h, se encontr0 diferencias entre todos los
tratamientos. Por el lado oeste, a partir de los 20 DDP hasta los 70 DDP, las principales
diferencias significativas se encontraron entre los tratamientos T1 y T4, donde T1 presento
los valores mas bajos.
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Figura 6. Asimilacion neta de CO; (Ay). Mediciones de Ay en umol de CO, m™ s, realizadas en Vitis vinifera L. cv. Carménére a lo
largo del dia (entre 9:00 h y 18:00 h) y a lo largo de la temporada (A-B: 9 DAP, C-D: 5 DDP, E-F: 20 DDP, G-H: 40 DDP, I-J: 55
DDP, K-L: 70 DDP) entre envero y cosecha, sobre 4 tratamientos de distintos niveles de estrés hidricos por los lados este y oeste
de la espaldera. T1: 1 mm ha™ h™ (o), T2: 2 mm ha™ h™ (¥), T3: 4 mm ha* h™* (m), T4: 6 mm ha™ h™ (#). Los asteriscos (*)
indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) entre tratamientos, para una misma fecha y hora, segun test de Tukey.
Barras verticales representan el Error Estandar.
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Figura 7. Asimilacion neta diaria de CO; (Ang). Evolucion, en Vitis vinifera L. cv. Carménére, de la Ayg en pmol de CO, m? d™, a lo
largo de la temporada, entre envero y cosecha, sobre 4 tratamientos de distintos niveles de estrés hidricos por los lados este (A) y
oeste (B) de la espaldera. T1: 1 mm ha* h* (o), T2: 2mmha™ h™* (¥), T3: 4 mm ha’ h (), T4: 6 mm ha™ h™ (#). Los asteriscos
(*) indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) entre tratamientos, para una misma fecha y hora, seglin test de

Tukey. Barras verticales representan el Error Estandar.
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Figura 8. Conductancia estomética (gs). Mediciones de gs en mmol de H,O m™ s?, realizadas en Vitis vinifera L. cv. Carménére a lo
largo del dia (entre 9:00 h y 18:00 h) y a lo largo de la temporada (A-B: 9 DAP, C-D: 5 DDP, E-F: 20 DDP, G-H: 40 DDP, I-J: 55
DDP, K-L: 70 DDP) entre envero y cosecha, sobre 4 tratamientos de distintos niveles de estrés hidricos por los lados este y oeste
de la espaldera. T1: 1 mm ha® h™ (o), T2: 2 mm ha* h* (¥), T3: 4 mm ha™ h™ (m), T4: 6 mm ha™ h™ (#). Los asteriscos (*)
indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) entre tratamientos, para una misma fecha y hora, segun test de Tukey.
Barras verticales representan el Error Estandar.
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Relacion entre la Asimilacion Neta de CO; (Ay) Y la Conductancia estomatica (gs): Al
observar la figura 9, se ve que existe una relacion entre la Ay y la gs para cada uno de los
tratamientos, considerando todas las mediciones a lo largo de la temporada en las horas de
mayor exposicion solar tanto por el lado este (9:00 y 11:00 h, Figura 11A) como el lado
oeste (15:00 y 17:00 h, Figura 11B). En cada una de las figuras se puede ver la asimilacion
neta de CO; incrementa a medida que aumeta la gS. Sin embargo a una determinada gs la
Ay alcanza un maximo o bien comienza a decaer. La correlacion para cada tratamiento tiene
los siguientes r? por el lado este y oeste, respectivamente: T1 0,55 y 0,68; T2 0,62 y 0,85;
T30,59y0,65; T4 0,62y 0,54.
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Figura 9. Relacién entre Ay y gs. Cada dato muestra la asimilacion neta de CO, realizada
por la hoja de acuerdo a una determinada conductancia estomatica, en Vitis vinifera L.
cv. Carmenére. Esto sobre 4 tratamientos de distintos niveles de estrés hidricos en la
horas de mayor exposicién solar tanto para el lado este (A) como para el lado oeste
(B). TLl: 1 mmha* h™ (o), T2: 2mmha* h* (v), T3: 4 mm ha’ h™ (m), T4: 6 mm ha™
h™ (#). Los r? fueron evaluados con un p<0,05.

Transpiracion de la hoja (E): A lo largo de la temporada, E fue aumentando desde las
primeras fechas de medicion hasta finalizar practicamente el verano, es decir, 20 DDP
(Figura 10). A partir de las dos ultimas fechas de medicion se puede observar que E tuvo
una tendencia a disminuir hasta final de temporada. La tendencia de la E a lo largo del dia
siguié un patrén unico, el cual, por el lado este de la espaldera, increment6é durante la
mafiana hasta el mediodia, y descendié paulatinamente en la tarde. Por el contrario, por el
lado oeste de la espaldera, la transpiracion fue menor en la mafiana y aumentd hacia las
horas de la tarde.Por el lado este de la espaldera, a los 20 DDP se observan las primeras
diferencias en E entre los tratamientos, donde T1 presentd una menor E respecto a los
tratamientos T3 y T4. Este comportamiento se registro hasta finales de temporada. Por el
lado oeste de la planta, las principales diferencias en E en los tratamientos se observaron
entre T1y T4, a partir de los 20 DDP hasta fin de temporada.

