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RESUMEN

En zonas aridas bajo riego, los vifiedos enfrentan condiciones de déficit hidrico y
salinidad. Como frecuentemente estos factores de estrés ocurren simultdneamente,
es dificil evaluar la gravedad relativa de cada uno de ellos. En la viticultura mundial
se encuentra difundido el uso de portainjertos debido a su tolerancia a factores
biéticos y abiodticos (e.g. sequia o exceso de sales). El objetivo del trabajo fue
evaluar el comportamiento de plantas de Vitis vinifera cv. Cabernet Sauvignon
injertadas sobre 101-14Mgt y 1103P en situaciones de estrés salino, comparandolo
con el de plantas sometidas a déficit hidrico equiparable en potencial hidrico foliar.
Para ello se realizdé un experimento en macetas con tres tratamientos: estrés salino
(Salino, 80 mM NacCl), estrés hidrico (EH; 0,4 fracciéon de agua edafica transpirable)
y testigo sin estrés (T). En la etapa final, ambos tratamientos de estrés
disminuyeron un 45% el potencial hidrico foliar mediodia (W vp) respecto al testigo,
presentando un valor de -1,3 MPa. Luego de 54 dias, Salino afect6 menos la
superficie foliar y la longitud de brotes que EH. Ambos tipos de estrés disminuyeron
un 52% la biomasa de la planta respecto al T, aunque la particion a los distintos
organos fue distinta. Salino acumulé mas biomasa en la parte aéreay EH en la raiz.
Salino provoc6 un mayor ajuste osmoético en las hojas que EH. Sélo EH redujo la
clorofila en hojas. Aunque la conductancia estomatica se redujo igual en ambos
tratamientos de estrés (-41% respecto del T), la fotosintesis neta presenté una
interaccion entre tipo de estrés y portainjerto. El portainjerto 1103P mostré mayor
poder de exclusion de Na* que 101-14Mgt (acumul6 21% menos en planta), pero no
presento diferencias en la entrada de CI'. A pesar de que el comportamiento de las
plantas fue similar para ambos portainjertos, la mayor exclusion de 1103P lo hace

mas propicio frente situaciones de salinidad.

PALABRAS CLAVE: salinidad, estrés abiético, tolerancia, 1103P, 101-14Mgt



ABSTRACT

Vineyards grown in arid regions often face water deficit and high salinity conditions.
As these two stress factors frequently occur together, it becomes complex to
differentiate their relative effects. In addition, rootstocks are considered valuable
tools for viticulturists worldwide, conferring tolerance to biotic and abiotic factors.
The objective of this research was to compare the behavior of Vitis vinifera cv.
Cabernet sauvignon plants, grafted onto 1103 P and 101-14Mgt, when subjected to
salinity and water deficit, under matched leaf water potential values. The experiment
was conducted in potted plants under three treatments: salinity (Salino, 80 mM
NacCl), water deficit (EH, 0.4 FTSW) and control under no stress (T). At the end of
the experiment, both stress treatments reduced their W yp 45%, compared to T,
achieving -1.3 MPa. After day 54, Salino had not affected leaf area and shoot
growth as much as EH. Both stresses reduced plant biomass 52% with respectto T,
but presenting a different partitioning index. Salino accumulated more canopy
biomass, while EH accumulated more root biomass. Only EH reduced leaf
chlorophyll, while Salino caused a higher osmotic adjustment than EH. Even though
stomatal conductance was reduced in both stress treatments (-41% compared to T),
net photosynthesis showed significant interaction between stress and rootstock.
1103P had higher sodium exclusion than 101-14Mgt, accumulating 21% less Na in
the plant. However, they did not show differences in Cl intake. Even though the
plant’s behavior was similar between rootstocks, the higher exclusion of 1103P

makes it more suitable for salinity stress conditions.

Keywords: salinity, water deficit, tolerance, 1103P, 101-14Mgt
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1.INTRODUCCION

Las plantas pueden soportar en forma temporal o permanente condiciones
ambientales que limitan su potencial de crecimiento, causando lo que se conoce
como estrés (Reigosa et al. 2004). El estrés puede reducir la tasa de alguno o
varios procesos fisiolégicos (e.g. absorcibn de agua y nutrientes, fotosintesis,
crecimiento) por debajo de la tasa maxima que la planta tendria en condiciones
adecuadas. Existen humerosos factores que limitan el crecimiento y desarrollo de
las plantas. Cuando el estrés es causado por factores ambientales y no por
organismos, se denomina abiético. Dentro de los factores abibticos de estrés se
encuentran aquellos producidos por temperaturas desfavorables, déficit o exceso
de agua, factores quimicos (iones toxicos, salinidad o deficiencias de nutrientes),

exceso o déficit de radiacion u otras agresiones como heridas o vientos.

La salinidad es uno de los tipos de estrés que mas dafio causa a los cultivos. Se
conoce por el término de salinidad a la concentracion de sales solubles en el agua
edéfica y en el suelo (Vallone & Nijensohn, 2002). Se estima que el 20% del area
irrigada mundial sufre este problema (FAO, 2008) y en algunos paises como
Argentina, los cultivos de zonas salinas disminuyen mas del 35% su productividad
(Lavado, 2008). En la region oeste de la Argentina los factores méas estresantes
para los cultivos son el déficit hidrico y la salinidad. Esto se debe a que dicha region
presenta un clima continental semiarido y arido (con una relacién entre precipitacion
media anual y evapotranspiracion potencial inferior a 0,65). En esta zona, los suelos
estan en riesgo de salinizarse ya que la evapotranspiracion supera al volumen de
agua incorporada al suelo, provocando la concentracién de las sales disueltas en la
solucion edafica. La provincia de Mendoza, ubicada en esta regidn, presenta la
mayor superficie regada del pais (Ortiz-Maldonado et al., 2005). En ella, la
agricultura es la mayor demandante del recurso hidrico, compitiendo con el
consumo humano, el industrial y el energético (Morabito et al. 2005). Estos autores,
también observaron que la superficie afectada por salinidad se incrementd un 59%
desde el afio 1973 al 2002, en suelos mendocinos del oasis norte (irrigados por el
rio Mendoza). Ademas, se cree que las condiciones de salinidad en areas bajo
riego se incrementaran aun mas como consecuencia del cambio climatico (IPCC,
2007). También se estima que la oferta de agua de riego seguira disminuyendo
debido a la creciente demanda para uso humano, agravando alin mas esta
situacion (Morabito et al., 2005). Ademas de la cantidad de agua también es

importante su calidad, la cual se mide en funciéon de su nivel salino (conductividad
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eléctrica, CE) y el contenido de iones tdxicos como Cl" o Na’. El uso de agua de
mala calidad para el riego de los cultivos y situaciones de mal drenaje son las
principales causas de salinidad en suelos agricolas mendocinos (Vallone &
Nijensohn, 2002).

El estrés salino y el hidrico provocan inicialmente respuestas semejantes, ya que
ambos reducen la incorporacion de agua a la planta; con la consiguiente
disminucion de su potencial hidrico, crecimiento, conductancia estomética y
fotosintesis (Tattersall et al., 2007; Meggio et al., 2014). No obstante la salinidad, a
diferencia del estrés hidrico, expone a las raices a altas concentraciones de sal, lo
cual puede producir toxicidad idnica (Munns & Tester, 2008). Existen trabajos en vid
que muestran gue el estrés hidrico afecta mas el crecimiento que el salino, aunque
ambos presentan semejanzas en la expresidn génica y sintesis de metabolitos
(Cramer et al.,, 2007; Vincent et al., 2007). Sin embargo, estos autores no
estudiaron otras respuestas fisiol6gicas (e.g. fotosintesis, transpiracion, reparto de
biomasa) a niveles equiparables de potencial agua. Estas respuestas podrian
dilucidar semejanzas y diferencias importantes entre estos factores de estrés. Por
otro lado, en estos trabajos tampoco evaluaron distintos portainjertos.

En la viticultura mundial, el uso de portainjertos surgié6 ante la necesidad de
contrarrestar situaciones de estrés biéticos como la filoxera. Luego, se observo que
algunos de estos portainjertos también presentaban tolerancia a otros patégenos
(e.g. nemétodes) y a condiciones de salinidad y déficit hidrico (Hardie, 2000). Si
bien en Argentina la implantacion de vifiedos injertados es reducida (90% se cultiva
a pie franco; INV, 2009), se considera que el uso de portainjertos es una de las
herramientas mas importantes para paliar las condiciones estresantes y permitir la

sustentabilidad de la vitivinicultura a través de los afos.

A nivel local, existen pocos trabajos publicados que hayan evaluado el
comportamiento de dos portainjertos de vid frente a salinidad y déficit hidrico.
Ademas, nunca se han comparado niveles semejantes de estos dos tipos de estrés.
Sumado a esto, aunque la bibliografia mundial identifica a algunos portainjertos
como mas tolerantes a sales o déficit hidrico, es importante evaluar localmente
combinaciones injerto-portainjerto de interés para nuestra region. La variabilidad de
los resultados en estudios previos y la escasa informacién local producen en los
viticultores un gran desconocimiento e incertidumbre sobre el tema. Esto conlleva a

errores en la eleccién adecuada de portainjertos para la implantacion de un vifiedo.
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Por esta razén, se propuso estudiar las respuestas fisiolégicas de dos portainjertos
(1203P y 101-14 Mgt) injertados con cv. Cabernet Sauvignon frente a condiciones
de salinidad, y comparar estas respuestas con plantas sometidas a un déficit hidrico
equivalente. Se eligié utilizar esta variedad, ya que es la tercera tinta de vinificar
mas cultivada en Mendoza, con el 11% de la superficie provincial (INV, 2009). La
eleccidén de estos portainjertos se debe a que son los mas vendidos en viveros de

nuestra zona (comunicacién personal de Viveros).

La tesis esta organizada en 6 capitulos. En el primero, se presenta el marco teérico
con dos temas: el estrés salino e hidrico en plantas con especial énfasis en vid y
portainjertos en la vid. Este capitulo termina exhibiendo los objetivos e hipétesis. En
el segundo capitulo se presenta el Ensayo 1, con metodologia y resultados. En el
tercer capitulo se presenta el Ensayo 2, con metodologia y resultados. En el cuarto
capitulo se muestra la discusion. El quinto y sexto capitulo exhiben las conclusiones

y bibliografia, respectivamente.
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1.1.El estrés salino e hidrico en las plantas

Estrés salino

Todos los suelos y aguas de riego contienen sales solubles; si éstas superan
determinadas concentraciones causan dafios a las plantas, englobandose este
fenbmeno en lo que se conoce como salinidad. La salinidad es frecuente en
muchos suelos de Mendoza como en los de otras zonas aridas. En esta region del
oeste de Argentina, la mayoria de los suelos derivan de la deposicién de materiales
de las rocas cordilleranas luego de ser transportados por agentes como el agua, el
viento, la gravedad, los glaciares y lagunas antiguas. En general estos suelos no
presentan diferenciacion genésica del perfil, debido a que la escasa precipitacion
inhibe los procesos edaficos de maduracién. En zonas de poco drenaje o cuencas
sin salida, se han desarrollado suelos de tipo salino-alcalino, los cuales presentan
problemas para su uso agricola. En los suelos mendocinos, en general, predomina
la presencia de calcareo y yeso (sales calcicas), excepto en algunas areas donde
son mayores las sales sédicas dando lugar a lo que se conoce como “salitre negro”.
Los suelos salinos de esta zona contienen principalmente sales como sulfatos y
cloruros de calcio, magnesio y sodio. Debido a que generalmente dominan los
sulfatos de calcio, los suelos que no presentan problemas de drenaje pueden
recuperarse para la agricultura mediante lavados. Se trata de suelos salinos
sédicos potencialmente no sodicos por la presencia de alto contenido de Ca*?
intercambiable (Vallone & Nijensohn, 2002).

La salinidad produce dafio en las plantas en funcion del genotipo, del tiempo de
exposicion a la condicién salina y del tipo de iones (Munns, 2002). La salinidad
produce una disminuciéon del potencial agua del suelo (Wseo) debido a la
disminucion del potencial osmatico (W), lo cual reduce el movimiento del agua a la
planta. Esta reduccion del W, estd expresada en la ecuacion de Van't Hoff

(ecuacion 1).
YW =cxRxT Q)
donde,

W.: potencial osmético (MPa)

c: concentracion de la solucion (moles de soluto por kg de H,0)
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RXT: constante 2,48 MPa mol™ (a 25° C)

Para medir la salinidad en la solucion del suelo o en el agua de riego, se utiliza el
contenido total de sales solubles (en ppm) 0 mas correctamente su conductividad
eléctrica (CE, dS m™ a 25° C). Un suelo es considerado salino cuando el extracto
de saturacién tiene una CE superior a 4 dS m™ con un porcentaje de sodio
intercambiable menor de 15 (Richards, 1974). A partir de la CE puede estimarse la
presion osmotica de la solucion del suelo salino mediante la relaciéon 0,36 x CE (dS
m™); es decir un suelo salino tendra presiones osméticas iguales o menores a 1,44
atmosferas. Para lograr CE de aproximadamente 4 dS m™ en una solucion de sal de

NacCl, se necesitan 40 milimoles de NaCl por litro.

La duracion del estrés salino es importante ya que existen dos fases de respuesta
en la planta (Munns, 1993; Munns, 2002; Figura 1). Inicialmente se reduce el
crecimiento de la planta debido a la menor absorcion de agua que provocan las
sales en el suelo. La menor absorcion de agua reduce el contenido hidrico en las
células, provocando una disminucién del volumen y la tasa de elongacion de las
mismas. Este efecto de la salinidad es conocido como efecto osmatico y esta fase
varia poco entre los distintos genotipos (Figura 1). Por este efecto se
desencadenan cambios hormonales como la sintesis de &cido abscisico (ABA) en
raices. Esta hormona al ser transportada al follaje contribuye con la aclimatacion a
condiciones de estrés (Upreti & Murti, 2010). Luego de un tiempo variable, en
funcion del genotipo (sensible o tolerante), se presenta una nueva fase de
reduccion del crecimiento. Esta ultima fase, llamada efecto toxico o idnico, se debe
a la excesiva acumulaciéon de sales en el citoplasma lo que interfiere con las
funciones celulares. El efecto toxico o idnico estd asociado con sintomas como
necrosis en hojas maduras, en la senescencia prematura; como también
alteraciones en la sintesis de proteinas y en la actividad enzimatica (Munns, 2002).
En especies tolerantes el efecto idnico interfiere en el crecimiento luego del efecto
osmotico y con menor intensidad que en especies sensibles (Munns & Tester,
2008).
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Figura 1: Fases de afectacion de la expansion foliar por salinidad (S, M, T son tres
genotipos con distinta tolerancia a iones téxicos, sensible, medio y tolerante;
Munns, 1993).

Las plantas transpiran un volumen de agua 30 a 70 veces superior al que retienen
en su organismo. El agua que transpiran es pura, por esto los solutos que ingresan
con el flujo transpiratorio se acumulan y concentran en las hojas. Debido a esto, la
lamina de la hoja es el sitio mas importante donde se produce el efecto toxico por
acumulacion de iones como Na“ o CI. El dafio por toxicidad depende de la
capacidad de la célula para transportar iones del citoplasma a la vacuola
(compartimentacion), también de la capacidad de limitar la entrada de iones téxicos

a la planta y del flujo transpiratorio (Salisbury & Ross, 2000).

La salinidad afecta la mayoria de los procesos fisiolégicos de las plantas como el
crecimiento, la fotosintesis, y el metabolismo proteico y energético (Chartzoulakis &
Klapaki, 2000; Flexas et al., 2004; Parida & Das, 2005; Stepien y Klbus, 2006; Babu
et al., 2012; Meggio et al., 2014). La fotosintesis se ve afectada debido a la
disminucién de la conductancia estomatica y por efectos bioquimicos que pueden
restringir las reacciones fotoquimicas (Delfine et al., 1999; Duarte et al., 2013).
También se ha verificado que muchas veces esta disminucién de la fotosintesis
esta asociada con un menor contenido de clorofila (Agastian et al., 2000; Parida et
al., 2002; Parida et al., 2004; Ojeda & Pire, 2011) o disminucién del contenido y
actividad de la Rubisco (Delfine et al., 1999). La alta salinidad en los tejidos también
provoca efectos como imbalance idnico, desorganizacion de membranas y
reduccion de la division y la expansion celular (Hasegawa et al., 2000; Munns,
2002). La concentracion de determinados iones en el suelo también interfiere el

ingreso de otros iones a la raiz. Por ejemplo los iones toxicos Na* y CI', compiten
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por el ingreso de otros nutrientes como K*, Ca*® , Mg y NO; (Hu & Shmidhalter,
2005).

Al igual que lo que ocurre con el estrés hidrico, cuando las plantas son sometidas a
estrés salino producen respuestas secundarias como el estrés oxidativo. Este
estrés, se produce en parte por el exceso de radiacion que no se utiliza en la
fijacion de carbono como consecuencia del cierre de estomas. La consecuencia
mas directa es la formacién de especies reactivas de oxigeno (ROS), que en
elevadas concentraciones pueden matar a las células por oxidaciébn de
componentes celulares como las membranas lipidicas, las proteinas o el DNA
(Davenport et al.,, 2003). Las ROS pueden afectar al metabolismo celular, como
también la membrana celular (Bartels & Sunkar, 2005). Esta pérdida de integridad
de la membrana producida por la peroxidaxion de sus lipidos es usada como un

indicador de este dafio (Alexieva et al., 2001; Berli et al. 2010).

Se ha observado que el estrés salino también puede afectar las caracteristicas
morfolégicas y anatomicas de las hojas como la densidad estomatica, el indice
estomatico y el grosor foliar (Parés et al., 2008; Quintana et al., 2012). También
algunos autores han visto como la salinidad afecta la multiplicacién celular y la
forma de las células epidérmicas (Céccoli et al., 2014).