Al observar la cinética de la transpiracién diaria (Eg) a lo largo del ensayo (Figura 11), se
puede ver que en cada uno de los tratamientos hay un aumento progresivo en este
parametro hasta la mitad de la temporada de medicion, para luego disminuir hacia el final,
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por ambos lados de la espaldera. Por el lado este de la espaldera se observd que las
principales diferencias en la Ep estuvieron entre los tratamientos T1 y T4 a partir de los 20
DDP hasta los 55 DDP. Situacion similar se observé en el lado oeste de las plantas, en
donde las diferencias entre T1y T4 se registraron a partir de la tercera fecha de medicion.

Contenido interno de CO; (Ci): Por el lado este de la espaldera, en las primeras horas de
la mafiana el contenido de Ci de las hojas es menor que en la horas de la tarde (Figura 12).
Las principales diferencias en el Ci, por este lado de las plantas, se observd en la Gltima
fecha de medicion entre los tratamientos T1 y T4, siendo mayor el primero de ellos. En la
cara oeste de la espaldera, temprano en la mafiana, en ausencia de luz solar directa, se ve
que la cantidad de carbono interno es mayor que en la tarde y con una leve tendencia a
recuperarse hacia el final del dia. A los 5, 20, 55 y 70 DDP, en la ultima medicion del dia,
se observa que el Ci de T1 es mayor que el de T3y T4.

Eficiencia del uso del agua de la hoja (EUA, AN/E): La evolucién de la EUA diaria de la
hoja a lo largo del dia es similar durante toda la temporada en cada uno de los tratamientos
(Figura 13). Por la cara este de la espaldera, fue maxima en las horas de la mafiana. Luego,
a partir del mediodia en adelante disminuye su valor. Por este mismo lado de las plantas, a
inicio de temporada, T1 presentd valores mayores que el resto de los tratamientos, mientras
que hacia final de temporada el tratamiento T4 tuvo valores mas altos en EUA. Por la cara
oeste de la espaldera, el EUA comenzo con valores bajos en la mafiana, y luego hacia la
tarde paulatinamente aument6. Las principales diferencias en EUA por este lado de las
plantas, se registraron entre T1 y T4, donde T1 siempre presentd valores mas bajos que el
resto de los tratamientos.

La eficiencia EUA diaria de la hoja (EUAd) por el lado este present6 valores altos en todos
los tratamientos hasta los 5 DDP, para luego disminuir hasta los 55 DDP, mientras que a
los 70 DDP, la EUA diaria presentd un leve aumento, a excepcion de T4 (Figura 14). En
esta Ultima fecha de medicién los tratamientos T3 y T4 alcanzaron los valores més altos,
diferenciandose significativamente de T2 y T1. Por el lado oeste de la espaldera los valores
mas altos se registraron a los 5 DDP por todos los tratamientos, luego decayeron hasta los
40 DDP donde los tratamientos T3 y T4 se diferenciaron de T1 y T2 con valores mas altos.
A los 55 y 70 DDP se observé un aumento, a excepcion de T1 que disminuyd en esta
ultima fecha diferencandose significativamente del resto de los tratamientos.
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Figura 10. Transpiracion de la hoja (E). Mediciones de E en mmol de H,O m™ s™, realizadas en Vitis vinifera L. cv. Carménére a lo
largo del dia (entre 9:00 h y 18:00 h) y a lo largo de la temporada (A-B: 9 DAP, C-D: 5 DDP, E-F: 20 DDP, G-H: 40 DDP, I-J: 55
DDP, K-L: 70 DDP) entre envero y cosecha, sobre 4 tratamientos de distintos niveles de estrés hidricos por los lados este y oeste
de la espaldera. T1: 1 mm ha™ h™ (o), T2: 2 mm ha™ h™ (¥), T3: 4 mm ha* h™* (m), T4: 6 mm ha™ h™ (#). Los asteriscos (*)
indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) entre tratamientos, para una misma fecha y hora, segun test de Tukey.
Barras verticales representan el Error Estandar.
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Figura 11. Transpiracion de la hoja integrada (Eg). Evolucion, en Vitis vinifera L. cv. Carménére, de la Exi en mmol de H,O m2d*?, a
lo largo de la temporada, entre envero y cosecha, sobre 4 tratamientos de distintos niveles de estrés hidricos por los lados este (A)
y oeste (B) de la espaldera. T1: 1 mm ha™ h™ (o), T2: 2 mm ha™ h* (¥), T3: 4 mm ha™ h™ (m), T4: 6 mm ha™ h* (#). Los
asteriscos (*) indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) entre tratamientos, para una misma fecha y hora, segin
test de Tukey. Barras verticales representan el Error Estandar.



Ci (ppam)

500

400 1

300 1

200

100

500

400

41

2DAP ILDDP 0LCP
O lmmmew
7 lmmbe iy
1] 4minet iyt
A W Smmnty! Eya | © E
B Cmws | D F
-'_U
B
o0 11:00 13:00 1500 17:00 900 11:00 13:00 15:00 17:00 900 11:00 13:00 1500 1700 900 11:00 13:00 15:00 17:00 9:00 11:00 13:00 1500 17:00 11 13 15 174

Hora deldia (h)

Figura 12. Contenido interno de CO, (Ci). Mediciones de Ci en ppm, realizadas en Vitis vinifera L. cv. Carménére a lo largo del dia
(entre 9:00 h y 18:00 h) y a lo largo de la temporada (A-B: 9 DAP, C-D: 5 DDP, E-F: 20 DDP, G-H: 40 DDP, I-J: 55 DDP, K-L.:
70 DDP) entre envero y cosecha, sobre 4 tratamientos de distintos niveles de estrés hidricos por los lados este y oeste de la
espaldera. T1: 1 mm ha™ h™* (0), T2: 2 mm ha* h* (¥), T3: 4 mm ha™ h™* (m), T4: 6 mm ha™ h™* (#). Los asteriscos (*) indican
diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) entre tratamientos, para una misma fecha y hora, seguin test de Tukey. Barras
verticales representan el Error Estandar.
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Figura 13. Eficiencia del uso del agua de la hoja (EUA). Mediciones de EUA de la hoja en pmol CO, mmol™ H,0, realizadas en Vitis
vinifera L. cv. Carménére a lo largo del dia (entre 9:00 h y 18:00 h) y a lo largo de la temporada (A-B: 9 DAP, C-D: 5 DDP, E-F:
20 DDP, G-H: 40 DDP, I-J: 55 DDP, K-L: 70 DDP) entre envero y cosecha, sobre 4 tratamientos de distintos niveles de estrés
hidricos por los lados este y oeste de la espaldera. T1: 1 mm ha™* h* (0), T2: 2 mm ha* h™ (), T3: 4 mm ha’ h™ (m), T4: 6 mm
hat h (#). Los asteriscos (*) indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) entre tratamientos, para una misma
fecha y hora, segun test de Tukey. Barras verticales representan el Error Estandar.
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Figura 14. Eficiencia del uso del agua integrada de la hoja (EUAd). Evolucién, en Vitis vinifera L. cv. Carménere, de la EUAd de la
hoja en umol CO, mmol™ H,O d?, a lo largo de la temporada, entre envero y cosecha, sobre 4 tratamientos de distintos niveles de
estrés hidricos por los lados este (A) y oeste (B) de la espaldera. T1: 1 mm ha™ h™ (o), T2: 2 mm ha’ h™* (¥), T3: 4 mm ha’ h'
(w), T4: 6 mm ha™ h™* (#). Los asteriscos (*) indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) entre tratamientos, para
una misma fecha y hora, segln test de Tukey. Barras verticales representan el Error Estandar.
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Parametros derivados de la fluorescencia de la clorofila

Rendimiento cuantico maximo del PSII (Fv/Fm): Por el lado este de la espaldera de las
plantas, la evolucion del rendimiento cuantico maximo a lo largo del dia, sigue un patron
similar entre los tratamientos, con valores mas altos hacia la tarde, sin diferencias
significativas entre ellos (Figura 15). Por el lado oeste de las plantas, a los 20 DDP se
observa una disminucion en el Fv/Fm del tratamiento T1, 0.78, siendo estadisticamente
diferente a T4. A los 40 y 70 DDP, los cuatro tratamientos presentaron valores inferiores a
0.8 durante todo el ciclo diario de medicién y s6lo T1 presento valores menores a 0.7. Las
principales diferencias significativas en estas Ultimas fechas de medicion se encontraron
entre los tratamientos T1y T3.

Rendimiento cuantico del PSII (@PSII): La dinamica del @PSII EI movimiento de la
curva a lo largo del dia, por cada lado de la espaldera tiene un comportamiento contrario al
del otro (Figura 16). Por la cara este, @PSII fue menor mientras estuvo expuesto a la luz
solar, es decir, en las horas de la mafiana, mientras que en las horas de la tarde, aument6 su
valor. Por el contrario, en el lado oeste, @PSII fue mas alto en la mafiana, pero cuando en la
tarde fue expuesto a una luz solar directa disminuyo su valor. Por el lado este de la
espaldera, en cada fecha de medicién y a la hora de mayor exposicion solar (11:00 h), el
tratamiento T4 presentd los valores mas altos, diferenciandose pincipalmente de los
tratamientos T1 y T2. Por el lado oeste de las plantas, a los 20 DDP y a las 13:00 h el T3
alcanzo el valor méas bajo diferencidndose del resto de los tratamientos. Luego, a los 55y 70
DDP, las principales diferencias en @PSII se encontraron entre los tratamientos T1y T4, a
lo largo del ciclo diario de mediciones.

Apagamiento fotoquimico (gP): Por el lado este de la espaldera, el valor de gP tiende a
decrecer hasta las 11:00 de la mafana para luego aumentar durante la tarde (Figura 17). El
tratamiento T4 se diferencid principalmente de T1 con valores mas altos a las 11:00 de la
mafana en todas las fechas de medicion. Por el lado oeste de la espaldera los valores son
altos durante la mafiana y decaen a las 15:00 h, presentando una recuperacion hacia las
17:00 h. Las principales diferencias significativas se observaron en este mismo intervalo de
tiempo, donde T1 alcanza los valores mas bajos respecto al resto de los tratamientos.