El grado de tolerancia a la sal se evalta en funcion de la respuesta de la planta al
estrés. Maas & Hoffman (1977) definen a la tolerancia como la relacién entre la
variable respuesta en condiciones de salinidad versus la misma variable respuesta
en plantas sin estrés (testigo o control). Esta tolerancia también se puede estimar
midiendo el nivel maximo o umbral de sales que las plantas pueden soportar sin
dafios, y la pendiente con que pierden vigor o productividad a partir de ese umbral,
a medida que la salinidad aumenta (Prior et al., 1992; Zhang et al., 2002; Di Filippo
et al., 2012). La tolerancia de las plantas a las sales depende en gran medida del
genotipo. La vid, que es el cultivo frutal mas importante en la region oeste de
Argentina, es considerada moderadamente sensible a la salinidad (Maas &
Hoffman, 1977, Walker et al., 2002). Esto se debe a que comienza a disminuir su
produccion de frutos con conductividades eléctricas edéaficas superiores a 1,5 dS m’
!, Sin embargo la respuesta a la salinidad también depende de otros factores como
la variedad, el portainjerto, el agua disponible en el suelo y la temperatura
ambiental. Existen investigaciones previas en vid que reflejan diferencias en el

crecimiento de las plantas y acumulacion de iones en distintas variedades. Por
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ejemplo, Obbink & Alexander (1973) observaron que el grado de tolerancia era
mayor en Cabernet Sauvignon y en Syrah, que en Sultanina, Riesling, Palomino y
Doradillo. En otra experiencia donde se analizé el comportamiento frente a salinidad
en plantas de vid in vitro, se observo que variedades criollas como Cereza, Criolla
chica, Pedro Gimenez y Torrontés riojano eran mas tolerantes que otras europeas
como Malbec y Cabernet Sauvignon en términos de produccion de biomasa
(Cavagnaro et al., 2006). En otro trabajo realizado en macetas con genotipos de vid
sometidas a riegos con soluciones de NaCl, se observaron diferencias de tolerancia
entre variedades viniferas como también vides americanas (e.g. 101-14 Mgt mas
tolerante que 1103P) en términos de supervivencia (Martin & Vila, 2013). También
Mohammadkhani y otros (2014) observaron diferencias en la acumulacién de CI,
Na" y solutos compatibles en distintos genotipos de vid; en este caso la

acumulacién de iones téxicos en el sarmiento fue mayor en Syrah.

Las plantas pueden utilizar distintos mecanismos de tolerancia a la salinidad. Un
mecanismo es la capacidad de limitar la absorcion de iones toxicos desde la zona
de las raices denominado exclusion (Teakle & Tyerman, 2010). En un trabajo local
se observé el efecto de exclusion de Na* y CI por el portainjerto 1103P, injertado
con Malbec (Di Filippo et al., 2012); situacién ya evidenciada en varios portainjertos
de vid por otros autores (Walker et al., 2000; Walker et al., 2004; Tregeagle et al.,
2006; Tregeagle et al., 2010; Gong et al, 2011). Otro mecanismo es la
compartimentacion, por medio de la cual se transportan iones a la vacuola celular
para evitar dafios por su excesiva acumulacion en el citoplasma. De esta manera,
las plantas también pueden restringir el transporte de sales a las hojas, acumulando
iones toxicos en las vacuolas de las células mediante la compartimentacién en
6rganos (Parida & Das, 2005; Sivritepe et al., 2010; Upadhyay et al., 2012). Se ha
observado que los portainjertos de vid influyen en la capacidad para
compartimentar Na® en tallos y peciolos de hojas (Fisarakis et al., 2001). Otra
investigacion local verifico la importancia del transporte de Na* a la vacuola en la
resistencia a la salinidad (Venier, 2013). En dicho trabajo se observé que vides
transgénicas de Sultanina con genes que codifican para un antiporter Na*/H" eran
mas tolerantes que plantas no transformadas de Sultanina, Pedro Gimenez y Criolla
chica. El crecimiento también es un mecanismo por el cual la planta puede regular
la concentracion de sales en el tejido, ya que al haber mas células existen mas
vacuolas donde secuestrar iones toxicos (Volkmar et al., 1998). Esto se verifico en
algunos trabajos que muestran que el mayor vigor innato del genotipo actia como

un mecanismo de tolerancia (Walker et al., 2004; Vila et al., 2016).
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Otro mecanismo de tolerancia de las plantas es mantener el flujo de entrada de K".
El K" es un macronutriente esencial en la sintesis de proteinas y enzimas
glucoliticas, en la fotosintesis y en la expansion celular (Maathuis & Amtmann,
1999; Hu & Shmidhalter, 2005). Mantener niveles adecuados de K* en la planta
como también una alta relacion K'/Na* se relaciona con una mayor tolerancia a
salinidad en las plantas (Colmer et al., 1995; Hester et al., 2001; Parida & Das,
2005; Ashraf, 2006; Rodriguez-Navarro & Rubio, 2006; Hauser & Horie, 2010;
Upadhyay et al., 2012; Di Filippo et al., 2012).

Un eficiente sistema antioxidante también es un mecanismo de tolerancia a varios
tipos de estrés incluida la salinidad, debido a que reduce el dafio oxidativo
producido por las ROS. Este sistema antioxidante puede ser no enziméatico (e.g.
fenoles, ascoérbico, p-carotenos) o enzimatico (e.g. enzimas del ciclo agua-agua;
Davenport et al., 2003).

Por dltimo, otro mecanismo de tolerancia de las plantas al estrés salino, es la
disminucion del potencial osmaético (W) celular para equilibrar la disminucion del
potencial suelo (Ws.e0) causado por las sales y permitir el ingreso de agua a la
planta y el mantenimiento de la turgencia celular. La disminucion del W, se conoce
como ajuste osmotico e involucra la acumulacion de solutos osmoprotectores en el
citoplasma que disminuyen el W, y un aumento del movimiento de los iones téxicos
a la vacuola (Bohnert et al.,, 1995). Los solutos osmoprotectores son moléculas
organicas sintetizadas que se acumulan, pero su produccion tiene un costo
energético para la planta (e.g. glicerol, glucosa, sacarosa, manitol, aminoacidos,

prolina).

Debido a que los efectos de la salinidad dependen de las caracteristicas de los
suelos, para minimizar esta influencia muchas investigaciones se realizan con
plantas en macetas cultivadas en sustratos homogéneos y con riegos salinos
controlados. En estos casos es importante que los sustratos sean de granulometria
gruesa para permitir buena oxigenacion, y que las macetas sean profundas y de
color exterior blanco para asegurar un buen desarrollo radical y evitar el
calentamiento excesivo (Passsioura, 2006 y 2010). La condicion de aireacion del
suelo es fundamental, ya que la falta de oxigeno de las raices compromete el
recurso energético utilizado por los transportadores iénicos, lo cual es importante en

la tolerancia a la sal.
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En términos agricolas la variable que més interesa en plantas como la vid, para
medir el grado de tolerancia a las sales, es el rendimiento de fruta. Esta variable es
dificil de ser evaluada en plantas jévenes en macetas, por esta razon muchas veces
se utiliza el crecimiento vegetativo como variable indicadora de la tolerancia a
salinidad. Estas dos variables estan relacionadas, ya que ambas definen la
capacidad o crecimiento total anual de la planta (Keller, 2010). Plantas grandes de
mayor capacidad, pueden soportar mayor cantidad de racimos y mayor crecimiento

de sarmientos.

Ademas de los dafios que produce la alta salinidad, en la vid existe un problema
adicional como es la disminucion de la calidad del vino debido al aumento en el
contenido de CI. En Argentina el limite de CI" en los vinos es de 0,6 g L™ (Res
C.35/2000, Reglamentacion vigente INV), el cual coincide con el limite de otros
paises como Australia. Algunos autores han evidenciado que vinos Syrah
superaban estos limites en algunos sitios cuyos suelos presentaban CE de 2,1 dS
m* y 3,3 dS m™?, con vifiedos a pie franco o con portainjertos como K51-40.
Sumado a esto, también observaron que los vinos de esta variedad luego de la
fermentacion en tinto aumentaban los contenidos de CI', presentando una relacion
entre el CI del vino y de la uva de 1,7:1 (Walker et al., 2010). En ese mismo trabajo,
a diferencia de lo observado en Syrah, el Chardonnay, por vinificarse en blanco,
presentd una tasa de extraccion de CI distinta, existiendo una relacion 1:1 entre el
CI" del vino y el de la uva. Estos autores también evidenciaron una correlacion
positiva entre la concentracion de CI" en peciolos en floracién con la concentracion
en uvas a cosecha, no obstante la pendiente de la relacion dependia del sitio

analizado.

Estrés hidrico

Las plantas absorben agua del suelo y la pierden hacia la atmésfera a través de las
hojas, por transpiracion. La transpiracion es la responsable de crear un gradiente de
potencial hidrico entre la hoja y el suelo. Cuando la demanda transpiratoria supera
a la oferta de agua edéfica, la planta sufre estrés hidrico, el cual puede deberse a
un déficit hidrico edéafico o a un elevado déficit de presion de vapor de la atmésfera
(Vila, 2012).
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La disminucion del contenido de agua del suelo, reduce Wy 0. Para que ocurra la
absorcion de agua la planta debe presentar un potencial hidrico inferior al suelo. La
capacidad de la planta para disminuir su potencial hidrico es importante en su
adaptacion a la falta de agua. La falta de disponibilidad de agua provoca en la
planta una disminucion de la turgencia celular y el contenido relativo del agua
(CRA), pero el efecto mas notorio es la disminucién del potencial hidrico de la
planta (Schultz, 2003; Lovisolo et al., 2010; Chaves et al., 2010; Vila 2012; Meggio
et al., 2014). La disminucién de potencial en la raiz provoca sintesis de acido
abscisico (ABA), disminuye sintesis de citocininas y aumenta el pH xilematico (Stoll
et al., 2000; Linchtenthaler, 2003; Soar et al., 2006a). Estos eventos desencadenan
otros como la disminucién del crecimiento, del area foliar y de la fotosintesis de la
planta (Flexas et al., 2002 y 2004). Cuando disminuye el W, la succion o presion
negativa que absorbe agua a través de los vasos del xilema de la planta causa un
fendmeno denominado cavitacién o formacion de burbujas de aire en el xilema, el
cual interrumpe el flujo de agua y provoca una disminuciéon de la conductancia
hidraulica (ky). La disminucion del potencial hidrico foliar combinado con sefiales
guimicas (e.g. ABA) y fisicas (e.g. conductividad del xilema) provocan el cierre
estomatico (Lovisolo et al., 2002; Chaves et al., 2010).

La limitacion de la fotosintesis provocada por el déficit hidrico esta muy relacionada
al cierre estoméatico cuando este déficit es moderado; mientras que cuando es
severo, dominan limitaciones no estomaticas como reduccién de la actividad de
enzimas fotosintéticas o disminucién de la capacidad de carboxilacion (Lovisolo et
al., 2010). Cuando la planta es sometida a déficit hidrico, al igual que en otros tipos

de estrés, se producen otras respuestas secundarias como es el estrés oxidativo.

La vid es una planta tolerante a la sequia y se adapta bien al clima semiarido como
el de la zona Mediterrdnea (Chaves et al., 2010), no obstante su crecimiento y
produccién se reduce fuertemente con estrés hidrico (Vallone, 1998; Perez Pefia,
2000; Kaiser, 2003; Dayer, 2012; Serra et al., 2014). En la vid existen dos
mecanismos de resistencia al estrés hidrico. Por un lado, los mecanismos
evitadores que mantienen la hidratacion y la turgencia, y por el otro los mecanismos
de tolerancia que atendan el estrés; aunque estos no son excluyentes (Levitt,
1980). Los mecanismos evitadores intervienen en el sistema de trasporte del agua,
facilitando la adquisicién o limitando su pérdida. Un ejemplo de esto es el cierre
estomatico, considerado como uno de los principales mecanismos de la vid para

controlar la pérdida de agua (Lovisolo et al., 2002; Schultz, 2003; Chaves et al.
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2010). Otros mecanismos que limitan la pérdida de agua son la abscision de las
hojas, el engrosamiento de la cuticula, los cambios de orientacion de la lamina, la
reduccion del crecimiento del tallo y las hojas, del diametro de los vasos
conductores y de la conductividad hidraulica del xilema (Chaves et al. 2010;
Lovisolo et al.,, 2010). Otro mecanismo evitador es un mayor crecimiento de las
raices con respecto al crecimiento de la parte aérea (Wu & Cosgrove, 2000). En vid,
varios autores mostraron que el déficit hidrico aumenta la relacién entre la biomasa
de la raiz y la aérea (Alsina et al., 2011; Vila, 2012), como también provoca
profundizacion de las raices (Vila, 2012). Por otro lado, los mecanismos de
tolerancia son por lo general de tipo bioquimico y actdan a nivel celular; generando
una accién protectora sobre membranas y proteinas, reparadora del ADN vy
antioxidante. En este mecanismo intervienen proteinas y solutos compatibles que
protegen la fluidez citoplasmatica y la integridad de membranas. La acumulacion
activa de solutos inorganicos o solutos organicos sintetizados por la planta (ajuste
osmotico) permiten mantener la absorcion de agua y mantener la turgencia celular
(Patakas et al.,, 1999 y 2002). El ajuste osmético es un mecanismo evitador y
tolerante, ya que promueve el ingreso del agua y también protege a la planta de los
efectos dafinos del estrés mediante la sintesis de osmolitos protectores (Mundree
et al., 2002; Chaves et al., 2010).

Estrés hidrico vs salinidad

Las respuestas de las plantas como también algunos mecanismos de tolerancia
muchas veces son comunes en varios tipos de estrés (Salisbury & Ross, 2000).

Existen antecedentes que comparan el estrés salino respecto al estrés hidrico en
vid. Cramer et al. (2007) observaron que el déficit hidrico causaba en vid una mayor
inhibicion del crecimiento, y provocaba mayores diferencias en transcripcién génica
y metabolitos en los tejidos del brote que el estrés salino, en periodos cortos
(alrededor de dos semanas). En ambos tipos de estrés se expresaron genes
relacionados con la transcripcion, defensa celular y respuestas a condiciones
estresantes. El estrés hidrico respondi6 mas temprano con el incremento de
factores de transcripcion relacionados con la fotosintesis, la glicolisis y el
metabolismo osmoprotector. Ademas también presentdé mayor concentracion de
algunos metabolitos (e.g. acidos organicos, aminoacidos, azlcares, malato, prolina,
glucosa), muchos de cuales estan relacionados con el ajuste osmotico. Otros

investigadores (Vincent et al. 2007), también estudiaron el impacto del incremento
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del estrés salino e hidrico en el crecimiento y expresion proteica en variedades de
vid, y observaron que Chardonnay era relativamente mas resistente a ambos tipos
de estrés que Cabernet Sauvignon. El crecimiento del tallo mostré diferencias entre
variedades; Chardonnay disminuy6 el crecimiento con estrés hidrico pero no con
salinidad, mientras que en Cabernet Sauvignon el crecimiento se redujo en ambos

casos.
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1.2.Portainjertos de vid

La utilizacion de portainjertos de vid comenzd a fines del siglo XIX en Europa y
América del Norte, debido a la necesidad de utilizar genotipos resistentes a filoxera
(Dactylosphaera vitifoliae). En Argentina, la implantacion de vifiedos injertados es
reducida, ya que segun las estadisticas el 90% se cultiva a pie franco (INV, 2009).
Esto se debe a que hasta la actualidad, la plaga no causé dafios econdémicos
importantes. La seleccién y uso de portainjertos para brindar resistencia a filoxera
ha sido clave, a través de descendientes de vides americanas (como Vitis riparia,
Vitis rupestris y Vitis berlandieri) ya que Vitis vinifera es altamente sensible a
filoxera. Sélo Vitis rotundifolia es inmune a esta plaga pero tiene muy baja
compatibilidad en los injertos con Vitis vinifera, por esta razén se utilizan sus
hibridos con Vitis vinifera (e.g., VR-043-43 y VR-039-16) que si son compatibles.

Los progenitores de los portainjertos mas comunes en la viticultura actual se
muestran en la Figura 2.
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Figura 2. Esquema de progenitores de portainjertos usados en la viticultura
moderna (modificado de Keller, 2010).
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Los portainjertos también presentan diferente grado de tolerancia a otras plagas
como son los neméatodes de los géneros Melodogyne y Xiphinema (Meredith, 1982;
Edwards, 1989; Coiro et al., 1990; Walker, 1992; Harris, 1998; Oliver & Fuchs,
2011).

Los portainjertos de vid también son utilizados para modificar las caracteristicas de
las plantas como el vigor y la produccién (Tandonnet et al., 2005; Sampaio &
Vasconcelos, 2005; Walker & Clingeleffer, 2009; Di Filippo & Vila, 2011). En la
provincia de Mendoza, Di Filippo & Vila (2011) compararon el comportamiento de la
variedad Malbec injertada en 6 portainjertos bajo condiciones de campo; 1103
Paulsen (1103P) presenté mayores rendimientos que otros como 140 Ruggeri,
3309C, Cereza o pie franco de V. vinifera.

También, se sabe que los portainjertos influyen en el comportamiento de la planta
frente a condiciones de estrés abidtico. Las raices de la vid o portainjertos
influencian el crecimiento, el cierre estomatico, la fotosintesis, la entrada y
transporte del agua y la acumulacion de osmolitos (Padgett-Johnson et al., 2000 y
2003; Meggio et al., 2014; Serra et al.,, 2014). También es sabido que los

portainjertos pueden afectar la nutricion mineral de la planta (Ruhl, 1991).

Por esta razén, el comportamiento del portainjerto depende de las condiciones
especificas de cada lugar, debido a las propiedades del suelo, condiciones
climéticas, presencia de plagas y manejo del cultivo. Debido a esto, es importante
realizar las investigaciones sobre portainjertos con los criterios de seleccion

primordiales para la zona donde se utilizan.