Apagamiento no fotoquimico (NPQ): Por la cara este, los valores més altos de NPQ se
registraron durante la mafana, para luego en la tarde descender hacia valores cercanos a
cero. Por el contrario, en la cara oeste, en la mafiana se observan valores muy bajos, incluso
cercanos a cero, y luego aumentaron en las horas de la tarde, paralelamente a una mayor
exposicion de luz solar directa. Las principales diferencias significativas por el lado este de
las plantas se observaron a las 11:00 h de la mafiana (40, 55 y 70 DDP) entre T1 y T4,
donde el primero alcanzo valores mas altos. Por el lado oeste, a los 20 DDP el T2 alcanzo
el valor mas alto, mientras que a los 55 DDP el mayor fue T1. En la ultima fecha de
medicion T4 alcanzo el valor més bajo diferenciandose del resto de los tratmientos.
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Concentracion de clorofilas foliares

La concentracion de clorofilas totales, a lo largo de la temporada, siguidé un patron similar
entre los tratamientos por ambos lados de la espaldera, alcanzando la mayor concentracion
a los 20 DDP. Posteriormente, la concentracion fue disminuyendo hasta los 70 DDP. Las
principales diferencias se encontraron entre los tratamientos T1y T4, donde T1 presento los
valores mas bajos, en ambos lados de la espaldera. Hacia el final de temporda, 70 DDP, se
observa que las plantas mas estresadas presentaron el menor contenido de clorofilas.

Rendimiento peso de poda

Posterior a la temporada de medicion, y en pleno invierno se realizé una poda del material
vegetal que crecio durante la temporada del ensayo en cada uno de los tratamientos (Figura
20). Las plantas mas estresadas, T1, presentaron un menor rendimiento de poda (270 g
planta’) y se diferenciaron significativamente de las plantas provenientes de los
tratamientos de menos estrés, T3y T4 (400 y 500 g planta™, respectivamente).
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Figura 15. Rendimiento cuantico maximo del PSII (Fv/Fm). Mediciones de Fv/Fm, realizadas en Vitis vinifera L. cv. Carménére a lo
largo del dia (entre 9:00 h y 18:00 h) y a lo largo de la temporada (A-B: 9DAP, C-D: 5 DDP, E-F: 20 DDP, G-H: 40 DDP, I-J: 70
DDP) entre envero y cosecha, sobre 4 tratamientos de distintos niveles de estrés hidricos por los lados este y oeste de la espaldera.
T1: 1 mmha* h? (0), T2: 2 mm ha® h* (), T3: 4 mm ha™ h* (m), T4: 6 mm ha™* h™* (#). Los asteriscos (*) indican diferencias
estadisticamente significativas (p<0,05) entre tratamientos, para una misma fecha y hora, segin test de Tukey. Barras verticales
representan el Error Estandar.
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Figura 16. Rendimiento operacional del PSII (@PSII). Mediciones de @PSII, realizadas en Vitis vinifera L. cv. Carménére a lo largo
del dia (entre 9:00 h y 18:00 h) y a lo largo de la temporada (A-B: 20 DDP, C-D: 40 DDP, E-F: 55 DDP, G-H: 70 DDP) entre
envero y cosecha, sobre 4 tratamientos de distintos niveles de estrés hidricos por los lados este y oeste de la espaldera. T1: 1 mm
ha' h* (o), T2: 2 mm hat h* (¥), T3: 4 mm ha™ h™ (m), T4: 6 mm ha™ h™ (s). Los asteriscos (*) indican diferencias
estadisticamente significativas (p<0,05) entre tratamientos, para una misma fecha y hora, segun test de Tukey. Barras verticales
representan el Error Estandar.
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Figura 17. Apagamiento fotoquimico (gP). Mediciones de qP, realizadas en Vitis vinifera L. cv. Carménére a lo largo del dia (entre
9:00 h y 18:00 h) y a lo largo de la temporada (A-B: 20 DDP, C-D: 40 DDP, E-F: 55 DDP, G-H: 70 DDP) entre envero y cosecha,
sobre 4 tratamientos de distintos niveles de estrés hidricos por los lados este y oeste de la espaldera. T1: 1 mm ha™ h (o), T2: 2
mm ha® h™ (v), T3: 4 mm ha* h? (m), T4: 6 mm ha™* h™* (#). Los asteriscos (*) indican diferencias estadisticamente significativas
(p<0,05) entre tratamientos, para una misma fecha y hora, segun test de Tukey. Barras verticales representan el Error Estandar.
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Figura 18. Apagamiento no fotoquimico (NPQ). Mediciones de NPQ, realizadas en Vitis vinifera L. cv. Carménere, a lo largo del dia

(entre 9:00 h y 18:00 h) y a lo largo de la temporada (A-B: 20 DDP, C-D: 40 DDP, E-F: 55 DDP, G-H: 70 DDP) entre envero y
cosecha, sobre 4 tratamientos de distintos niveles de estrés hidricos por los lados este y oeste de la espaldera. T1: 1 mm ha™ h
(o), T2: 2mm ha* h™ (V), T3: 4 mm ha™ h™* (m), T4: 6 mm ha™ h™ (#). Los asteriscos (*) indican diferencias estadisticamente
significativas (p<0,05) entre tratamientos, para una misma fecha y hora, segtin test de Tukey. Barras verticales representan el Error
Estandar.
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Figura 19. Contenido de clorofila total. Evolucién del contenido de clorofila total en pg cm™, en Vitis vinifera L. cv. Carménére, a lo
largo de la temporada, entre envero y cosecha, sobre 4 tratamientos de distintos niveles de estrés hidricos por los lados este (A) y
oeste (B) de la espaldera. T1: 1 mm ha™ h (o), T2: 2mmha™ h™* (¥), T3: 4 mm ha’ h™* (m), T4: 6 mm ha™* h* (#). Los asteriscos
(*) indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) entre tratamientos, para una misma fecha y hora, seglin test de
Tukey. Barras verticales representan el Error Estandar.
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Figura 20. Rendimiento peso de poda. Evaluacién, en Vitis vinifera L. cv. Carménére, del material vegetal podado en g planta™, al
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diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) entre tratamientos, para el mismo periodo, segin test de Tukey. Barras
verticales representan el Error Estandar.
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DISCUSION

En el presente estudio, las plantas han sido crecidas en condiciones tipicas de zonas
climéticas del tipo mediterraneo (Chaves et al., 2010). Particularmente en el periodo de este
estudio, se tratd de un verano sin precipitaciones, temperaturas medianamente bajas en la
mafiana y muy altas durante la tarde, radiacion solar de alta intensidad junto a dias
completamente despejados, y una humedad relativa ambiental baja en las horas de mayor
exposicion solar (Figura 4). La ausencia de lluvias permitio un ambiente propicio para
someter a las plantas a un déficit hidrico entre envero y cosecha. En la época de otofio, las
condiciones climaticas, si bien fueron menos adversas que en el verano, no hubo gran
variacion en la PAR ni en las temperaturas de la tarde. Por otro lado en las mafanas
aumentd la HR y las temperaturas fueron cada vez més bajas a medida que avanzé la
temporada (Figura 4). Sin embargo, y mas importante ain, la ausencia permanente de
precipitaciones en esta estacion no afecté los objetivos de la investigacion. Ahora bien,
dado que la conduccion de las hileras en el vifiedo era de orientacion norte-sur, y por lo
tanto su exposicion a la luz solar este-oeste, la maxima PAR se alcanzé a media mafiana por
el lado este, y a media tarde por el lado oeste, siendo momentos claves en los resultados de
determinados parametros.

Los distintos niveles de déficit hidricos entre envero y cosecha, se establecieron en base a
los ¥y de mediodia sugeridos por Van Leeuwen et al., (2009), y se observan en la figura 5.
Este autor propone que una planta de vid estd en una condicion de estrés hidrico bajo los -
0,9 MPa. Por otro lado, otros autores sostienen que la vid vinifera que se encuentra con el
100% de su demanda hidrica suplida, presenta un ¥x de mediodia entre los -0,4 y -0,8 MPa
(Ferreyra et al., 2003). Por lo tanto, valores inferiores a -0,8 MPa, estarian representando
una situacion de estrés hidrico en Vitis vinifera L.

Las diferencias entre los ¥x medidos al mediodia, si bien fueron relativamente similares,
resultaron en respuestas distintas en la fisiologia fotosintética y en la acumulaciéon de
biomasa entre tratamientos, tales como la conductancia estomaética (gs) y el rendimiento de
poda, respectivamente. Efectivamente, los tratamientos de menor déficit hidrico resultaron
en una mayor biomasa, distinto a lo que ocurrio a las plantas con una restriccion hidrica
mayor (Figura 11). Esto se condice con lo que establecen varios autores, los cuales sefialan
que los vifiedos sometidos a un déficit hidrico puede perjudicar en algin grado la
maquinaria fotosintética lo que podria conllevar a una inhibicién del crecimiento y una
menor productividad (Maroco et al., 2002; Escalona et al., 2003 Chaves et al., 2003; Costa
et al., 2007; dos Santos et al., 2007).

La asimilacion neta de CO, medida durante el dia (Figura 6), por el lado este de la
espaldera, fue afectada por el déficit hidrico desde mitad de temporada (40 DDP), mientras
que por el lado oeste apartir de los cinco dias después de pinta. Un comportamiento similar
al anterior se observa en la asimilacion neta diaria de CO; (Figura 7). Esta merma en la



54

asimilacion neta de CO,, fue debida a una disminucion en la conductancia estomaética en
respuesta al déficit hidrico (Figura 8). Varios autores coinciden en que la primera respuesta
que estaria limitando la capacidad de asimilacion de la maquinaria fotosintética frente a un
estrés hidrico es la disminucion de la conductancia estomatica debido a un proceso de cierre
gradual de los estomas, restringiendo el intercambio gaseoso entre la atmdsfera y la cavidad
subestomatica (Yardonov et al., 2000; Medrano et al 2002; Chaves et al., 2003; Chaves et
al., 2010; Cifre et al., 2005; Flexas et al., 2009). Al analizar el comportamiento de la gs,
ésta disminuye en ciertas horas del dia, indistintamente del déficit hidrico impuesto. Lo
anterior se debe a la exposicion que tienen las espalderas este y oeste de una misma hilera a
la luz solar, ya que la apertura y el cierre estomatico es en respuesta, entre otros, al estimulo
dado por dicha luz en condiciones con o sin estrés (Roelfsema y Hedrich, 2005). A lo largo
de la temporada, en las plantas con estrés hidrico permanente desde envero, la gs no se vio
afectada sino hasta mediados de ésta, respecto a las mas hidratadas. Flexas et al (2006)
sugiere que puede ocurrir una aclimatacion frente al estrés hidrico que se desarrolla
gradualmente en periodos que comprenden semanas 0 meses. Bajo esta situacion ocurren
cambios relacionados con la inhibicion del crecimiento y la osmoregulacion, elementos
claves en la mantencion del estado hidrico de la planta, y por lo tanto en la asimilacion de
carbono, bajo escases de agua (Chaves et al., 2010).