Los portainjertos mas vendidos actualmente en la provincia de Mendoza en
variedades de vinificar son 1103P y 101-14Mgt (comunicacion personal, fuente
Viveros comerciales, 2014). Estos dos portainjertos presentan una elevada
resistencia a filoxera. El portainjerto 1103P fue obtenido a partir de una seleccion
realizada en lItalia del cruzamiento de V. berlandieri Resseguier 2 x V. rupestris du
Lot. También ha sido calificado en varios trabajos como un portainjerto que
transfiere al injerto un vigor medio a alto (Hidalgo, 1993; Hardie & Cirami, 2000;
Keller, 2010) y por su buena tolerancia a sequia (Keller, 2010). Por otro lado, el
portainjerto 101-14Mgt, creado por Millardet y De Grasset en Francia mediante el

cruzamiento de V. riparia Michaux y V. rupestris Scheele, es considerado como
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inductor de un vigor moderado al injerto y baja a moderada resistencia a sequia
(Keller, 2010; Alsina et al., 2011; Gambetta et al., 2012).

La posible disminucién en la provision de agua a los cultivos debido al cambio
climético y la disminucion en cantidad y calidad en algunos recursos hidricos
generan la necesidad de buscar portainjertos mas resistentes a sequia y salinidad.
Con este objetivo, muchos investigadores han evaluado los portainjertos frente a
déficit hidrico, algunas evaluaciones basadas en la respuesta del crecimiento
(McCarthy et al., 1997; Bauerle et al., 2008; Koundouras et al. 2008; Williams,
2010), otras en funcion de variables fisiolégicas como el intercambio gaseoso
(Carbonneau, 1985; lacono, 1998; Padgett-Johnson et al., 2003; Soar et al., 2006b),
estado hidrico de la planta (Ezzahouani y Williams 1995; lacono, 1998; Padgett-
Johnson et al., 2003; Deloire et al. 2004; Mattii et al., 2005; Williams, 2010) o el
contenido de clorofila (Pavlousek, 2011). El portainjerto 1103P, muy difundido en
Mendoza, se ha comportado como tolerante a condiciones de déficit hidrico en
varios trabajos (Carbonneau, 1985; Ezzahouani & Williams, 1995; Mattii et al., 2005;
Bauerle et al. 2008; Konduouras et al., 2008), pero no en otros. McCarthy y otros
(1997) compararon la produccién en plantas a campo de cv. Syrah injertadas sobre
varios portainjertos, con ausencia de riego y en suelo arenoso libre de filoxera y
nematodes. Se observé que el portainjerto Ramsey fue mas productivo, mientras
gue 1103P mostré menor produccion que las plantas a pie franco, siendo 110R el
de menor produccion. Otros investigadores evaluaron la resistencia a déficit hidrico
en vides americanas progenitoras de portainjertos, crecidas en condiciones a
campo con y sin irrigacion, en funcibn de su estado hidrico, conductancia
estomatica (gs), fotosintesis (A) y peso de poda (Padgett-Johnson et al., 2003). Las
6 especies americanas que se comportaron como mas tolerantes a la falta de agua
fueron V. californica, V. champinii (hibrido natural de V. candicans y V. rupestris), V.
doaniana (hibrido natural de V. candicans y V. longii), V. longii, V. girdiana y V.
arizonica. Las menos tolerantes fueron V. berlandieri, V. cinerea, V. lincecumii, V.
riparia y V. solonis. No obstante un mismo portainjerto ha sido clasificado con
diferentes grados de tolerancia, posiblemente por la ausencia de una metodologia
estandar que permita minimizar las diferencias producidas por caracteristicas
edéficas y climéaticas, como también por la duracién e intensidad del déficit hidrico
(Serra et al. 2014). Sumado a esto, se sabe que es dificil separar el efecto del
contenido hidrico de la planta de su vigor o expresion vegetativa, generando la
duda sobre si los portainjertos enanizantes con menor desarrollo de la parte aérea

son mejores o peores frente a un déficit hidrico (Jones, 2012). Sin embargo hay
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evidencias en manzano y vid en donde portainjertos que producen plantas mas
grandes con mas superficie foliar y mas consumo de agua se comportan mejor en
términos productivos frente a la falta de agua que las de menor vigor (Williams,
2010; Jones, 2012). También Bauerle et al. (2008) observé que plantas de Merlot
injertadas sobre 1103P tenian mas plasticidad en su crecimiento frente a
diferencias de humedad en el suelo, pero su tolerancia a la falta de agua medida a
través de la supervivencia de las raices fue similar a un portainjerto de menor vigor
como es el 101-14Mgt.

También existen antecedentes donde se presenta a los portainjertos con distintos
grados de tolerancia a la sal. Se sabe que los mecanismos relacionados en forma
directa con el funcionamiento de la raiz como la capacidad de exclusién o el vigor
conferido al crecimiento aéreo, tienen un rol clave en su comportamiento (Walker et
al., 2004). Ademas se ha observado que los portainjertos de vid también influyen en
la capacidad para compartimentar Na* en tallos y peciolos de hojas (Fisarakis et al.,
2001). Algunos estudios han evaluado el comportamiento de varios portainjertos
enraizados o combinaciones injerto-portainjerto frente a condiciones salinas; en
plantas de cultivos in vitro, macetas o en condiciones de campo. Dentro de las
investigaciones a campo Downton (1977) evalud la capacidad de excluir sales de
algunas especies de Vitis progenitoras de portainjertos en funcion de la cantidad de
cloruro acumulada en sus peciolos, siendo los portainjertos comerciales Rupestris
du Lot, Shwarzmann y 99R los que mas excluyeron. La clasificacion de las especies
progenitoras, ordenadas por su poder de exclusion (de mayor a menor) fue: V.
rupestris > V. berlandieri y V. riparia > V. candicans, V. champini y V. longii > V.

cinerea y V. cordifolia > V. vinifera.

Por otro lado, hay evidencias que muestran que algunos portainjertos tienen la
habilidad de restringir la entrada de CI" y el consecuente transporte a los sarmientos
por el xilema (Bernstein et al. 1969; Downton, 1977; Walker et al., 1997, Fisarakis et
al., 2001; Walker et al., 2002; Walker et al., 2004, Hepaksoy et al., 2006; Tregeagle
et al., 2010; Walker et al., 2010; Gong et al., 2011; Meggio et al., 2014; Vila et al.
2014). Vila et al. (2014) observaron que vides de cv. Malbec a pie franco e
injertadas sobre 1103P presentaron mayor tolerancia a sales que las injertadas
sobre cv. Cereza y 101-14Mgt, analizando variables como poder de exclusion,
superficie foliar y biomasa. Este mejor comportamiento de plantas injertadas sobre

1103P con respecto a 101-14Mgt coincide con lo expuesto por Keller (2010), el cual
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identifica a 1103P dentro del grupo de alta tolerancia a sales y a 101-14Mgt como

de tolerancia media (Tabla 1, extraido de Keller, 2010).

Tabla 1: Principales caracteristicas de los portainjertos mas usados en la viticultura
moderna (May, 1994 y Pongracz, 1983 en Keller, 2010). Escala: 1 baja, 2 pobre, 3
media, 4 altay 5 excelente.

Portainjerto Tolerancia Tolerancia Resistencia Resistencia Vigor
sequia salinidad filoxera nematodes injerto
Riparia Gloire 2 1 5 2 1
Rupestris St. George 2 1 4 2
Rupestris du Lot 3 1 3 4
420 A Mgt 2 4 2 2
5BB Kober 1 2 4 2 2
S04 1 1 4 2 3
5 C Teleki 1 2 4 4 4
161-49 Couderc 1 1 5 2 3
99 Richter 3 1 4 2 4
110 Richter 4 2 4 2 3
1103 Paulsen 3 4 4 2 3
140 Ruggeri 4 4 4 1 4
3309 Couderc 2 1 4 1 2
101-14 Mgt 2 3 4 2 3
Schwarzmann 2 3 4 3 3
Gravesac 3 4 1 2
1616 Couderc 3 3 3 1 2
Salt Creek o 2 4 2 4 4
Ramsey
Dogridge 2 4 2 4 4
Harmony 2 4 2 4 2
Freedom 2 4 2
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1.3. Objetivos e hipotesis

Bajo el marco tedrico descripto precedentemente se plantean los objetivos e
hipdtesis de esta tesis.

Objetivos generales

e Evaluar el comportamiento de plantas de Vitis vinifera cv. Cabernet Sauvignon
injertadas sobre 101-14Mgt y 1103P en situaciones de estrés salino, comparandolo

con el de plantas sometidas a déficit hidrico equiparable en potencial hidrico foliar.

Objetivos especificos

e Evaluar el grado de afectacion de las variables vegetativas y fisiolégicas del

déficit hidrico y salino con respecto al testigo.

e Evaluar y comparar respuestas que implican dafios fisiologicos de estrés salino e
hidrico en ambos portainjertos estudiados; relacionandolos con los contenidos de

iones toxicos y con el nivel de restriccion hidrica.

e Examinar y comparar crecimiento, vigor y contenido i6nico en los distintos
organos en plantas injertadas sobre 1103P vs 101-14Mgt, sometidas a ambos tipos

de estrés

Hipotesis

H1: En plantas de vid injertadas de Cabernet Sauvignon, el estrés salino produce
dafios fisiolégicos distintos que el hidrico, considerando niveles de estrés similares.
En la salinidad predominan el dafio de membranas y la pérdida de clorofila
asociados a necrosis marginal en las hojas, mientras que en el déficit hidrico

prevalece la disminucion del crecimiento vegetativo.
H2: En plantas de vid injertadas de Cabernet Sauvignon, el estrés salino provoca un

mayor ajuste osmoético que el estrés hidrico, considerando niveles de estrés

similares.
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H3: Los portainjertos 1103P y 101-14Mgt presentan distintoS mecanismos de
tolerancia a déficit hidrico y salinidad. El portainjerto 1103P confiere mayor
tolerancia a salinidad y déficit hidrico que el 101-14 Mgt, debido a su mayor poder

de exclusion y vigor conferido.
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2.ENSAYO 1

2.1.Materiales y metodos

El objetivo del ensayo fue fijar un valor de humedad de suelo que equipare el nivel
de potencial agua en plantas bajo déficit hidrico con las tratadas con sal. Para esto,
en plantas Malbec cultivadas en macetas se aplicaron dos tratamientos, uno de
déficit hidrico (DH) y otro de salinidad (Salino), con tres repeticiones cada uno. Las
macetas utilizadas fueron de 20 cm de diametro por 60 cm de alto (con 12 L de
capacidad) y el sustrato fue arena fina. Las plantas se encontraban en su segundo
aflo de vegetacion después de su enraizamiento a partir de estacas lefiosas, y
contaban con un brote Unico de entre 60 y 70 cm (aproximadamente 10 hojas
desarrolladas).

Al iniciar el ensayo todas las plantas estaban con el suelo a capacidad de campo,
definida como la humedad del sustrato luego del drenaje del agua en saturacion en
las macetas. Al tratamiento de DH se le suspendio el riego y se dejo que las plantas
desecaran el suelo durante 22 dias. En el tratamiento salino, las plantas se
mantuvieron a capacidad de campo y se regaron con soluciones de salinidad
creciente, partiendo del agua del rio Mendoza (2 mM NaCl) y llegando hasta los 100
mM de Nacl (i.e., diluyendo NacCl en la misma agua del rio). Esta transicion duré 15
dias (cada dos o tres dias se aumenté 10 mM el NaCl) y luego se mantuvieron las

plantas a 100 mM NaCl durante cinco dias mas.

Una vez iniciado el experimento, se realizaron medidas de potencial tallo (W, x) y de
potencial osmético del xilema (W x), cada dos o tres dias. A partir de estas
medidas se calculé el potencial hidrico del xilema (W), considerando que se
componia de la suma de los W, y W,. Se tuvo esta precaucion ya que se pensaba
qgue el tratamiento salino podia afectar la concentracion de la savia xilematica,
produciendo una disminucion del W.. En plantas con DH también se registré la
humedad del suelo (8) utilizando sensores de capacitancia (ECH20 EC-5, Decagon
Devices, USA). Con los valores de humedad de suelo que igual6 el potencial hidrico
de plantas sometidas al tratamiento salino de interés, se calcul6 la fracciéon de agua

edéfica transpirable (FAET, ecuacion 2).

FAET = 24~ fmin) )

(Bee—Bmin)
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donde,
0. es la humedad del suelo en la cual se igualé el potencial con el
tratamiento salino (17,8% en vol).
Bmin: €S la humedad minima del suelo cuando la planta no puede extraer
mas agua (7,5% en vol).
B.. es la humedad a capacidad de campo definida luego del drenaje del

agua en saturacion en las macetas al inicio del ensayo (31% en vol).

Para medir el ¥, x se seleccion6 una hoja completamente desarrollada del tercio
superior del brote, la cual se embolsé y envolvié con papel aluminio, dos horas
antes del mediodia. Cumplido este lapso se corto el peciolo y se midié rapidamente
el W, x utilizando una camara de presion (4P, Biocontrol, Buenos Aires, Argentina).

Para medir el W, xi luego de hacer la medicion de W, x con la camara de presion, se
recolectd el liquido que salia a través del corte transversal del peciolo de la hoja,
utilizando un capilar de vidrio. El W, de esta savia fue medido luego con un

osmometro (Vapro, Wescor, USA).

2.2 Resultados

Se observé que en el tratamiento salino el W, x solo participaba en un 1,5% del Wy;.
Esto indica que en este ensayo aunque regamos con una solucién salina de 100
mM NacCl, el W, x no presentd valores de magnitud elevada como para realizar su
medicion junto con la medicion del Wy;. Por otro lado, se observé que hasta que la
concentracion de NaCl en la solucién edafica no superd los 60 mM (en el dia 15) el
Yy no se vio afectado manteniéndose alrededor de -0,6 MPa (Figura 3). Luego el
Y, disminuyd, alcanzando los -0,75 MPa a 80 mM NacCl y los -0,97 MPa a 100 mM
NacCl.
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Figura 3: Evolucion del potencial hidrico de xilema (Wy) y la concentracién de NacCl
del agua, correspondientes a plantas sometidas a riego con soluciones de
concentraciones crecientes de NaCl (las plantas se mantenian en capacidad de
campo). Valores promedios * error estandar, n=3.

En el tratamiento de DH se observé que tanto 6 como Wy; disminuyeron durante el

secado del suelo (Figura 4). La 6 disminuyd lentamente en los primeros 5 dias

(pasando de 31% a 27% en vol). Luego bajé de manera abrupta hasta el dia 10

(llegando al 12%). Al final se mantuvo mas o menos constante, alcanzando un valor

de 7,5% el dia 22. El Wy, también presentd una caida inicial suave hasta el dia 8

(legando a -0,8 MPa), luego descendié fuertemente hasta el dia 15 alcanzando

valores de -1,4 MPa y a partir de ahi present6 valores entre -1,2 y -1,37 MPa.
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Figura 4: Evolucion de humedad de suelo () y potencial xilema (Wx) en plantas
sometidas a DH desde dia el dia 1 hasta el dia 22. Valores promedios * error
estandar, n=3.

Con esta curva de desecamiento y las mediciones de Wy de estas plantas pudo
determinarse el valor de 8 minima a partir del cual la planta no podia extraer mas
agua (7,5%). También se pudo determinar que el valor de 6 para generar un Wy
semejante al tratamiento salino de 80 mM NacCl (i.e., -0,75 MPa) era de 17,8%, el
cual se correspondié a una . Este valor de 6 se correspondié a una fraccion de agua

edéfica transpirable de 0,4 (FAET, ecuacion 2).
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3.ENSAYO 2

3.1.Materiales y métodos

En el ensayo 2 se compararon vides de la variedad Cabernet Sauvignon sobre dos
portainjertos sometidas a estrés hidrico y salino, junto con un testigo sin estrés.
Durante la temporada 2012-2013 se realizé un experimento factorial con plantas en
macetas de 20 cm de diametro por 60 cm de alto (con 12 L de capacidad) de dos
afios de cv. Cabernet Sauvignon (clon 338). El primer factor fue el portainjerto, se
estudiaron dos pies: 1103P (V. berlandieri Resseguier 2 x V. rupestris du Lot) y 101-
14Mgt (V. riparia Michaux y V. rupestris Scheele); mientras que el segundo factor

fue el tipo de estrés, para el cual se evaluaron tres tratamientos:

¢ Riego salino (Salino): las plantas se regaron con una solucion de 80 mM NaCl y
se mantuvieron a capacidad de campo (i.e., FAET=1).

e Déficit hidrico (DH): las plantas se mantuvieron a una FAET de 0,4, regandolas

con agua sin agregado de NacCl.

e Testigo (T): sin agregado de NaCly FAET=1.

Al inicio del ensayo (3/12/12) todas las plantas se regaron a saturacion y se dejaron
drenar hasta alcanzar la capacidad de campo. Luego de dos dias se inicid el
tratamiento salino. Las plantas testigos y las sometidas a salinidad se regaron
automaticamente (14 L por dia por planta, distribuidos en 8 riegos) con un sistema
de riego que recirculaba el agua de drenaje de las macetas en un circuito cerrado
(Figura 5). El objetivo fue mantener a las mismas siempre a capacidad de campo
(Cc) evitando cualquier nivel de estrés hidrico. De esta manera también se evit6 la
acumulacién de sales en la zona de las raices (verificado por los valores de CE del
agua de drenaje de las macetas). Se instalaron sensores de humedad de suelo
ECH20 EC-5 para verificar que el sustrato se mantuviese en la FAET necesaria.
Los sensores se instalaron solamente en las macetas de los tratamientos testigo y

estrés hidrico, ya que la sal alteraba el funcionamiento de los sensores.
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Figura 5: Sistema de riego y drenaje continuo utilizado para los tratamientos de
riego salino y testigo en vides cv. Cabernet Sauvignon sobre portainjertos 1103P y
101-14 Mgt.