La disminucién de la gs por efecto del déficit hidrico, observada especialmente en las horas
de mayor exposicion solar, por ambos lados de la espaldera, ha sido ampliamente reportado
en muchos cultivares de vid (Chaves et al., 2010; Tomas et al., 2014), pero no en Vitis
vinifera L. cv. Carménére el cual, aparentemente, podria tener un comportamiento
estomatico méas bien cercanamente-isohidrica. Lo anterior va a depender de multiples
factorers como el portainjerto que utilicen, las condiciones ambientales a las cuales este
enfrentada, y a la intensidad y duracion del estrés hidrico a la cual se sometan (Medrano et
al., 2003; Chalmers, 2007; Poni et al., 2007; William and Baeza, 2007; Chaves et al., 2010;
Lovisolo et al., 2010; Hochberg et al., 2012; Pou et al., 2012). La vid seria la Unica especie
para la que se ha reportado una condicion tanto isohidrica como también anisohidrica
(Schultz, 2003) por lo que es importante poder identificar el comportamiento estomético de
la variedad de estudio para la viticultura nacional.

Al observar la correlacion entre Ay y gs (Figura 9), se ve que hay un incremento de la
asimilacién neta neta a medida que la conductancia estomatica aumenta, hasta un punto de
saturacion, el cual es menor bajo déficit hidrico por ambos lados de las espalderas de las
plantas. Por lo tanto, la Ay y la Ang fueron afectadas en primera instancia por el cierre
estomatica, inducido por un déficit hidrico, lo cual ha sido observado en otros estudios
(Flexas et al., 2002; de Souza et al., 2005b).

Por otro lado, el incremento gradual de CO, interno (Figura 12) en las cavidades
subestomatica a medida que avanzo la temporada, independiente del nivel de déficit hidrico
y, ademas, un mayor Ci al final del dia por parte de las plantas mas estresadas, responde a
lo que sugieren algunos autores respecto de que este pardmetro se incrementaria bajo un
estrés hidrico severo (Flexas et al., 2002; Medrano et al., 2002; Ghaderi et al., 2007; Dias
and Briiggemann, 2010; Wang et al., 2012). Eso si, estos mismos autores sugieren que este
fendmeno ocurre a una gs mucho mas baja de lo ocurrido en el presente estudio.
Independiente de esto, es importante destacar que la Ay no estaria siendo limitada por una
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falta de CO, ya que practicamente no hubo diferencias entre los tratamientos. Por lo tanto,
considerando todo lo anteriormente sefialado, es posible que la restriccion de la capacidad
fotosintética de las hojas, independiente del nivel del déficit hidrico aplicado, esté dada,
ademas, por una limitacion no estomética, como ha sido previamente discutido en otras
investigaciones, sin obviar la limitacion estomatico que es el primer factor influyente
(Flexas et al., 2002; Medrano et al., 2002; Cifre et al., 2005; Wang et al., 2012). Estas
limitaciones no estomaticas han sido atribuidas a la inhibicion de la actividad del PSIl o a la
disminucion de la eficiencia de carboxilacion, asociado a la inhibicion de la actividad de
varias enzimas en el ciclo de Calvin (Medrano et al., 2002; Chaves et al., 2003; Yu et al.,
2009). En Flexas et al. (2010) sugieren que ademas podria existir una limitacion de la
fijacién de CO; debido a una disminucion en la conductancia del mesofilo, asociado a un
colapso en una serie de procesos, inducidos por un déficit hidrico como se ha visto en otros
casos (de Souza et al., 2005b; Flexas et al., 2002,2009).

La transpiracion de la hoja diaria (Eg) durante la temporada (Figura 11), relacionada
directamente con la apertura y cierre estomatico (Poni et al., 2007), si bien es afecatada por
los diferentes déficit hidricos, cada tratamiento se mantiene estable hasta casi el final de la
temporada. Diversos estudios demuestran que al someter una planta de vid, asi como en
otras especies, a un estrés hidrico leve, o incluso moderado, se incrementa la EUA de la
hoja con respecto a una planta bien hidratada (de Souza et al., 2005a; Tomas et al., 2014).
Sin embargo, bajo una situacion de estrés hidrico severo la EUA de la hoja podria disminuir
drasticamente (Zsofi et al., 2008; Schultz and Stoll, 2010; Tomas et al., 2014). Segln
Medrano et al., (2002) quien caracterizo los distintos niveles de estrés hidrico en base a la
gs, entre los 50 y 150 mmol H,O m? s, dado que disminuye la Ay, se incrementa la EUA
en las hojas, pero en algunos cultivares podria ocurrir lo contrario y decaer. En este caso,
como la caida de la Ang, inducida por un deficit hidrico, fue mas abrupta que de la Eq
(Figura 11), resulté que la EUA a lo largo de la temporada fuera menor en las plantas con
mayor déficit hidrico (Figura 14).