Para aclimatar las plantas al tratamiento salino, se realiz6 una salinizacién gradual
del agua de riego, aumentando cada semana 25 mM NaCl. Luego de dos semanas
de aclimatacién se llegé a una concentracion de 80 mM NacCl, manteniéndose en
esta condicion durante 40 dias.

En 4 dias se logré la desecaciéon del suelo de FAET 1 a 0,4 en el tratamiento DH y

se mantuvo en esas condiciones durante 50 dias.

En el tratamiento de DH, el monitoreo de la humedad del sustrato se realiz6 dia por
medio con sensores colocados en cada maceta, y el agua perdida se repuso con la
misma frecuencia. Luego de unos dias, la frecuencia de riego paso a ser diaria para
evitar grandes variaciones con respecto al umbral. Para reponer la cantidad de
agua en cada maceta y mantener la humedad del suelo en el umbral definido
(FAET= 0,4), primero se calculd la 684 (ecuacion 3), obtenida al despejar este valor
de la ecuacion 2.

Bps = [Emin + (014 Pt (Ecc—ﬂmin}ﬂ 3)

donde,
B0,4: humedad necesaria para mantener la FAET en 0,4.
Bmin: humedad minima de suelo, cuando la planta no puede extraer mas

agua, definida en ensayo 1 (7,5% en vol).
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B..: humedad de suelo a capacidad de campo, luego del drenaje del agua de

saturacion (31% en vol).

Teniendo en cuenta que los valores de humedad registrados por el sensor en m®de
agua por m* de suelo, son equivalentes al mismo valor en g cm®, se calcul6 la
humedad del suelo (g agua en 1 g de suelo) al dividir la lectura del sensor por la
densidad aparente del suelo (DAP) de cada maceta (g cm™). La cantidad de agua
por gramo de suelo necesaria a reponer en cada maceta se obtuvo por la diferencia
entre el valor calculado de 6,4 menos la humedad de la maceta en cada medicion.
Por ultimo al multiplicar esta diferencia por el peso total de suelo seco en cada
maceta se obtuvieron los gramos de agua diarios necesarios a reponer cada dia.

Este ensayo se realizdé con plantas que se habian obtenido por injerto omega en
taller un afio antes. Al inicio del ensayo las vides se plantaron en macetas
cilindricas de 20 cm de diametro por 60 cm de alto, con arena fina como sustrato.
La arena utilizada en el relleno de las macetas tenia una conductividad eléctrica
(CE) y un contenido i6nico bajo (CE= 0,9 dS m™, Tabla 2). Las plantas fueron
desbrotadas al inicio del crecimiento vegetativo de ese afio para que presentaran
un brote Unico, el cual tenia una longitud aproximada de 100 cm al inicio del

experimento.

Tabla 2: Analisis del sustrato utilizado en las macetas (arena)

Conductividad  Ca™ Mq“ Na’ cr RAS pH pasta
eléctrica (me L™ (me L™ (melL™ saturada
(CE,dSm™)
0,9 15 1,4 5 0,51 7,35

La solucién de riego fue renovada semanalmente. El agua utilizada presentaba una
CE de 1,01 dS m™, y una predominancia de Ca*? y SO,? en su composicion iénica
(Tabla 3). Todos los tratamientos fueron regados con una solucién nutritiva
preparada con el fertilizante para riego por goteo KSCII (86,25 N; 7,5 P; 15 K; 45 S;
0,38 Fe; 0,37 Zny 0,19 Mn; en mg L™).
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Tabla 3: Valores analiticos del agua utilizada para el riego del ensayo, antes de la

adicion de fertilizante

Variable analizada Valor

CE 1,01dSm™
pH 7,58

RAS 1,53
Cationes

Calcio 6,10 me L™
Magnesio 1,80 me L™
Sodio 3,04 me L
Potasio 0,07 me L™
Aniones

Carbonatos 0,00 me L™
Bicarbonatos 2,30 me L™
Cloruros 2,50 melL*
Sulfatos 6,19 me L™

El agua del SAL fue de 80 mM CINa, con una CE de 8,5 dS m™, mientras que el Ty
el DH se mantuvieron en 1,5 dS m™ (por adicién del fertilizante, Tabla 4). Estas
soluciones de riego como también los drenajes fueron monitoreados cada dos o
tres dias para verificar que no existiera concentracién o acumulacién de sales en
los sustratos. No obstante aunque las CE se mantuvieran, estas soluciones se

renovaron todas las semanas.

Debido a que el agua de riego tenia una concentracion de Ca*? relativamente alta,
no fue necesario adicionar este ion en el tratamiento salino para que se mantuviera

una relacion adecuada entre Na* y Ca*? (Cramer, 2002).

Tabla 4: Conductividades eléctricas del agua de riego en cada tratamiento
(testigo,T; estrés hidrico, DH y riego salino, Salino)

Tratamiento CE del agua de riego
(dSm™)

T 15

DH 15

Salino 8,5

El ensayo se instal6 en un invernaculo, ubicado en la Estacion Agropecuaria del
INTA Mendoza, Lujan de Cuyo (33°S, 68°0; 924 msnm). Dentro del invernéculo la
temperatura media diaria fue de 26,6° C, la humedad relativa media diaria se

mantuvo en 40% y el flujo de fotones fotosintéticamente activos maximos (FFFA)

fue de 1300 pmol m s (40% menos que el exterior).
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Variables medidas

= Para evaluar respuestas vegetativas y morfolégicas

Longitud de brotes: Se midi6 la longitud del brote principal y los brotes
secundarios (feminelas) previo a la aplicacién de los tratamientos, a los 30 dias y al

finalizar el ensayo.

Superficie foliar: el &rea foliar inicial se calculé a partir de la medicién del largo (L)
y ancho (A) de todas las hojas de la planta (en forma no destructiva) como SF
(cm?) = 0,6252*(LxA)+0.9972 (R% 0,99; p<0,0001]. Para esto se realiz6 en una
etapa previa una regresion entre el LxA y la superficie foliar obtenida por un
escaner oOptico (Epson Stylus CX5900, Buenos Aires, Argentina) en 74 hojas
correspondientes a otro lote de plantas de Cabernet Sauvignon (Sepulveda &
Kliewer, 1983). La superficie de cada hoja escaneada se estimé utilizando el
software Leaf Area Measurement v 3.1(©2003 The University of Sheffield. A.P.
Askew, junio 2003; http://www.shef.ac.uk/nuocpe/).

Durante el transcurso del ensayo se estimo el area foliar a partir de otra regresion
qgue relacionaba esta superficie con la longitud total de los tallos (principal mas
feminelas, LB); SF (cm?)=23.812xLB — 350.89; R?* 0,88 y p< 0,0001. Esta relacion
se obtuvo previamente en brotes de la variedad analizada a través de la medicion
de la longitud de sus brotes y el area foliar total mediante su relacion con el largo y

ancho de cada hoja.

Por dltimo, al finalizar el ensayo se estimé la superficie foliar final a través de la
relacién obtenida entre el peso fresco de las hojas (P; g) y el area foliar escaneada
de las mismas (cm?). Para esto se tomaron 36 muestras de 5 hojas cada una, se
pesaron inmediatamente después de ser separadas del brote y se escanearon
para obtener su superficie. Esta regresion fue: SF (cm?= 41,563xP + 83,212;
R%0,92; p< 0,0001.

Peso fresco y peso seco o biomasa de hojas, tallo y raiz: una vez terminado el
ensayo, se separaron los tallos, las hojas (jévenes y adultas) y las raices. Las
raices fueron sacadas de las macetas, separadas del sustrato y lavadas
rapidamente con agua. Se determind el peso fresco y seco a estufa (con aire

forzado a 65° C hasta peso constante) de cada una de las partes. A partir de estos
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pesos, se calculd el contenido de agua por unidad de materia seca por hoja y por
planta, la suculencia de la hoja (contenido de agua por m?) y los gramos de materia
seca por unidad de superficie foliar variable también denominada masa por area de
la hoja.

Profundidad maxima de raices: una vez terminado el ensayo, se separaron las

raices del sustrato y se midié la longitud méaxima de ellas con cinta métrica.

Recuento de células epidérmicas y estomas: al final del ensayo se realizaron
imprimaciones de la epidermis adaxial y abaxial de hojas crecidas en condiciones
de estrés, utilizando un esmalte de acetato de celulosa. Estas imprimaciones
fueron fotografiadas con un microscopio 6ptico Olympus CX21FS1 (Tokyo, Japon).
Por dltimo, para contar células epidérmicas y estomas, se analizaron las
microfotografias con un programa de analisis de imagenes ImageJ versién 1.48v
(Wayne Rasband, National Institutes of Health USA,
http://rsbweb.nih.gov/ij/download.html). Se analizaron tres campos del microscopio

con un area conocida en las dos caras de la hoja. Mediante estos datos se calculé
el area media de las células epidérmicas en ambas caras. Ademas con los
recuentos en la cara abaxial se calculé la densidad de células epidérmicas
(N°cel/mm?), la densidad de estomas (N°estomas/mm?) y el indice estomatico
(N°estomas/N°células epidérmicas totales).

A partir del tamafio de las células de la cara adaxial y la superficie foliar de cada
planta, se calcul6 el niumero tedrico de células epidérmicas totales como un

indicador de la multiplicacion celular de la planta.

= Para evaluar intercambio gaseoso, relaciones hidricas, clorofila y particiéon de

iones

Intercambio gaseoso en hojas (fotosintesis, conductancia estomética y
transpiracién): el intercambio neto de CO, y H,O se midi6 en una hoja
desarrollada y expuesta a la luz, ubicada en la parte media del brote, en dos
momentos durante el ensayo. Se evalud fotosintesis neta (A), transpiracion (E) y
conductancia estomatica (gs), mediante un analizador de gases por infra-rojo de
circuito abierto (CIRAS-2, PP Systems, Hertfordshire, R.U.), con una cubeta
universal de hoja, con un area de 2,5 cm? [PLC6 (U), CRS121, PPSystems,

Hertfordshire, R.U.]. Las mediciones se realizaron durante dias soleados desde las
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10.00 a 11.00 h. Luego con los datos de area foliar se calculé el valor de

fotosintesis de la planta entera.

Potencial hidrico foliar: para evaluar el estado hidrico se realizaron mediciones
semanales del potencial hidrico foliar a mediodia (W vp) utilizando una camara de
presion (4P, Biocontrol, Buenos Aires, Argentina). Estas mediciones se realizaron
entre las 12.00 y 12.40 h en plantas destinadas para su monitoreo (12 plantas
adicionales), siguiendo el mismo protocolo descripto con anterioridad. Para esto se
seleccion6 una hoja desarrollada, la cual se colocé dentro de una bolsa de
polietileno para evitar la transpiracion, luego se corté el peciolo y se midid

rapidamente.

Potencial osmético en hoja: al final del ensayo se sac6é de cada unidad
experimental una hoja seleccionada entre las desarrolladas luego de la aplicacién
de los tratamientos. Las hojas se congelaron con nitrégeno liquido para destruir las
células y poder extraer un extracto de los tejidos al presionarlos dentro de una
jeringa. La osmolalidad se midi6 con un osmémetro Vapro (Wescor, USA) y se
calcul6 el potencial osmético de la hoja (W ) utilizando la formula W, . (MPa) = -
concentracion de solutos (mosmol kg™) x 2,58 x 10®, de acuerdo a la ecuacion de
Van’t Hoff (Silveira et al. 2009).

Integridad de membranas: al finalizar el ensayo, se determind el indice de
integridad de membranas (IM) en muestras de hojas basales, tallos y raices de la
planta. Para esto, se colocaron muestras de tejido con agua destilada en tubos tipo
Falcon cerrados herméticamente, en un agitador orbital durante 24 h.
Posteriormente, se midi6é la conductividad eléctrica de este liquido (CE;) con un
conductimetro (HI 9033 Multi Range Conductivity Meter; Hanna instruments, USA).
Luego se llevo a autoclave a 120° C por 20 minutos y posteriormente se llevo a
agitador durante 2 h antes de la ultima lectura de conductividad eléctrica (CEy)
(Barranco et al., 2005). La IM se calculé segun la ecuaciéon 4 (Vasquez-Tello et al.,
1990)

IM= [1- (CE/CE;)] x 100 (4)

Contenido de clorofila: al final del ensayo en una muestra de hojas desarrolladas
durante la investigacion, se estimG6 el contenido de clorofila mediante

espectrofotometria VIS sobre un extracto de metanol del tejido foliar (Poorter & Van
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Berkel, 2012). Este extracto se generd al moler los discos de hojas de superficie
conocida con arena fina, carbonato de calcio y metanol en un mortero. Esta
suspension fue trasvasada cuantitativamente a un matraz de 10 mL y enrasada
con metanol. Luego fue centrifugada antes de la lectura de tres valores de
absorbancia (652, 665 y 750 nm) en un espectrofotometro (Varian, Cary 50,
Australia) empleando cubetas de vidrio de 10 cm de paso 6ptico. Para calcular la
concentracion de clorofila A y B de los extractos en mg L™ se utilizaron las
ecuaciones 5y 6 y luego se expresaron en mg por gramo de materia seca, a partir

de la relacién entre el peso fresco y seco de los discos de hojas utilizados.

Ciﬂ?‘ﬂfisﬂ-:ﬂl {ﬂ!g L_l} = 15129 > 1\_:‘5] 't'-"'E.E.E - Ab.‘f?sﬂ} - 815‘4' > 1\_:‘5] b-"'E-E: - Abf?sﬂ} (5)

CEGT"G‘}FE:EQ-B {ﬂ!g L_l} = 3{]155 > 1\_:‘5] b-"'E-E: - Abﬁ'?sﬂ}_ 13158 > 1\_:‘5] 't'-"'E.E.E - Abﬁ?sﬂ} (6)

Concentracion y contenidos i6nicos en los diferentes Organos: las
concentraciones de los iones Na*, CI, K*, Ca™y Mg se midieron al final del
ensayo en extractos de tejidos (raiz, tallo, limbos y peciolos de hojas joévenes y
adultas) deshidratados en estufa. Para determinar los cationes se realizaron
extractos clorhidricos con una relacion de extraccion de 1:50. El Na* y K' se
midieron por fotometria de llama (A.O.A.C., 1990; Filippini et al., 1997; Sadzawka
et al., 2004). El Ca*® y Mg"™ se determinaron con un espectrofotémetro de
absorcion atémica (PERKIN-ELMER model 2380, Atomic Absorption Spectrometer)
sobre las muestras previamente sometidas a digestion acida. Los contenidos de CI
se evaluaron por volumetria en un extracto acuoso (1:100), segun el método de
Mohr (A.O.A.C., 1990; Filippini et al., 1997; Sadzawka et al., 2004) utilizando una
solucion de nitrato de plata de concentracién conocida y cromato de potasio como
indicador. A partir de los contenidos de CI" en el limbo foliar y la cantidad de agua
presente, también se calculd la concentracién de CI"en milimoles por litro de agua
del tejido foliar (CI' mM L™).

Todas estas concentraciones se expresaron en g por 100 g de peso seco de tejido
vegetal. Para obtener los contenidos de iones absorbidos en los diferentes érganos

(uptake) se multiplico este valor por el peso seco del tejido.

= QOtras variables medidas

Humedad de suelo (0): durante el ensayo en todas las macetas de los tratamientos

de déficit hidrico y testigo se midi6 la 6 utilizando sensores ECH20 EC-5 (Decagon
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Devices, USA). En una primera etapa se midi6 dia por medio y luego se hizo
diariamente para evitar variaciones pronunciadas en el umbral de riego definido en
DH. En 10 macetas se registraron las marchas de 0 a intervalos de una hora en las

macetas de los tratamientos de DHy T.

Densidad aparente del suelo (DAP): este valor se calcul6 al inicio del ensayo a
través de la relacion entre el peso seco total de la tierra agregada en cada maceta y
el volumen que ocupaba la misma en la maceta luego del primer riego. El peso
seco total fue la sumatoria del peso incial de llenado de las macetas y un segundo
agregado de tierra realizado luego del primer riego). El volumen de las macetas se
estim6 a partir de la formula de un cilindro utilizando el radio y profundidad de

sustrato en cada maceta.

Salinidad en suelo, soluciones de riego y drenaje: al comienzo y final del ensayo
se midié la salinidad del sustrato (arena) por medio de la conductividad eléctrica
(CE) de la solucion extraida a partir de la pasta saturada utlizando un
conductimetro (HI 9033 Multi Range onductivity Meter; Hanna instruments, USA).
También se midié pH en pasta y concentraciones de Ca*?, Mg*?, Na* (por fotometria
de llama) y CI' (por el método de Mohr) en me L™. En las soluciones de riego y

drenaje se monitore6 la CE cada dos o tres dias utilizando el mismo conductimetro.

Diserio experimental y andlisis de los datos:

El disefio del experimento fue factorial completamente al azar donde se evaluaron
dos tratamientos para el factor portainjerto, y tres para los tipos de estrés, con
cuatro repeticiones, dando un total de 24 plantas. Las plantas se asignaron a cada
tratamiento por sorteo y cada una de las 24 plantas fue la unidad experimental y la
de medicion. Ademas, con el fin de poder medir el ¥ yp durante todo el ensayo sin
desfoliar las plantas de medicién, se agregaron 12 plantas mas (2 repeticiones de
cada combinacion) con el fin de realizar esta medicién destructiva en las mismas.

Se analizé la interaccién entre los portainjertos y los tratamientos de déficit hidrico y
salinidad para las distintas variables medidas mediante el analisis de la varianza
(ANOVA), previa verificacion de los supuestos (normalidad y homocedasticidad). En
los casos que no hubo interaccion, se compararon los tratamientos con la prueba
de Tukey, con una confianza del 95%. En los casos en que no se cumplieron los
supuestos del ANOVA, homocedasticidad (por Prueba de Levene) y normalidad
(por Shapiro-Wilks), se transformaron los datos con logaritmo natural, raiz cuadrada

0 Box Cox. Si aun asi no se cumplieron los supuestos se realiz6 la prueba no
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paramétrica de Kruskall Wallis. También se realizaron andlisis de regresion entre
variables. Los andlisis se realizaron con el programa InfoStat version 2012 (FCA,
Universidad Nacional de Cérdoba, Argentina) y Statgraphics Plus for Windows
version 4.0 (Statistical Graphics Corp.).

3.2.Resultados

= Caracterizaciéon ambiental y edéafica
La 6 media diaria en el DH fue de 10%, mientras que en T fue de 22% (Figura 6).
La 8 maxima y minima diaria promedio en DH fueron de 15y 6%, mientras que en T

fueron de 27 y 18% respectivamente.
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Figura 6: Marcha de humedad de suelo (8) a intervalos de una hora en suelos de
plantas en macetas de Cabernet Sauvignon sometidas a déficit hidrico (DH), y sin
estrés (T).

La CE del suelo al final del ensayo del T fue de 0,9 dS m™ semejante al sustrato
inicial (0,9 dS m™), mientras que el DH aument6 tres décimas (1,2 dS m™) y el

salino present6 valores semejantes al agua de riego (8,5 dS m™) (Tabla 5).
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Tabla 5: Conductividades eléctricas, contenidos de Ca*?, Mg*?, Na*y CI', RAS y pH
de pastas saturadas de muestras compuestas en suelos de plantas en macetas de
Cabernet Sauvignon sometidas a salinidad (Salino), déficit hidrico (DH) y sin estrés
(T), luego de 54 dias de ensayo.

Tratamiento CE Ca”” Mq“ Na’ cr RAS pH pasta
(dsm™ (meL™) (melL™ (melL™) saturada
T 0,9 7,4 1,7 3,5 0,88 7,67
DH 1,2 10,8 1,7 9,5 0,73 7,61
Salino 8,5 66,2 38,8 87,0 6,74 6,93

El tratamiento Salino provocd aumentos en las concentraciones edaficas de Na*, CI
y en la relacion de absorcion de sodio (RAS; Tabla 5). En DH también aumento la
concentracion de CI" un 171%. Ambos tratamientos también provocaron diferencias
en la concentracion de Ca™? y Mg* edaficos. El Ca*? y Mg*? fueron un 795% mas

alto en Salino y un 46% mas alto en DH, con respecto al T.

= Respuestas vegetativas y morfoldgicas

Las variables longitud de brotes, superficie foliar total, peso fresco y seco de tallo,
hojas y raiz, presentaron diferencias entre los tratamientos de estrés pero no entre
portainjertos. La longitud de brotes y la superficie foliar total al inicio del ensayo no
presentaban diferencias entre tratamientos ni portainjertos (datos no presentados),
sin embargo a los 30 dias de su inicio se diferenciaron. Al final del ensayo las
plantas de Salino y DH presentaron una longitud de brote y superficie foliar total
inferior al T. A su vez, el tratamiento Salino afect6 menos estas variables en
relacion con el DH. La longitud de brotes disminuyé un 68% en Salino y un 83% en
DH, mientras que la superficie foliar total disminuyé un 53% en Salino y un 78% en
DH, con respecto al T. El peso fresco de las plantas con Salino fue un 48% menor
al de las T, mientras que en DH fue un 63% inferior al de T. De la misma manera se
vieron afectados los pesos frescos de tallo y hojas. El DH redujo estas variables un
85 y 78% respectivamente mientras que el Salino disminuyd un 69 y 53% respecto
al T. Por otro lado, el peso fresco de la raiz no presentd diferencias entre los

tratamientos de estrés, fue 24% menor que T (Tabla 6; Figuras 7, 8y 9).
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Tabla 6: Longitud de brotes (LB), superficie foliar total (SFT), peso fresco de la
planta, del tallo, hojas y raiz, en plantas de Cabernet Sauvignon sobre dos
portainjertos (1103P y 101-14Mgt), luego 54 dias sometidas a estrés salino (Salino),
déficit hidrico (DH) y sin estrés (T). Valores promedios, Portainjertos n=12 y
Tratamientos n=8.

LB*  SFT Peso fresco Peso fresco  Peso fresco  Peso fresco

(m)  (m?) planta (g)  tallo (g) hojas (g) raiz (g)*
Portainjerto
1103P 6,22 0,90 888 268 215 357
101-14Mgt 6,41 0,91 888 278 216 375
Valor p ns ns ns ns ns ns
Tratamiento
DH 217a 0,36a 524 a 86 a 84 a 341 a
Salino 402 b 076b 736 b 174 b 181b 323a
T 12,75¢ 1,60c 1404 c 559 ¢ 382¢c 434 b
Valor p <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,0327
Valor p

ns ns ns ns ns ns

PortainjxTrat

Letras distintas indican diferencias significativas en el test de Tuckey para p<0,05
*Se utiliz6 analisis no paramétrico de Kruskal Wallis

Figura 7: Plantas de Cabernet Sauvignon sobre dos portainjertos luego de 54 dias
sin tratamientos de estrés, la escala representa 20 cm de longitud; (a) 1103P y (b)
101-14Mgt.
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Figura 8: Plantas de Cabernet Sauvignon sobre dos portainjertos, luego de 54 dias
con riego salino (80 mM de NacCl), la escala representa 20 cm de longitud; (a)
1103P y (b) 101-14Mgt.

Figura 9: Plantas de Cabernet Sauvignon sobre dos portainjertos, luego de 54 dias
con déficit hidrico (0,4 FAET), la escala representa 20 cm de longitud; (a) 1103P y
(b) 101-14Mgt.

La biomasa total producida (Cyana) presento diferencias entre los tratamientos de
estrés pero no entre portainjertos (Tabla 7). Los tratamientos Salino y DH se
diferenciaron del T pero no entre ellos, disminuyendo su biomasa un 52% en
promedio respecto al T; sin embargo su reparto fue diferente. EI DH afectd mas la
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biomasa de la parte aérea, en cambio la salinidad disminuyé6 mas la biomasa de
raiz. La biomasa de la raiz de las plantas sometidas a DH, no se diferenci6 de las T.
Por lo indicado, la relacion C,,i,/Caereo fue mayor en el tratamiento de DH un 213%,
con respecto al promedio de los otros dos. La biomasa de los tallos (Co), hojas
(Chojas) Y la suma de toda la parte aérea (Caeeo, SUumatoria de las dos variables
anteriores mas el peso seco del brote del portainjerto por debajo del injerto) sélo se
diferenciaron entre los tratamientos de estrés. Las plantas se vieron siempre mas
afectadas con DH que con Salino en estas variables, y ademas ambos tratamientos
de estrés se diferenciaron del T. El DH disminuyd el Cageo UNn 73% respecto al T,
mientras que la salinidad lo hizo un 54%. La profundidad maxima de las raices
presentd diferencias entre portainjertos y entre tratamientos de estrés. El
portainjerto 1103P profundiz6 sus raices un 14% mas que 101-14Mgt. También el
DH provocdé una profundizacion de las raices un 25% mayor que el Salino, mientras

que el T se comportd de manera intermedia.

Tabla 7: Biomasa de los distintos 6rganos de la planta (Ciaio, Chojas Y Craiz), parte
aérea (Caereo)s Cplantas relacion Ciai/Casreo Y profundidad maxima de raiz; en plantas
de Cabernet Sauvignon sobre dos portainjertos (1103P y 101-14Mgt) luego 54 dias
sometidas a salinidad (Salino), déficit hidrico (DH) y sin estrés (T). Valores
promedios, Portainjertos n=12 y Tratamientos n=8.

Ctallo Chojas Caéreo Craiz Cplanta Cral’z/ Profundidad
Caéreo raiz
(9) (cm)
Portainjerto
1103P 74 56 138 20 229 0,88 68 b
101-14Mgt 76 57 140 85 225 0,76 59 a
ns ns Valor p ns ns ns ns ns ns 0,0392
Tratamiento
DH 34a 26 a 65 a 96 b 161 a 1,50 b 69 b
Salino 55b 51b 112 b 58 a 170 a 0,51a 56 a
T 136 ¢ 92¢c 241 c 109 b 349 b 0,45 a 66 ab
Valor p 0,0000 0,0000 0,0000 0,0006 0,0000 0,0000 0,0192
Valor p ns ns ns ns ns ns ns

PortainjxTrat

Letras distintas indican diferencias significativas en el test de Tukey para p<0,05

El contenido de agua por unidad de materia seca de la hoja y por planta, la
suculencia de la hoja (contenido de agua por m? hoja), la densidad de la hoja (peso
seco/peso fresco) y los gramos de materia seca por unidad de superficie foliar (MA),
mostraron diferencias entre tratamientos, pero no entre portainjertos (Tabla 8). Las
hojas de plantas sometidas a salinidad y DH tuvieron un menor contenido de agua
respecto a las testigos, aunque con intensidades diferentes. EI DH redujo este

contenido un 30%, mientras que el Salino lo redujo solo un 19%. A nivel de toda la
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planta, el contenido de agua fue menor en DH, pero no hubo diferencias entre
Salino y T. Por otro lado, la densidad de las hojas (peso seco/peso fresco) en los
tratamientos de estrés fue superior al T, siendo superior en DH que en Salino.
Ademas el DH también presenté una menor suculencia de las hojas que el T,
mientras que el salino se comport6 de forma intermedia. Por ultimo, la relacion
materia seca por superficie foliar (MA) aumento en los dos tratamientos de estrés,

aungue en forma diferente, el DH aumentd un 26% vy el salino un 16% respecto al T.

Tabla 8: Contenido de agua por materia seca en hojas (Agua hoja) y planta (Agua
planta), densidad foliar, suculencia de las hojas, materia seca por superficie foliar
(MA); en Cabernet Sauvignon sobre dos portainjertos (1103P y 101-14Mgt) luego
de 54 dias sometidas a salinidad (Salino), déficit hidrico (DH) y sin estrés (T).
Valores promedios, Portainjertos n=12 y Tratamientos n=8.

Agua hoja Agua planta Densidf\d Suculencia* MA2
(@H:0g™ms) (gH.0g™ms) (mgg’)  (gH.O0m?)  (gm?)

Portainjerto

1103P 2,68 2,70 280 150 65
101-14Mgt 2,64 2,91 280 151 66
Valor p ns ns ns ns ns
Tratamiento

DH 2,23a 2,26 a 310c l46a 73¢
Salino 2,58 b 3,12b 280b 151 ab 67 b
T 3,17¢ 3,04 b 240 a 155b 58 a
Valor p <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,0019 <0,0001
Valor p PortainjxTrat ns ns ns ns ns

Letras distintas indican diferencias significativas en el test de Tukey para p<0,05
*Se utilizo analisis no paramétrico de Kruskal Wallis

Analizando la morfologia de las células epidérmicas foliares, se pudo observar que
la salinidad no afect6 a la expansion celular, pero el DH redujo esta expansion en
101-14Mgt en un 17% (considerando tanto la cara adaxial como la abaxial; Tabla 9
y Figura 10). Por otro lado, tanto el DH como la salinidad afectaron la multiplicacion
celular. EI DH fue el tratamiento de estrés que mas disminuy6 la multiplicacion
celular, reduciendo un 54% el numero de células epidérmicas con respecto al T
mientras que el tratamiento salino solo lo disminuyé un 32%. No se encontraron

diferencias entre portainjertos para el total de células epidérmicas por planta (M).
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Tabla 9: Area de células epidérmicas de la hoja en cara adaxial (Area Ad) y abaxial
(Area Ab), total de células epidérmicas por planta (M), densidad estomatica foliar
(DE) e indice estomatico (IE); en plantas de Cabernet Sauvignon sobre dos
portainjertos (1103P y 101-14Mgt) luego de 54 dias sometidas a salinidad (Salino),
déficit hidrico (DH) y sin estrés (T). Valores promedios, Portainjertos n=12 y
Tratamientos n=8.

Area Ad AreaAb M (N° DE (N° IE (N°
%) ('%) cél estomas/  estomas/cél
x10°% mm?) totales)
planta)*
Portainjerto
1103P 596 408 1518 245 0,09
101-14Mgt 635 412 1381 229 0,09
Valor p ns
Tratamiento
DH 553 390 646 a 248 0,09
Salino 657 407 1180 b 220 0,08
T 637 432 2522 ¢ 244 0,09
Valor p 0,0001
Valor p 0,0017 0,0342 ns 0,0001 0,0007

PortainjxTrat
Letras distintas indican diferencias significativas en el test de Tukey para p<0,05
*Se utiliz6 andlisis no paramétrico de Kruskal Wallis
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Figura 10: Area promedio de células epidérmicas de cara adaxial y abaxial de la
hoja, en plantas de Cabernet Sauvignon sobre dos portainjertos (1103P y 101-
14Mgt) luego 54 dias sometidas a salinidad (SAL), déficit hidrico (DH) y sin estrés
(T). Valores promedios * error estandar, n=4.

Tomando al indice estomatico como un indicador del desarrollo celular (ya que mide
cuantas células se diferenciaron como estomas respecto del total de células
epidérmicas), pudo observarse que tanto el DH como la salinidad afectaron este
desarrollo en 1103P, pero no en 101-14Mgt. Tanto el DH como la salinidad

provocaron una disminucién del indice estomatico del 20% en 1103P, es decir que

51



la cantidad de células diferenciadas en estomas se redujo un 20% con respecto al T
(Figura 11).
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Figura 11: indice estomatico promedio (N° estomas/N° células totales) y densidad
estomatica (N° estomas por mm?) en hojas de plantas de Cabernet Sauvignon
sobre dos portainjertos (1103P y 101-14Mgt) luego 54 dias sometidas a salinidad
(SAL), déficit hidrico (DH) y sin estrés (T). Valores promedios * error estandar, n=4.

Los cambios en crecimiento y desarrollo celular observados impactaron en la
densidad estomatica (i.e. numero de estomas por unidad de superficie foliar) en
forma distinta en los dos portainjertos (Tabla 9). Tanto la salinidad como el DH
disminuyeron un 18% la densidad estomatica de 1103P respecto de la del testigo.
En cambio en 101-14Mgt sélo el DH afecté a su densidad estomatica (26% mayor
que T). En la Figura 12 se muestran microfotografias de la epidermis abaxial de
vides injertadas en 1103P en donde se aprecia una mayor densidad estomatica en

plantas sin condiciones de estrés.

Figura 12: Microfotografias de improntas de epidermis abaxial dojas de vid cv.
Cabernet Sauvignon sobre 1103P, creciendo sin condiciones de estrés (a), con DH
(b) y riego de 80 mM de NacCl (c).
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= Respuestas en variables de ntercambio gaseoso, relaciones hidricas, clorofila y

particion de iones

Al medir el intercambio gaseoso al inicio del ensayo (5/12/12) no se encontraron
diferencias entre las plantas en la fotosintesis neta (A), ni en conductancia
estomatica (gs), ni en la tasa transpiratoria (E) (datos no presentados). Pero una vez
aplicados los tratamientos salino e hidrico (2/01/13) se provocaron diferencias entre
éstos y el testigo (Tabla 10). La gs se redujo de manera similar en ambos
tratamientos de estrés (41% respecto del testigo) sin depender del portainjerto; para
la A se encontr6 una interaccion entre los tipos de estrés y el portainjerto (Figura
13). Frente a situaciones de estrés (DH y SAL), la A de 1103P se vio méas afectada
que la de 101-14Mgt (41% y 61% respecto a su testigo). EI DH no afect6 la A de
101-14Mgt, pero la salinidad si (42% respecto de su testigo sin estrés). Finalmente
la A en salinidad y DH no se diferencié entre ambos portainjertos. Comparando los
tipos de estrés, la salinidad afect6 mas la A de las plantas que el DH. La
fotosintesis de la planta entera (Apana) NO presento diferencias entre portainjertos, y
los dos tratamientos de estrés se comportaron semejantes, reduciéndose en
promedio un 79% con respecto a las plantas testigos. La transpiracion (E) no
presentd diferencias entre portainjertos ni tratamientos de estrés. Por ultimo, la
eficiencia en el uso de agua fotosintética (EUAy), cociente entre A/E, fue afectada
por la interaccion entre el tratamiento de estrés y el portainjerto (Figura 13). La
salinidad afect6 la EUAs,; de ambos portainjertos, pero el DH solo afecté a 1103P.
En cambio, analizando la eficiencia de uso del agua para producir biomasa

(Cpianta/Epianta), €Sta variable aumento solo en el tratamiento de DH.
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Tabla 10: Fotosintesis neta (A), conductancia estomética (gs), fotosintesis de la
planta (Apanta), transpiracion (E), y la eficiencia en el uso de agua fotosintética
(EUA«) v la eficiencia de uso del agua para producir biomasa (C/E); medidas el
2/01/13 en plantas de Cabernet Sauvignon sobre dos portainjertos (1103P y 101-
14Mgt) sometidas a salinidad (Salino), déficit hidrico (DH) y sin estrés (T). Valores
promedios, Portainjertos n=12 y Tratamientos n=8.