Es importante considerar que debido a que este estudio fue realizado bajo condiciones de
campo, las plantas fueron sometidas de forma permanente a condiciones ambientales
estresantes ya sean leves o severas, tal como lo es una alta intensidad luminica (Palliotti et
al., 2009). La radiacion PAR en que la vid, en general, deja de promover su actividad
fotosintética neta, esta entre los 700 a 1200 umol fotones m™ s (Yu et al., 2009; Keller,
2010). Esto estd muy por debajo de lo que fue medido en pleno verano en el Valle del
Maipo, donde hubo registros por sobre los 2200 pmol fotones m?s™ en dias completamente
despejados, incluso en pleno otofio donde la méxima radiacion fue sobre los 2100 pmol
fotones m? s™. Considerando esto, se sabe que un exceso de alta energia de radiacion solar
puede generar un dafio en el aparato fotosintético y promover un proceso de fotoinhibicion
de la fotosintesis (Bertamini et al., 2004; Goh et al., 2012; Murata et al., 2007). Ahora bien,
se ha visto que en la vid una alta radiacion luminica puede mermar la actividad fotosintética
y la eficiencia maxima del PSIl en un alto porcentaje, sin embargo su tasa de
recuperabilidad puede llegar, incluso, a valores cercanos al de hojas que no fueron
fotoinhibidas (Bertamini and Nedunchezian, 2004; Bertamini et al., 2004; Bertamini et al.,
2007). Ahora si, ademas, se conjuga con otro factor estresante, como el déficit hidrico, esto
podria afectar el potencial de recuperabilidad del PSII (Medrano et al., 2003; Palliotti et al.,
2009).
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La fotoinhibicion de la capacidad fotosintética del cv. Carmenére, fue analizada frente a
distintos niveles de estrés hidrico, por medio de la recuperabilidad del rendimiento cuéntico
méaximo del PSII (Fv/Fm, Figura 15). Los resultados muestran una disminucion de éste
parametro en aquellas plantas bajo mayor restriccion hidrica, hacia finales de temporada y
por el lado oste de la espaldera, en las horas de mayor exposicion solar, pero con una
capacidad de recuperacion similar al de los demas déficit en la dltima medicion de la tarde.
Lo anterior se ha observado en otras investigaciones, donde si bien ha ocurrido algin grado
de fotoinhibicion (distinto en cada cultivar), el Fv/Fm presenta una recuperacion hacia
horas de la tarde (Cifre et al., 2005; Bertamini et al., 2007; Zulini et al., 2008; Flexas et al.,
2009; Guan et al., 2009; Hochberg et al., 2012; Palliotti et al., 2009; Islam and Bering,
2012; Wang et al., 2012). Esta fotoinhibicion corresponde a la de tipo dindmica, la cual ha
sido descrita como un proceso de regulacion de la captura luminica, y ocurre normalmente
en horas del medio dia, cuando las hojas estan expuestas a una gran cantidad de radiacion
solar, pero que luego de un periodo de relajacién el Fv/Fm logra su recuperacion (Hiner et
al., 2002).

El rendimiento cuantico operacional del PSII (@PSII), que indica la eficiencia con la que se
transfiere la energia que es absorbida y canalizada a procesos fotoquimicos a través del
PSII, resultdé disminuido en aquellas plantas bajo un mayor estrés hidrico, en horas de
mayor exposicion luminica (Figura 16). Resultados similares se han encontrado en otros
estudios, donde diferentes cultivares de vid, sometidos a diferentes niveles de déficit
hidrico, han presentado una disminucion del @PSII proporcional al grado de restriccion
hidrica (Marcoco et al., 2002; Guan et al., 2004; Guan et al., 2009). Segun Yu et al. (2009),
quien también observo una disminucion del @PSII en las horas de mayor exposicion solar,
menciona que este fendmeno ocurre por un aumento en la expresion de los mecanismos de
proteccién relacionados con la disipacion del exceso de energia aborbida. Este ultimo
corresponde a uno de varios mecanismos de fotoproteccion que mitigan el dafio
fotoinhitorio sobre el aparato fotosintético (Wada et al., 2003; Pastenes et al., 2005; Jiang
et al., 2006; Takahashi and Bagder, 2011). La liberacién del exceso de energia absorbida
disipada en forma de energia térmica, conocido como NPQ, depende principalmente del
ciclo de las xantofilas en las antenas colectoras o cosechadoras de luz (Misra et al., 2006;
Parida et al. 2007; Wang et al., 2009; Kuczynska et al., 2012). Los resultados de la
medicién del NPQ, muestra que por ambos lados de la espaldera, bajo una condicion de
mayor deficit hidrico, el NPQ fue mas alto, especialmente en las horas de mayor exposicion
solar. Por lo tanto, las planta del cv. Carmenére bajo una limitacion en la asimilacion neta
de CO,, presentan participacion del NPQ como mecanismo de fotoproteccion frente a un
proceso de fotoinhibicion. Esto también ha sido evaluado por Flexas et al. (2002), donde a
medida que incremento el estrés hidrico, aumento el NPQ.