A Os Aplanta E EUAfot CIE
(umol CO2  (mmol H20 (umol (mmol (umol planta
m? s% m?s™ COzs™ H0 m?  COu/mmol
planta™) sh H,0)
Portainjerto
1103P 8,27 339 9,28 5,78 1,59 58,72
101-14Mgt 8,03 292 7,44 5,00 1,61 59,77
Valor p ns ns ns ns
Tratamiento
1.79 100,61
DH 8,29 227 a 3,77 a 4,69 ' b
Salino 4,96 285a 3,70 a 5,74 1,04  3892a
T 11,20 434 b 17,61b 5,74 1,96 38,20 a
Valor p 0,0032 <0,0001 ns <0,0001
\nglr?;igjxn ot | 0.0246 ns ns ns 0,0161 ns

Letras distintas indican diferencias significativas en el test de Tukey para p<0,05
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Figura 13: Fotosintesis neta (A), eficiencia en el uso de agua fotosintética (EUAy)
en hojas de plantas de Cabernet Sauvignon sobre dos portainjertos (1103P y 101-
14Mgt) sometidas a salinidad (Salino), déficit hidrico (DH) y sin estrés (T). Valores
promedios * error estandar, n=4.

El potencial hidrico foliar de mediodia (W vp) al inicio del ensayo fue de — 0,8 MPa y
no presento diferencias entre las plantas (datos no presentados), pero una vez que
la solucion de riego alcanz6 los 80 mM de NaCl (21/12/12) se diferenciaron los
tratamientos de DH y Salino del T (Tabla 11). En esa fecha el W yp en los dos
tratamientos de estrés presentd un valor promedio de -1,1 MPa; mientras que el T
fue de -0,7 MPa. En la etapa final (16/01/13), los tratamientos de estrés

disminuyeron un 45% respecto al T, presentando un valor promedio de -1,3 MPa. El
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potencial osmético de las hojas (W ) no presentd diferencias entre portainjertos
pero si entre tratamientos. El tratamiento Salino disminuy6 el W,  un 27% con
respecto a las plantas sin estrés, mientras que el DH se comporté de manera
intermedia. Analizando los valores de W,  de plantas sometidas a salinidad y las
concentraciones de Na* de limbos de hojas maduras, se observé que estas dos
variables tenian una correlacion significativa de r= -0,76 (p=0,0303). Ademas, se
verific6 que estas dos variables tenian una relacion lineal con un grado de
explicaciéon R? del 57% (p=0,0303). Sin embargo, en las plantas T y DH no existia
esta correlacion entre las concentraciones de Na® de limbos viejos y el Wy .
También se observé que los valores de W 4 ho presentaron correlacién con las

concentraciones de CI en limbos viejos en ninguno de los tratamientos.

La integridad de las membranas (IM) en hojas y tallos no se diferenciaron entre los
tipos de estrés y portainjertos, presentando un valor promedio del 84% y 67%
respectivamente (datos no presentados). Los tratamientos Salino y DH tampoco
afectaron la integridad de membrana de las raices. Sin embargo, los portainjertos
presentaron diferencias en los valores de IM de las raices con un valor promedio
del 28% para 1103P y 48% para 101-14Mgt (p=0,0084).

Tabla 11: Potencial hidrico foliar mediodia (W vp) una vez que la solucién de riego
alcanzé los 80 mM NaCl (21/12/12) y al final del ensayo (16/01/13) y potencial
osmatico de hojas (W, n); en plantas de Cabernet Sauvignon sobre dos portainjertos
(1103P y 101-14Mgt) sometidas a salinidad (Salino), déficit hidrico (DH) y sin estrés
(T). Valores promedios, Portainjertos n=12 y Tratamientos n=8.

Wovp (21/12/12) W v (16/01/13) Wi n
(MPa) (MPa) (Mpa)

Portainjerto
1103P -1,0 -1,1 2,1
101-14Mgt -1,0 -1,2 -2,1
Valor p ns ns ns
Tratamiento
DH -10a -1,3a -2,1ab
Salino -1,1a -1,3a -2,3a
T -0,7b -09b -1.8b
Valor p 0,0003 0,0001 0,036
Valor p PortainjxTrat ns ns ns

Letras distintas indican diferencias significativas en el test de Tukey para p<0,05
La salinidad no disminuyé los contenidos de clorofila A y B por materia seca (Tabla

12). En cambio, el DH disminuyé un 37% la clorofila A y un 41% la clorfofila B,

respecto al T. No se observaron diferencias entre portainjertos en esta variable.
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Tabla 12: Contenido de clorofila A y B por materia seca en muestras de tejido foliar
en plantas de Cabernet Sauvignon sobre dos portainjertos (1103P y 101-14Mgt)
luego 54 dias sometidas a salinidad (Salino), déficit hidrico (DH) y sin estrés (T).
Valores promedios, Portainjertos n=12 y Tratamientos n=8.

Clorofila A Clorofila B

(mg g*) (mg g*)
Portainjerto
1103P 8,29 1,76
101-14Mgt 8,11 1,85
Valor p ns ns
Tratamiento
DH 6,20 a 1,28a
Salino 8,52 b 1,97 b
T 9,87 b 2,16 b
Valor p 0,0004 0,0013
Valor p

ns ns

PortainjxTrat
Letras distintas indican diferencias significativas en el test de Tukey para p<0,05

Concentraciones y absorciones de iones de posible efecto tdéxico en la planta

Al analizar la concentracién de iones en los tejidos se encontré un aumento de Na*
en el tratamiento salino (Tabla 13). Las concentraciones de Na’ en todos los
o6rganos aéreos presentaron diferencias significativas entre tratamientos pero no
entre los portainjertos. En tallos, limbos y peciolos de las plantas con tratamiento
Salino las concentraciones medias aumentaron 1100, 500 y 2175%
respectivamente, con respecto al T. El DH presentd valores de concentracion
intermedios en los 6rganos aéreos. Las concentraciones de Na’ en limbos vy
peciolos presentadas anteriormente, son los promedios de las concentraciones en
tejidos jovenes y maduros ponderados por el peso seco de cada tipo de tejido. En el
caso de los limbos del tratamiento Salino, la concentracion en limbos maduros fue
un 75% mayor al promedio ponderado (alcanzando un valor de 0,42% Na®);
mientras que en limbos jévenes presentd un 21% menos (0,19% Na®). Analizando
las concentraciones de los peciolos, se observd que en los maduros fue un 14%
superior (2,08% Na®) al promedio ponderado de ese 6rgano, mientras que los
jovenes mostraron un 41% menos (1,07% Na®). En raices, la concentracion de Na*
presentd diferencias entre tratamientos y entre portainjertos. Las raices de las
plantas sometidas a Salino concentraron un 225% de Na® mas que el valor
promedio de los tratamientos T y DH. Por otro lado, las raices de 1103P
acumularon un 23% menos de Na' que las de 101-14Mgt. En todos los tratamientos
el Na* presentd concentraciones superiores en los peciolos y raices, que en los

tallos y limbos foliares.
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Tabla 13: Concentraciones de Na* (% materia seca), en distintos 6rganos (limbos,
peciolos, tallos y raices), en plantas de plantas Cabernet Sauvignon sobre dos
portainjertos (1103P y 101-14Mgt) luego de 54 dias sometidas a salinidad (Salino),
déficit hidrico (DH) y sin estrés (T). Valores promedios, Portainjertos n=12 y
Tratamientos n=8.

% Na'

Limbo Limbo Limbo Peciolo Peciolo Peciolo
jéven adulto promedio joéven adulto promedio

Tallos Raices

Portainjerto

1103P 0,09 0,160 0,11 0,600 1,010 0,76 0,16 0,51a
101-14Mgt 0,11 0,230 0,14 0,830 1,040 0,93 0,18 0,66 b
Valor p ns ns ns ns ns ns ns 0,0252
Tratamiento

DH 0,07b 0,11b 0,09b 0,37b 0,87b 0,63b 0,12b 0,29a
Salino 0,19¢ 0,42c 0,24 c 1,07c 2,08c 1,82 c 0,36¢c 1,09b
T 0,04a 0,06a 0,04 a 0,08a 0,14a 0,08 a 0,03a 0,38a
Valor p 0,0000 0,0000 <0,0001 <0,0001 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
Valor p

PortainjxTrat ns ns ns ns ns ns ns ns

Letras distintas indican diferencias significativas en el test de Tukey para p<0,05

Los contenidos totales de Na' ingresados a la planta también presentaron
diferencias entre tratamientos y portainjertos (Tabla 14). Las plantas injertadas
sobre 1103P acumularon un 21% menos de Na’ que las injertadas sobre 101-
14Mgt. Por otro lado, el tratamiento Salino aumentd el contenido de Na* en la planta
un 137% con respecto al valor promedio de los tratamientos T y DH. Se observé
también que la salinidad produjo un aumento del contenido de Na* de 351% en
hojas y de 382% en tallos con respecto al valor promedio del DH y T, mientras que
en raiz el aumento sélo fue de 68%. Ademas, se observd que el tratamiento de
estrés salino cambid la distribucion del Na* en los distintos érganos de la planta con
respecto al tratamiento T, acumulandose mayor porcentaje de Na* en las hojas y
tallo (Salino: 38%; T:17%) y disminuyendo en raiz (Salino:61% y T:83%).
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Tabla 14: Absorcion o contenido de Na* en planta entera y distintos érganos (hojas,
tallo y raiz) en plantas de Cabernet Sauvignon sobre dos portainjertos (1103P y
101-14Mgt) luego de 54 dias sometidas a salinidad (Salino), déficit hidrico (DH) y
sin estrés (T). Valores entre paréntesis indican el porcentaje de este i6bn en cada
6rgano. Valores promedios, Portainjertos n=12 y Tratamientos n=8.

Na' planta Na' hojas Na" tallo Na® raiz
(mg) (mg) (mg) (mg)
Portainjerto
1103P 536,96 a 69,29 a 78,68 a 350.11a
101-14Mgt 675,67 b 94,50 b 99,82 b 481,35 b
Valor p 0,0273 0,0276 0,0280 0,0031
Tratamiento
DH 358,09 a 34,06 a 41,40 a 282,62 a
(10%) (12%) (78%)
Salino 986,92 b 170,18 b 189,37 b 569.05 b
(17%) (21%) (61%)
T 473,93 a 41,43 a 36,98 a 395,52 a
(9%) (8%) (83%)
Valor p <0,0001 <0,0001 0,0000 0,0001
Valor p PortainjxTrat ns ns ns ns

Letras distintas indican diferencias significativas en el test de Tukey para p<0,05

Para analizar la capacidad de exclusion de los dos portainjertos se contrastaron en
el tratamiento Salino los contenidos promedios de Na' ingresados. En las plantas
injertadas con 1103P ingresaron 800 mg Na®, mientras que en las injertadas con
101-14Mgt, ingresaron 1151 mg. Es decir que 1103P excluyé un 25% mas la
entrada del ion Na® que 101-14Mgt. En el tratamiento Salino, los contenidos de Na*
en cada uno de los érganos (hojas, tallos y raiz) de las plantas injertadas sobre
1103P fueron menores que en los de 101-14Mgt. En hojas y tallos la diferencia
promedio entre los dos portainjertos fue sélo de 50 mg, mientras que en raiz fue de
362 mg.

El tratamiento salino también aumenté la concentracion de CI” en todos los 6érganos
de la planta, sin embargo no hubo diferencias en la acumulacion de este anién
entre portainjertos (Tabla 15). EI DH también provoc6 un aumento en la
concentracion de CI" en los limbos y peciolos de las hojas, pero en menor medida
que la salinidad. Con salinidad, las concentraciones en limbos y peciolos
aumentaron un 800 y 669% respectivamente comparadas con el T; mientras que
con DH, solo 173 y 189% respectivamente. A diferencia de lo observado en el Na’,
las concentraciones de CI en tejidos jévenes y maduros fueron similares. En tallos
y raices de plantas sometidas a salinidad, la concentracion de este i6n sufrié un
incremento del 190 y 228% con respecto al promedio de los tratamientos de DHy T

(sin diferencias). La concentracién de CI en todos los 6érganos analizados fue
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siempre superior a la del Na* (e.g. limbos del tratamiento SAL presentaron 0,24%
Na*y 0,99% CI).

Tabla 15: Concentraciones de CI' (% materia seca), en distintos érganos (limbos,
peciolos, tallos y raices) en plantas de Cabernet Sauvignon sobre dos portainjertos
(1103P y 101-14Mgt) luego de 54 dias sometidas a salinidad (Salino), déficit hidrico
(DH) y sin estrés (T). Valores promedios, Portainjertos n=12 y Tratamientos n=8.

% CI

I__imbo Limbo Limbo_ P_eciolo Peciolo Peciolq Tallos Raices

joven adulto promedio joven adulto promedio
Portainjerto
1103P 0,53 0,500 0,53 1,370 1,330 1,39 0,26 0,92
101-14Mgt 0,39 0,450 0,41 1,360 1,510 1,39 0,25 0,94
Valor p ns ns ns ns ns ns ns ns
Tratamiento
DH 0,26b 0,34b 0,30 b 091b 1,17 b 1,04 b 0,18a 0,58 a
Salino 1,00c 0,94c 0,99 c 2,86 c¢c 2,47 c 2,77c 0,45b 1,74b
T 0,11a 0,14a 0,11 a 0,33 a 0,62 a 0,36 a 0,13a 0,48 a
Valor p 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
Valor p ns ns ns ns ns ns ns ns

PortainjxTrat

Letras distintas indican diferencias significativas entre tratamientos para un mismo tejido vegetal, en el
test de Tukey para p<0,05

A diferencia de lo observado con el Na*, ninguno de los portainjertos evaluados,
mostré un poder de exclusion mayor que el otro. Los contenidos totales de CI en
plantas sometidas a salinidad aumentaron con el tratamiento salino pero sin
diferencias entre los portainjertos (Tabla 16). Las plantas con salinidad acumularon
mas CI que las T, y el DH no se diferenci6é de T (Salino acumul6 un 135% mas CI
que el promedio de T y DH). Los contenidos en hoja y raiz aumentaron un 417% y
88%, con respecto al promedio de DH y T. En tallos, el contenido de CI en el
tratamiento salino aumentd un 40% respecto al T, mientras que en el DH su

contenido fue 63% menor que el presentado en plantas T.
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Tabla 16: Contenido de CI en planta entera y distintos 6rganos (hoja, raiz y tallo)
en plantas de Cabernet Sauvignon sobre dos portainjertos (1103P y 101-14Mgt)
luego de 54 dias sometidas a salinidad (Salino), déficit hidrico (DH) y sin estrés (T).
Valores entre paréntesis indican el porcentaje de este ion en cada 6rgano. Valores
promedios, Portainjertos n=12 y Tratamientos n=8.

Cl planta ClI" hoja* CI" tallo Cl raiz
_ (mg) (mg) (mg) (mg)
Portainjerto
1103P 1132,10 282,14 158,74 673,20
101-14Mgt 1098,09 233,52 155,14 696,90
Valor p ns ns ns ns
Tratamiento
DH 718,63 a 9341 a 62,86 a 553,59 a
(13%) (9%) (78%)
Salino 1808,46 b 557,84 b 237,62 ¢ 995,97 b
(31%) (13%) (56%)
T 818,21 a 122,24 a 170,33 b 505,60 a
(15%) (21%) (63%)
Valor p 0,0000 0,0002 0,000 0,000
Valor p
PortainjxTrat ns ns ns ns

Letras distintas indican diferencias significativas en el test de Tukey para p<0,05
*Se utilizé andlisis no paramétrico de Kruskal Wallis

La concentracién de CI en milimoles por litro de agua del tejido foliar a partir de los
contenidos de CI'y agua (CI' mM L) presentd diferencias significativas en todos los
tratamientos de estrés (Tabla 17). En DH la concentracion de CI' mM L™ aumenté
un 266% con respecto al T, mientras que en el salino aument6 un 882%.

Tabla 17: Concentracion de CI" en agua del tejido foliar de plantas de Cabernet
Sauvignon sobre dos portainjertos (1103P y 101-14Mgt) luego 54 dias sometidas a
salinidad (Salino), déficit hidrico (DH) y sin estrés (T). Valores promedios,
Portainjertos n=12 y Tratamientos n=8.

Clrmm L™
Portainjerto
1103P 73,84
101-14Mgt 63,10
Valor p ns
Tratamiento
DH 51,92 b
Salino 139,29 ¢
T 14,19 a
Valor p <0,0001
Valor p PortainjxTrat ns

Letras distintas indican diferencias significativas en el test de Tukey para p<0,05

Al analizar las relaciones entre estos iones toxicos con la A y la gs en todos los
tratamientos se observé que la concentracion de CI en limbos afecto la A (y=1/
[0,0796144+0,142398*%Cl Limbo], R?=80%, p=0,000, Figura 14) pero no influy6é en
la gs (datos no presentados). También afecté la A la concentracion de Na' de

limbos pero con un menor grado de explicacion que el CI
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(y=3,9265+0,304087/%Na’Limbo, R**56%, p= 0,000, Figura 14). Por Gltimo gs sélo
presentd correlacion significativa con la concentracion de Na* (r=-0,5, p= 0,0133),
siguiendo el modelo y= 116*%Na‘Limbo p*-0,372933 (R*=37%).

16,0 { 16,0 1
-~ 14,0 1 , ;(; 14,0 4 z T
A .
< 120 oy TE 12,0 1 A = Salino
=3 . 3 * A DH
91001, 4, 01007 L, 4
5 ¢ g ¢t
3 8,0 1 R E 8,0 1 N
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% CI- limbo % Na* limbo

Figura 14: Relaciones entre fotosintesis neta (A) y concentracion en limbos de Cl'y
Na’, en hojas de plantas Cabernet Sauvignon sobre dos portainjertos (1103P y 101-
14Mgt) sometidas a salinidad (Salino m), déficit hidrico (DH a) y sin estrés (T ).

Concentraciones y contenidos de nutrientes K*, Ca* y Mg* en la planta

Tanto la salinidad como el DH afectaron la absorcion de K*. Esto se vio reflejado en
las concentraciones de K* en todos los 6rganos de la planta que presentaron
diferencias entre tratamientos pero no entre portainjertos. La concentracion de K* en
peciolos y tallos de plantas con SAL y DH se diferenciaron del T pero no entre ellos
(Tabla 18). En los dos tratamientos de estrés la concentracion media de K* en los
peciolos fue 41% menor que en T, mientras que en tallos fue un 25% inferior al T.
La concentracion de K* en limbos de plantas sometidas a DH fue un 24% inferior al
promedio de las T y SAL (sin diferencias). En raices, la concentracion de K en
plantas con DH también fue inferior a las de SAL (-20%), pero en este caso el T se
comport6 de manera intermedia. La relacion K'/Na® calculada a partir de los
contenidos totales de las plantas presentd diferencias entre los tratamientos de
estrés, siendo el tratamiento salino el que mas la disminuyd. La salinidad redujo la
relacion K'/Na* un 78% respecto al T, mientras que el DH la redujo un 52%. Por
altimo, al analizar esta misma relacion K*/Na* pero a nivel de limbo, se observo que

mantuvo el mismo comportamiento, presentando valores superiores al de la planta.
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Tabla 18: Concentraciones de K* (% materia seca), en distintos érganos (peciolo,
tallos, limbo y raices); relacion K'/Na* en plantas y limbo de Cabernet Sauvignon
sobre dos portainjertos (1103P y 101-14Mgt) luego de 54 dias sometidas a
salinidad (Salino), déficit hidrico (DH) y sin estrés (T). Valores promedios,
Portainjertos n=12 y Tratamientos n=8.

% K"
Limbo Peciolo Tallos Raices K'/Na K /Na
planta limbo
Portainjerto
1103P 1,02 1,65 0,82 0,73 4,06 15,05
101-14Mgt 1,07 1,61 0,81 0,82 3,90 14,52
Va|0r p ns ns ns ns ns Ns
Tratamiento
DH 0,94 a 1,24 a 0,69 a 0,70 a 3,36b 11,86b
Salino 1,13 b 1,41 a 0,78 a 0,87 b 155a 6,25a
T 1,07 b 2,24 b 0,98 b 0,74ab 7,03c 26,24c
Valor p 0,0053 0,0001 0,0000 0,0224  0,0000 0,0000
Valor p ns ns ns ns ns ns

PortainjxTrat
Letras distintas indican diferencias significativas en el test de Tukey para p<0,05

A diferencia de lo observado con el K*, las concentraciones de Ca*? en limbos y
peciolos de plantas con DH y Sal aumentaron respecto de las T un 31% y 35%
respectivamente (Tabla 19). En limbos también hubo diferencias significativas entre
portainjertos; las plantas injertadas sobre 1103P presentaron una concentracion 9%
superior a las injertadas sobre 101-14Mgt. En tallos, la concentracion de Ca*® en
plantas sometidas a DH fue un 16% superior a las T, mientras que Salino se
comporté de manera intermedia. En raices, la concentracién de Ca** present6
diferencias entre tratamientos y portainjertos. En el tratamiento Salino fue un 17%
inferior al promedio de los tratamientos de DH y T. En las raices de 1103P la
concentracion promedio de este cation fue un 8% inferior a las de 101-14Mgt. Por
dltimo, al analizar las relaciones entre Ca*’/Na* y K*/Ca** a nivel de hoja, también
se observaron diferencias entre tratamientos y portainjertos. Las plantas injertadas
sobre 1103P presentaban una relacién Ca**/Na* de 23, es decir que por cada parte
de Na* habian 23 partes de Ca™, siendo esta relacién un 24% superior a la
presentada en limbos de plantas injertadas sobre 101-14Mgt. Por otro lado, el
tratamiento Salino redujo esta relacion en limbo un 71% respecto al T, mientras que

el DH sélo lo disminuyd un 35% respecto al T.
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Tabla 19: Concentraciones de Ca*® (% materia seca), en limbos, peciolos, tallos y
raices; relacion Ca*?Na’ en limbo y K'/Ca* en peciolo de plantas Cabernet
Sauvignon sobre dos portainjertos (1103P y 101-14Mgt) luego de 54 dias sometidas
a salinidad (Salino), déficit hidrico (DH) y sin estrés (T). Valores promedios,
Portainjertos n=12 y Tratamientos n=8.

+2
%Ca ca?/Na*  K'/ca™
Limbo Peciolo Tallos Raices limbo peciolo
Portainjerto
1103P 1,66 b 1,300 0,600 0,97a 23,28 b 1,43b
101-14Mgt 152a 1,420 0,620 1,06 b 18,83 a 122 a
Valor p 0,0231 ns ns 0,0184 0,0253 0,0339
Tratamiento
DH 1,69b 153 b 0,64b 1,06 b 21,13 b 0,8a
Salino 1,76 b 1,46b 0,63ab 0,89 a 9,53 a 0,99 a
T 1,32 a 1,10a 0,55 a 1,09 b 32,50 ¢ 2,19b
Valor p 0,0000 0,0038 0,0142 0,0003 0,0000 0,0000
ns ns ns ns ns ns

Valor p Interaccion
Letras distintas indican diferencias significativas en el test de Tukey para p<0,05

Las concentraciones de Mg* en limbo y raices presentaron una interaccién entre
los tratamientos de estrés y el portainjerto (Tabla 20, Figura 15). Las
concentraciones de Mg en limbos y raices de plantas injertadas sobre 1103P
siempre presentaron valores superiores a las de 101-14Mgt. En 101-14, la
concentracion de este cation en limbo se mantuvo constante en los tres
tratamientos de estrés, mientras que en raiz su concentracién sélo fue inferior en
plantas sometidas a DH. La concentracion de Mg*? en peciolos de plantas del
tratamiento Salino fue un 25% menor a la presentada en plantas T, mientras que el
DH se comporté de manera intermedia. En el tallo, la concentracion de Mg*? fue
menor en DH, pero no hubo diferencias entre Salino y T. Al analizar el contenido de
este cation en la planta se observé que los tratamientos Salino y DH se
diferenciaron del T pero no entre ellos, disminuyendo su contenido un 54% en
promedio respecto al T. Por Gltimo, al analizar las relaciones entre K'/Mg* en la

planta se observé diferencias entre tratamientos y portainjertos
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Tabla 20: Concentraciones de Mg** (% materia seca), en limbo, peciolo, raices y
tallos, contenido total y relaciones K'/Mg*? en planta y peciolo de Cabernet
Sauvignon sobre dos portainjertos (1103P y 101-14Mgt) luego de 54 dias sometidas
a salinidad (Salino), déficit hidrico (DH) y sin estrés (T). Valores promedios,
Portainjertos n=12 y Tratamientos n=8.

%Mg™ Contenido K*IMg*? K*/Mg*?
Mg*? planta peciolo
Peciolo Tallos Limbo Raices planta entera*

Portainjerto
1103P 0,69b 0,12b 0,28 0,19 444,22 4.32a 2,38
101-14Mgt 0,57a 0,10 a 0,23 0,18 392,29 5.13b 2,71
Valor p 0,0277 0,0008 ns 0,0003 ns
Tratamiento
DH 0,64 ab 0,10 a 0,26 0,17 275,29 a 4,26 a 1,96
Salino 0,54 a 0,13 b 0,26 0,19 325,76 a 4,73 b 2,64
T 0,72 b 0,11 b 0,25 0,20 653,72 b 5,18 b 3,03
Valor p 0,0232 0,0004 0,0000 0,0023 ns
valorp ns ns 0,0380 0,0118 ns ns ns
Interaccion : '

Letras distintas indican diferencias significativas en el test de Tukey para p<0,05
*Se utilizé un modelo mixto considerando la heterocedasticidad

0,30 ~ 0,30 1 0101-14
B1103P
B 0,25 1 £ 0,25 A
Q N
k-] <
£ 0,20 = 0,20
q ko)
=) =
= 8
0,15 A 0,15 1
0,10 0,10 -
Salino T DH Salino T DH

Figura 15: Concentracion de Mg*? en limbo y raiz (% materia seca), en plantas de
Cabernet Sauvignon sobre dos portainjertos (1103P y 101-14Mgt) luego de 54 dias
sometidas a salinidad (Salino), déficit hidrico (DH) y sin estrés (T). Las barras
indican los errores estandares, n=4.

Para finalizar, en la Tabla 21 se resumen las principales diferencias en la afectacion
de variables vegetativas, fisioldégicas y contenidos idnicos entre el estrés Salino y el
DH. También en Tabla 22 se detallan las discrepancias observadas entre los

portainjertos 1103P y 101-14Mgt.

64



Tabla 21: Afectacion de variables vegetativas, fisiol6gicas y contenidos iénicos en
plantas sometidas a salinidad y déficit hidrico, respecto al T sin estrés.
|Detrimento, TAumento, — Sin afectacion. Dos flechas mas afectada, una flecha
menos afectada. *|, indica que hubo interaccion entre portainjertos y tipo de estrés.

Variable Salinidad Déficit hidrico

e Crecimiento vegetativo (referido a LB, SFT, peso l 1
fresco plantas, peso fresco hojas, peso fresco tallo)

e Biomasa aérea (C aéreo) ! H
e Biomasa total (C planta) ! !
e Biomasa raiz (C raiz) ! -
e Relacion C raiz/C aéreo - 1
e Contenido de agua planta - !
e Materia seca por superficie foliar 1 mn
e Multiplicacion celular l H

Lo (N L6 - ()

* Fotosintesis neta (A) (101-14 1103P) | (1103P 101-14)

e Fotosintesis a nivel de planta ! !

e conductancia estomética (gs) ! !

e Transpiracion (E) _ —
e Eficiencia de uso agua para producir biomasa (C/E) — 1
e Contenido de clorofila total - 1
e Contenidos de iones toxicos Na* y Cl'en planta 1 -
e Relacion K'/Na™ en limbo y planta 1l l
e % Ca™enraices 1 -
e %Ca' enlimbo 7 1
e Relacién Ca™/Na’ en limbo, H d
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Tabla 22: Principales diferencias entre los portainjertos 1103P y 101-14Mgt.
Simbolos: + mas, - menos.

Variable 1103P 101-14Mgt
e Profundidad de raiz + -
constante Disminuye en

Area de células epidérmicas

Densidad estomatica

indice estomatico

Concentracion de Na* en raices

Contenido de Na“ en hojas, tallos, raiz y planta
entera

Concentracion de Ca*? en limbo
Relacion Ca*¥/Na* en limbo

Concentracion de Mg*? en limbo, peciolos y tallos

Disminuye con DH y
salinidad

Disminuye con DH'y
salinidad

DH

Aumenta con
DH

constante

66




4.DISCUSION

La reduccion del W p, la biomasa, la longitud de los brotes y la superficie foliar en
tratamientos de estrés salino y DH también ha sido observada en numerosos
trabajos por otros autores, tanto en estrés hidrico (Naor et al. , 1993; Poni et al.,
1993; Vallone, 1998; Hardie y Martin, 2000; Perez Pefia, 2000; Kaiser, 2003;
Schultz, 2003; Pellegrino et al. 2005; Lovisolo et al., 2010; Chaves et al., 2010;
Dayer, 2012; Vila, 2012; Meggio et al., 2014) como en estrés salino (Prior et
al.,1992; Fisarakis et al., 2001; Walker et al., 2002; Meggio et al., 2014; Serra et al.,
2014).

Sin considerar los tratamientos de estrés, los portainjertos no presentaron
diferencias en la expresién vegetativa de la parte aérea de la planta (Tabla 6). Esto
no concuerda con lo observado por otros autores (Walker et al., 2004; Vila et al.,
2016) donde el portainjerto 1103P presentaba mayor expresion vegetativa y vigor
que 101-14Mgt, en otras variedades de vid. Esto podria deberse a una posible
interaccion entre el portainjerto y la parte aérea (Tandonnet et al., 2010). Esto
también podria estar relacionado al alto vigor caracteristico del cv. Cabernet
Sauvignon (Alcalde, 1998) que no permitié expresar diferencias en el vigor de las

plantas, como también que se trata de un ensayo realizado en macetas.

La mayor afectacion del crecimiento vegetativo en DH comparado con el estrés
salino también fue observada por otros autores (Cramer et al., 2007 y Vincent et al.,
2007). Esto confirmaria la primera hip6tesis, que afirmaba que en el estrés hidrico
prevalece la disminucion del crecimiento vegetativo. No obstante, en este estudio la
reduccion de biomasa total de la planta fue equivalente en ambos tipos de estrés (-
52%). Esto indicaria que en estas condiciones del ensayo cada tipo de estrés afecta
en forma distinta la particion de biomasa. El DH afecta mas el crecimiento de brotes

y hojas y el estrés salino el crecimiento de la raiz (Tabla 7).

La tendencia del DH a modificar el reparto de biomasa con una mayor relacion
Craiz/Cacreo, COINcide con lo observado por otros autores (Kaiser, 2003; Alsina et al.
2011; Vila, 2012). El mayor crecimiento relativo de las raices provocado por el DH,
ha sido atribuido al incremento de la concentracion de ABA (Sharp y LeNoble,
2002). La mayor profundidad de raices en DH también fue previamente observada
(Vila, 2012), lo cual podria tener relacion con cambios del balance hormonal en la

planta. En este trabajo, la falta de diferencia en el reparto de biomasa entre Salino y
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T no coincidié con otros autores (Fisarakis et al. 2001; Upreti y Murti, 2010; Di
Filippo et al., 2012); quienes observaron una aumento en la relacion C,;/Casreo bajo
condiciones de salinidad en otras variedades de vid injertadas (Sultanina y Malbec)
y portainjertos analizados. Esto podria atribuirse a la diferencias en la variedad
injertada.

Sin considerar los tipos de estrés, el portainjerto 1103P profundiz6 mas sus raices
que 101-14Mgt. Aunque existen antecedentes de diferencias en la profundidad
radical en algunos portainjertos (Pongracz, 1983 en Serra et al., 2014); trabajos
mas actuales evidencian sobre todo diferencias en sus densidades radicales (So
uthey, 1992; Morano & Kliewer, 1994; Smart et al., 2006; Di Filippo, 2008).

En este trabajo, al final del ensayo el valor promedio del W yp alcanzado en ambos
tratamientos de estrés fue de -1,3 MPa; este valor es considerado por algunos
investigadores como un estrés de intensidad moderada a fuerte cuando se refiere a
estrés hidrico (Ojeda, 2007). Se puede suponer que durante el tiempo que se aplico
el tratamiento Salino ocurrié sobre todo un efecto osmatico, sin llegar a un efecto
téxico (Munns & Tester, 2008). Esto puede reafirmarse debido a que en el momento
de finalizacién de este estudio, las hojas de las plantas sometidas a salinidad no
presentaron sintomas visuales de toxicidad, como tampoco se evidenciaron dafios

en la integridad de las membranas celulares (datos no presentados).

Con respecto a las caracteristicas de las hojas, ambos tratamientos de estrés
aumentaron la densidad de la hoja (peso seco/peso fresco) y la relacion entre masa
por unidad de superficie foliar (M/A) con respecto al T, siendo a su vez superior en
estrés hidrico que en Salino. Esto coincide con lo observado por Xu et al.(2009) en
Quercus bajo déficit hidrico, y por Lycoskoufis et al.(2005) en pimiento bajo estrés
salino. La mayor relacion M/A del DH podria deberse a la disminucion del tamafio
de las células, esto se hizo evidente en el caso de las plantas injertadas sobre
1103P.

Por otro lado, el mayor contenido de agua por materia seca en hojas del tratamiento
salino con respecto al DH, pudo deberse al menor potencial osmotico de sus hojas.
Al igual que lo evidenciado en este trabajo, otros autores observaron que tanto el
estrés hidrico como el salino inducian ajuste osmaético en una misma variedad de
vid (Meggio et al., 2014). La disminucién del potencial osmético fue observado en

vid en varios ensayos de estrés hidrico (During, 1984; Patakas y Noitsakis, 1999;
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Patakas et al., 2002). Lo mismo ha sido observado con salinidad en varias especies
incluida la vid (Martinez-Ballesta, 2004; Massai et al., 2004). El mayor ajuste
osmoético observado en Salino (Tabla 11) confirma la segunda hipétesis que
afirmaba que a un mismo nivel de estrés, el tratamiento salino provoca mayor ajuste
osmatico que el estrés hidrico en plantas de vid. Este mayor ajuste podria deberse
a una mayor acumulacion de iones téxicos en las vacuolas de las células. Esto
quedé evidenciado por la alta correlacion observada entre el potencial osmético
foliar y la concentracién de los iones Na* en el limbo. La contribucién de los iones al
ajuste osmoético fue observado por otros autores en plantas haléfitas (Silva et al.,
2009; Silveira et al., 2009).

En las hojas, la cantidad de células epidérmicas diferenciadas en estomas (indice
estomatico) y la densidad estomatica por superficie foliar, presento interaccion entre
el tipo de estrés y genotipo. El portainjerto 1103P disminuy6 estas dos variables
ante situaciones de estrés salino e hidrico. No obstante, no sucedié lo mismo con el
portainjerto 101-14Mgt (Figura 11). Esto podria sugerir que el portainjerto 1103P es
mas plastico ante situaciones de estrés, modificando las caracteristicas de la hoja
del Cabernet Sauvignon, minimizando la pérdida de agua. En cambio, la mayor
densidad estomética de 101-14Mgt en el tratamiento de DH, podria ser
consecuencia de la disminucion del area de las células epidérmicas en ese
tratamiento. Esto también fue observado por otros autores (Bosabalidis y Kofidis,
2002; Arzani et al., 2013) en plantas de olivo y pistacho sometidas a estrés hidrico.
Estos resultados reflejan que las caracteristicas morfoldgicas de la hoja no sélo
dependen de la variedad injertada sino de las condiciones salinas e hidricas, y que

también son influenciadas por la raiz o portainjerto.