El apagamiento fotoquimico (gP), definido como la proporcion de centros de reaccion del
PSII que se encuentran disponibles para transferir la energia de excitacion, fue menor en las
plantas con mayor restriccion hidrica en las horas de mayor exposicion solar, por ambos
lados de la espaldera (Figura 17). Dicho de otra forma, el @PSII en las plantas con un
mayor estrés hidrico estuvo limitado por una mayor proporcion de PSII con la forma
reducida de la quinona QA (QA-), lo que ocurrid en un bajo porcentaje a un nivel de estrés
hidrico menos intenso. Esto es sugerido por Maroco et al. (2002), quien plantea que una
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reduccion del @PSII en plantas inducidas a un déficit hidrico es asociada a una alta
reduccion del aceptor primario (QA-) de la cadena transportadora de electrones y ademas
una baja eficiencia de los centros de reaccion del PSII en estado abierto u oxidados.

La concentracion de clorofilas foliares (Figura 19), fué afectado negativamente por el estrés
hidrico, disminuyendo de manera similar a lo observado en otros estudios (Maroco et al.,
2002; Ghaderi et al., 2007; Martim et al., 2009; Bijanzadeh and Emam, 2010; Anjum et al.,
2011). La reduccion de las clorofilas bajo estrés hidrico resulta en una menor cantidad de
luz absorbida, disminuyendo la capacidad fotosintética (Flexas et al., 2004; Reddy et al.,
2004; Anjum et al., 2011). Sin embargo, pese a que se podria entender como una pérdida en
la posibilidad de captar luz, hay autores que proponen que esta regulacion de los pigmentos
fotosintéticos estaria relacionada con una aclimatacion de la planta para asi captar menor
energia luminica (Munné-Bosch y Alegre, 2003). Por su parte Paliotti et al. (2009), luego
de someter el cultivar Sangiovese a mudltiples estreses de verano y observar que su
contenido de clorofila total era menor, sugirié que esto le permitia a las hojas liberar una
excesiva energia de luz absorbida, lo que a su vez le ayudaba a evitar una fotoinhibicion
cronica. Por lo tanto, si bien no es un mecanismo de fotoproteccidn reconocido como tal, la
regulacion del contenido de clorofilas a nivel de la hoja podria ayudar a evitar un dafio
irreversible en los centros de reaccion del PSII.

Respecto al rendimiento de peso de poda (Figura 20), las plantas sometidas a tratamientos
de menor déficit hidrico fueron capaces de acumular mayor biomasa, a diferencia de
aquellas con una restriccién hidrica mayor. Esto se condice con lo que establecen varios
autores los cuales sefialan que los vifiedos sometidos a un déficit hidrico puede perjudicar
en algun grado la maquinaria fotosintética lo que podria conllevar a una inhibicién del
crecimiento y una menor productividad (Maroco et al., 2002; Escalona et al., 2003 Chaves
et al., 2003; Costa et al., 2007; dos Santos et al., 2007).

A pesar de que la especie Vitis vinifera L., ha sido ampliamente estudiada en muchos de sus
cultivares, la cepa Carménere es relativamente joven y hay muy poca evidencia cientifica
sobre ella. Ademas, en Chile tiene una alta importancia econémica, por lo tanto es nuestra
responsabilidad comprender la mayor cantidad de informacion fisiol6gica que esta pueda
entregar. Estudiar la variabilidad genética que tiene este cultivar y entender su capacidad de
respuesta estomatica frente a distintas situaciones experimentales, permitiria ubicarla como
una planta iso o anisohidrica. Este es un campo de investigacion significativo que se ha
hecho con muchos cultivares de importancia a nivel mundial (Chaves et al., 2010; Tomas et
al., 2014). Otro punto importante es comprender la sustentabilidad de la planta en el
tiempo, y como el déficit hidrico en distintos niveles afecta la capacidad fotosintética de
este cultivar, en dos o tres afios consecutivos.
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CONCLUSION

Los resultados obtenidos muestran que en Vitis vinifera L. cv. Carmenere, bajo una
condicion de déficit hidrico, la principal limitante a la asimilacion neta de CO, es la
conductancia estomatica y en menor grado un proceso de fotoinhibicién de tipo dindmica.

Una importante participacion del apagamiento no fotoquimico de la clorofila, NPQ, se
observO en los tratamientos de mayor restriccion hidrica, como mecanismo de
fotoproteccion. Este mecanismo estaria dentro de las principales formas de fotoproteccion
frente a un exceso de energia, mitigando el dafio de la fotoinhibicion.

El rendimiento cuantico operacional del PSIl y la proporciéon de centros de reaccion del
PSII disponibles para la transferencia de la energia absorbida por parte de los pigmentos
fotosintéticos fueron afectados negativamente. Junto a lo anterior, la concentracion de
clorofilas se afectd negativamente a medida que aumento la intensidad del déficit hidrico.
Esto puede ser considerado a su vez, como un mecanismo de proteccion, ya que restringe la
energia que realmente no es capaz de utilizar el aparato fotosintético.

El comportamiento que tuvo la conductancia estomatica, en Vitis vinifera L. cv Carménere,
frente a distintos niveles de déficit hidrico permite sugerir, segun este estudio en particular,
que su capacidad de respuesta puede estar mas acorde una planta cercanamente isohidrica.
Sin embargo se debe estudiar bajo distintos contextos de ensayo para tener una conclusion
mas exacta.

A partir de los resultados obtenidos, podemos concluir que Vitis vinifera L. cv Carménére,
presenta tolerancia a los distintos niveles de déficit hidricos, mediante el ajuste en su
contenido de clorofilas y mecanismos de fotoproteccion ligados a la disipacién del exceso
de energia, permitiendo amortiguar el dafio fotoinhibitorio.
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