En este trabajo no se observaron diferencias en el ajuste estomatico entre el estrés
salino e hidrico. La disminucién de la conductancia estomatica (gs) observada bajo
déficit hidrico (-40% respecto a T, Tabla 10) se asemeja a la observada en vid por
otros autores a niveles semejantes de estrés hidrico (Hugalde y Vila, 2014).
También la reduccién de gs con el tratamiento salino, fue similar a la observada en
vid por otros autores (Di Filippo, et al.,, 2012). Existen trabajos en vid que han
comparado el ajuste estomatico entre estos dos tipos de estrés. Meggio et al.
(2014), encontrdé un mayor ajuste estomatico en estrés hidrico que en salino, pero
en su ensayo utilizé un nivel de estrés hidrico del 30% de la capacidad de campo y

un tratamiento salino con una adicion diaria de 5 mM de NaCl por 21 dias.
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La falta de diferencia en la disminucion de la gs entre portainjertos, también ha sido
observada por otros autores en déficit hidrico (Koundouras et al., 2008). Esto no
concuerda con otros trabajos de vides sometidas a estrés hidrico o salino que
muestran una relacion entre la disminucién de la gs y el genotipo (Southey et al.,
1992b; lacono et al.,, 1998; Fisarakis et al.,, 2001). Esto podria deberse a las
condiciones de este ensayo, y a diferencias entre los mismos portainjertos. Muchos
de estos portainjertos fueron creados y seleccionados frente a la resistencia a
filoxera, en donde se selecciono un grupo de individuos obtenidos del cruzamiento

pero estos individuos constituyen una variedad poblacion (Vega & Mavrich, 1953).

Al igual que lo observado en este trabajo, muchos autores advirtieron que el estrés
salino disminuye la fotosintesis (Delfine et al., 1999; Fisarakis et al., 2001; Flexas et
al., 2004; Parida & Das, 2005; Babu et al., 2012; Duarte et al., 2013; Meggio et al.,
2014). También otros autores observaron que la fotosintesis se ve afectada por el
estrés hidrico (Flexas et al, 2002; Flexas et al., 2004; Lovisolo et al., 2010; Vila,
2012; Meggio et al., 2014), lo cual fue confirmado en este trabajo s6lo con el
portainjerto 1103P (Tabla 10 y Figura 13). La salinidad también afect6é la
fotosintesis (A) de plantas injertadas con 1103P. La dependencia en la afectacion
de la fotosintesis por el genotipo tanto en estrés hidrico como en salino fue
observada por otros autores (Meggio et al., 2014). Es importante destacar que Si
bien la fotosintesis en plantas injertadas sobre 1103P se vio afectada por el estrés
hidrico y salino, logré valores similares a 101-14Mgt. En Salino, los valores de
fotosintesis fueron similares para ambos portainjertos pero la afectacion fue mayor
en 1103P (con respecto a su T). La mayor disminucion de la A en Salino versus el
DH observada en este trabajo, podria deberse a que la sal produjo un dafio en el
aparato fotosintético ya que las gs eran iguales en ambos tratamientos de estrés.
Sin embargo, la mayor reduccién de A en el tratamiento Salino tampoco se asocio a
una disminuciéon de la clorofila. Algunos autores han observado que la salinidad
disminuye la A por una afectacion del sistema bioquimico (Duarte et al., 2012). Esto
reforzaria la idea que en este caso, la salinidad dafié especificamente el sistema
biogquimico. Otros autores si observaron una disminuciéon de la clorofila bajo
salinidad (Agastian et al., 2000; Parida et al., 2002; Parida et al., 2004; Ojeda y Pire,
2011; Di Filippo et al., 2012; Fozouni et al., 2012). Ojeda y Pire (2011) demostraron
gue la disminucion de clorofila bajo salinidad dependia de los tiempos de exposicion
al tratamiento salino, de la intensidad del mismo como también del genotipo;
indicando otra posible causa de las diferencias entre los trabajos. Di Filippo y otros

(2012) observaron que la disminucion de la clorofila s6lo se daba en los
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tratamientos con altas concentraciones de sal (100 mM). La reduccién de clorofila
por el estrés hidrico, como la observada en este trabajo, ha sido medida en varios
cultivos (Nyachiro et al. 2001; Bertamini et al., 2006; Abdala y Khoshiban, 2007). La
estrecha relacion entre la afectacion de la fotosintesis y la concentracion de CI en
limbo, observada en este trabajo, coincide con otros trabajos en vid y otros cultivos
(Bethke y Drew, 1992; Prior et al., 1992). Las concentraciones de ClI" en el agua del
tejido foliar encontradas en este trabajo (139 mM CI' L™, fueron similares al umbral
de dafio de A por CI encontrado por otros autores (Walker et al., 1981, Walker et
al., 1997, Walker et al., 2000).

El aumento de las concentraciones de iones toxicos en limbos y peciolos en este
trabajo (i.e., Na" y ClI" en % materia seca) se produjo en ambos tratamientos de
estrés, aunque con mayor intensidad en el tratamiento salino respecto al estrés
hidrico (Tabla 13 y Tabla 15). En un trabajo en vides injertadas (Paranychianakis y
Angelakis, 2008) el estrés hidrico no variaba o aumentaba ligeramente la
concentracion de CI" en la hoja, en funcién del portainjerto. Otros investigadores
(Aragueés et al., 2014), a diferencia de lo obtenido en este trabajo, no han observado
diferencias significativas en las concentraciones de iones téxicos en hojas de vid
sometidas a déficit hidrico. El pequefio aumento de concentracion de iones téxicos
en estrés hidrico, podria deberse a que el agua de riego tenia una pequefia
cantidad de estos iones 0 a la disminucién del contenido de agua de las plantas
(efecto de concentracion).

El incremento de las concentraciones de Na* de los tejidos de plantas bajo salinidad
en relacibn a % materia seca fue diferente en los distintos 6rganos, siendo mas
elevado en peciolos, luego en tallos, limbos y por ultimo en las raices (Tabla 13). El
mayor incremento en peciolos y menor incremento en las raices coincide con lo
observado por Di Filippo et al. (2012). En este trabajo el incremento de las
concentraciones de Na* en los tallos fue mayor que en los limbos, sin embargo Di
Filippo et al. (2012) habian encontrado lo contrario. Esto podria deberse a una
diferencia varietal de las plantas de Cabernet Sauvignon, las cuales minimizarian la
llegada de este i6n toxico al limbo foliar mediante un mayor grado de
compartimentalizacion en o6rganos como el tallo. Por otro lado, estas
concentraciones de Na* en limbo y peciolo de vid no deberian ser comparadas con
algunos umbrales téxicos definidos en bibliografia (Stevens et al., 2011). Esto se
debe a que esos umbrales fueron definidos por muestreos de hojas de determinada

edad y en un momento del ciclo vegetativo de la vid especifico.
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Con los resultados obtenidos en este trabajo también se pudo observar la
importancia del tipo de hojas elegidas para evaluar las concentraciones del i6n Na*,
ya que en limbos maduros fue un 121% mayor que limbos jévenes (Tabla 13). El
mayor incremento de la concentracion de iones toxicos en limbos maduros, ha sido
documentado anteriormente (Munns & Tester, 2008). Sin embargo, a diferencia de
lo observado en el Na*, las concentraciones de CI" en limbos jévenes y maduros

fueron similares.

Las plantas injertadas sobre 1103P acumularon un 21% menos de Na' que las
injertadas sobre 101-14Mgt (Tabla 14). Esto indicaria que 1103P posee un mayor
poder de exclusién de este i6n, confirmando la tercer hipotesis de este trabajo. Este
mayor poder de exclusion de 1103P también fue observado por otros autores
(Walker et al. 2004; Walker et al. 2010; Di Filippo et al., 2012) al compararlo con
distintos portainjertos. El mayor poder de exclusién de 1103P podria significar una

ventaja en el largo plazo frente a salinidad.

Bajo el tratamiento salino, las concentraciones de CI° en todos los o6rganos
analizados siempre fueron superiores a las de Na* (Tabla 15 vs Tabla 14), lo cual
coincide con lo observado por otros autores (Di Filippo et al., 2012; Aragues et al.,
2014). A diferencia de lo observado en el Na*, las concentraciones de CI en limbos
jévenes y maduros fueron similares. Considerando todos los tratamientos, la
relacion entre superficie foliar e iones tdxicos (Na* y CI") fue similar a la observada
por otros autores que también trabajaron con plantas en macetas (Di Filippo et al.,
2012). En ese trabajo los umbrales de dafio definidos para la superficie foliar en
plantas Malbec fueron de 0,1% ms para el Na* y de 0,6% ms para el CI; a
concentraciones mayores de estos iones la superficie foliar disminuia en forma
lineal. Los resultados obtenidos en este trabajo mostraron que los valores
promedios de Na* y CI" en limbo (0,24% y 0,99% ms, respectivamente) superaron
esos umbrales de dafio para la superficie foliar en el tratamiento salino. Di Filippo y
otros (2012) también identificaron un umbral de dafio para las membranas celulares
(0,52% para el portainjerto 1103P). Sin embargo, en esta investigacion en el
tratamiento salino las vides injertadas sobre 1103P no presentaron dafios en las
membranas celulares, aunque superaron los valores de este umbral. Esto podria
deberse a una mayor resistencia a salinidad intrinseca de la variedad Cabernet
Sauvignon con respecto al Malbec. Esto concuerda con los resultados obtenidos

por Cavagnaro y otros (2006); en donde las plantas de la variedad Cabernet
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Sauvignon fueron mas tolerantes a salinidad que las Malbec; ya que presentaban
una menor reduccion con respecto al control en variables como superficie foliar o
biomasa. Al igual que lo que sucede con las concentraciones de Na’, estos
resultados no deberian ser comparados con trabajos a campo que relacionan
concentraciones de CI' en muestras de algunas hojas con sintomatologias de
intoxicacion observadas en vifiedos (Nijensohn, 1960).

Los portainjertos no presentaron diferencias en el poder de exclusién de i6on CI
entre ellos (Tabla 16). Este resultado contradice lo observado en otras
investigaciones que muestran un mayor poder de exclusion de CI" en 1103P con
respecto a otros portainjertos (Walker et al. 2004, Walker et al. 2010, Di Filippo et
al., 2012).

El incremento de las concentraciones de Cl de los tejidos de plantas bajo salinidad
(i.e., % materia seca) fue diferente en los distintos érganos, siendo mas elevado en
limbos y luego en peciolos coincidiendo con lo observado por Di Filippo et al.
(2012). Los incrementos de las concentraciones en raices y tallo, inferiores a las
presentadas en limbos y peciolos, también fueron observados por los mismos
autores. Sin embargo, en este trabajo el incremento de las concentraciones de CI
en tallos fue inferior al de las raices, a diferencia de Di Filippo et al. (2012).

Los tratamientos de estrés modificaron la absorcion de otros iones y sus balances.
Las concentraciones de K en limbos, peciolos y tallos fueron inferiores en ambos
tratamientos de estrés con respecto al T y sin diferencias entre portainjertos (Tabla
18). La relacion K'/Na* del limbo y de la planta entera siempre fue marcadamente
inferior en plantas con tratamiento Salino (1,5), mientras que las de DH tenian
valores intermedios (3,4) y las T presentaban los mayores valores (7). Otros autores
observaron que el estrés salino afectaba la absorcion de K* en varias especies
vegetales (Fozouni et al., 2012; Benzarti et al., 2014). Esto se debe a que en el
tratamiento salino la entrada de Na® compite con el K* por los mismos canales de
ingreso en las raices. Al igual que en este trabajo otros investigadores han
evidenciado que el estrés hidrico también disminuye la disponibilidad de K* a la
planta, debido a disminucién de la movilidad del K* (Kuchenbuch et al., 1986; Zeng,
2000). El K" es un macronutriente esencial en varios procesos fisioldgicos de la
planta como fotosintesis, respiracion, sintesis de proteinas y almidéon (Maathuis &
Amtmann, 1999). Existen antecedentes que muestran que una alta relacién K*/Na*

esta relacionada con la mayor supervivencia de la planta frente a condiciones de
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salinidad (Penella et al., 2015; Rodriguez-Navarro & Rubio, 2006). Algunos
investigadores sugieren que la relacion K'/Na® en plantas glicéfitas debe ser
superior a 1 para un normal funcionamiento en los procesos que participa este ion
(Maathuis & Amtmann, 1999). En este trabajo, todos los tratamientos mantuvieron

una relacion superior a 1.

A diferencia del K", los tratamientos de estrés aumentaron las concentraciones de
Ca™ en limbos y peciolos de las plantas respecto de las T, sin diferencias entre
tipos de estrés (Tabla 19). El aumento del contenido de Ca** en células bajo estrés
osmoético o idnico, fue documentado anteriormente (Choi et al., 2014; Bartels y
Sunkar, 2005). El Ca'™ tiene un rol importante para preservar la integridad y
funcionalidad de las membranas, estabilizar la estructura de la pared celular,
regular transporte de iones, controlar el intercambio i6nico, como también en la
actividad de las enzimas de la pared celular (Grattan y Grieve, 1998). No obstante
la relacion Ca™/Na’ del limbo disminuyé en ambos tratamientos de estrés con
respecto al T, siendo a su vez inferior en estrés Salino que en hidrico. Debido a que
el portainjerto 1103P presentd mayor concentracion de Ca* en el limbo foliar
(Tabla 19), su relacién Ca*¥/Na* fue superior a las de plantas injertadas sobre 101-
14Mgt (23 y 19, respectivamente); con lo cual se podria suponer que una mayor

proteccion en membranas en situaciones de estrés prolongado.

Al analizar los niveles de concentracion de Mg** en limbo, se observé una
interaccion entre el tipo de estrés y el genotipo. Si bien los niveles de concentracion
de Mg*? en limbo aumentan en 1103P bajo los dos tipos de estrés, el valor fue muy
pequefio y se considera que estas diferencias no serian importantes desde el punto
de vista agronémico. Por otro lado, las concentraciones de Mg** en todos los
6rganos analizados de las plantas injertadas sobre 1103P siempre fueron
superiores a las de 101-14Mgt. Esto podria ser una ventaja del portainjerto 1103P,
ya que el Mg™ ademéas de ser un componente importante de la clorofila, es
fundamental en el transporte de la sacarosa (Cakmak y Kirkby, 2008). Plantas
sometidas a deficiencias de Mg*™ acumulan mas carbohidratos en sus hojas,

generan ROS y son mas susceptibles al estrés oxidativo (Cakmak y Kirkby, 2008).
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5.CONCLUSIONES

El estrés salino y el hidrico inducen una reduccién del potencial hidrico foliar, de la
superficie foliar, la longitud de los brotes y la biomasa en la vid.

Ambos tipos de estrés reducen en forma semejante la biomasa de la planta entera,
aungue el reparto de la misma es diferente. El estrés hidrico afecta mas la
acumulacién de biomasa de la parte aérea y el estrés salino el de la raiz, a un

mismo nivel de potencial hidrico foliar.

El estrés hidrico disminuye mas la longitud de brotes y la superficie foliar que el

estrés salino a un mismo nivel de potencial hidrico foliar.

El estrés salino provoca un mayor ajuste osmotico en las hojas que el estrés hidrico

a un mismo nivel de potencial hidrico foliar.

A 80 Mm de NaCl y 40 dias de duracion, el tratamiento salino no provoca reduccion
del contenido de clorofila en las hojas, en cambio si lo hace un estrés hidrico de 0,4
FAET.

El portainjerto 1103P, a diferencia del 101-14Mgt, disminuye la cantidad de células
diferenciadas en estomas y la cantidad de estomas por superficie foliar ante
situaciones de estrés salino e hidrico. Las modificaciones en las hojas indican una

mayor adaptacién de 1103 P ante estas situaciones de estrés.

El portainjerto 1103P muestra mayor poder de exclusion de Na' que 101-14Mgt,
pero no presenta diferencias en la exclusion de CI, a 80 Mm de NaCl y 40 dias de
duracién del tratamiento salino. Esto indica una mayor tolerancia de 1103 P ante

situaciones de estrés salino.

PRINCIPALES APORTES DEL TRABAJO

Los resultados de este trabajo revelan que en vid, ante la ausencia de
disponibilidad de agua para riego podrian utilizarse recursos hidricos salinizados
(con contenidos de iones Na* y CI) durante un cierto periodo de tiempo. Esto se

debe a que la produccion de biomasa de la vid fue menos afectada en condiciones
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de riegos frecuentes con agua salina que por ausencia de riego (a igualdad de

potencial hidrico en la planta).

Este estudio aporta conocimientos locales sobre el comportamiento de dos
portainjertos muy utilizados en la provincia de Mendoza (Argentina) frente a
condiciones de dos tipos de estrés (hidrico y salino). A partir de esa informacion se
podra generar material de divulgacion al productor vitivinicola que le brinde
herramientas para la eleccion del portainjerto adecuado frente a su situacién

particular.

Con los resultados obtenidos en este trabajo también se pudo observar la
importancia del tipo de hojas a elegir para evaluar las concentraciones del ibn Na+,
ya que en limbos maduros fue un 121% mayor que en limbos jovenes. Sin embargo
no sucedié lo mismo con las concentraciones de CI. Los resultados aportan
informacién para generar metodologias apropiadas en el muestreo de hojas en
vifledos establecidos, como también informacién para relacionar estos valores con

posibles respuestas fisioldgicas de las plantas.

Futuras lineas de investigacion

Este trabajo generd la necesidad de continuar diferentes lineas de investigacion

que estudien:

- El comportamiento de distintas combinaciones injerto-portainjerto de vid

frente a distintos niveles de estrés hidrico, salino y su interaccion.

- La capacidad de recuperacion de la fotosintesis en vid luego de una
situacion de estrés salino; en funcién del tiempo de aplicaciéon del estrés y de la

calidad del agua de riego (diferentes concentraciones y tipos de sales).
- Las estrategias para aclimatar plantas regadas con agua salina, evaluacion
de los tiempos necesarios y del periodo que puede mantenerse esa aclimatacion en

la vid.

- Las relaciones entre los niveles de CI' en hojas de vid en diferentes

momentos del ciclo vegetativo y los contenidos a cosecha de CI en la uva madura.
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