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RESUMEN

El cambio climatico impactara en la sostenibilidad de los sistemas tanto naturales como agricolas. Debido
al calentamiento global, para Mendoza se estima un aumento de temperatura de entre 2 a 3.5 °C para fin de siglo.
La temperatura es uno de los principales factores que afecta el crecimiento y el rendimiento de las plantas.
Ademas, la vid se caracteriza por una gran variabilidad intra-especifica en las respuestas fisiologicas a variaciones
ambientales. Al respecto, Syrah y Grenache son dos variedades estudiadas por presentar comportamientos
contrastantes frente al déficit hidrico. Se espera que frente a un aumento de temperatura, estas variedades
presenten respuestas diferentes. El objetivo de esta tesis fue evaluar el efecto de un aumento en la temperatura
media aplicado durante todo el ciclo vegetativo, sobre la fotosintesis, la eficiencia en el uso del agua y la
composiciéon quimica de la baya, en plantas de Syrah y Grenache en un vifiedo de Lujan de Cuyo, Mendoza. Se
llevé a cabo un ensayo a campo durante 3 temporadas, en el que se compararon plantas sin restriccion hidrica,
crecidas a temperatura ambiente con plantas expuestas a un calentamiento medio de 1.1 (2016/17), 2.7 (2017/18)
y 1.5 °C (2018/19), cuya variabilidad se asocia al uso de un sistema pasivo. Las respuestas evaluadas fueron
capacidad fotosintética (carboxilacién de la Rubisco y tasa de transporte de electrones), asimilacion neta de COz,
conductancia, longitud y densidad estomaticas, eficiencia en el uso del agua intrinseca (moles de CO:2 asimilado
por mol de conductancia estomatica) y del rendimiento (kg de uva respecto a lamina de riego aplicada), madurez
y composicion polifendlica de la uva. Los resultados obtenidos evidenciaron respuestas varietales en la
aclimatacioén fotosintética y en la eficiencia en el uso del agua intrinseca. Las plantas calentadas de Grenache
aumentaron la asimilacién de C y la capacidad fotosintética con respecto al control; mientras que Syrah mantuvo
tasas similares en las condiciones control y calentado. En ambas variedades se incrementé la temperatura 6ptima
de la asimilacion neta, pero en menor grado a medida que el calentamiento fue mayor. Esto indica que cuando la
temperatura de crecimiento excede la éptima de la fotosintesis, hay una limitacién en la aclimatacion. Ademas,
Grenache calentado incrementé la conductancia estomatica y la longitud de los estomas, lo que llevé a una
disminucién en la eficiencia en el uso del agua intrinseca con respecto al control. En Syrah, el comportamiento
bajo el calentamiento y las condiciones control fue similar. Estos resultados mostraron que Grenache modificé su
funcionamiento foliar para hacer frente al aumento de temperatura mientras que Syrah fue tolerante y mantuvo
valores cercanos al 6ptimo. Debido al buen estado hidrico de las plantas, ambas variedades pudieron mantener
la temperatura de la hoja en valores proximos a la del aire. No obstante, tanto Syrah como Grenache disminuyeron
la eficiencia en el uso del agua del rendimiento en respuesta al calentamiento. Finalmente, se observé un mayor
contenido de solidos solubles y pH en la uva y un menor rendimiento en plantas calentadas de ambas variedades,
con respecto a las plantas control. Los antocianos totales disminuyeron en las uvas de plantas calentadas, pero
con mayor plasticidad en Syrah que en Grenache. Estos cambios en la uva pueden afectar negativamente la
calidad del vino en ambas variedades. Los resultados de este estudio amplian la comprension de los
comportamientos varietales en respuesta a la temperatura para desarrollar estrategias de mitigacion y adaptacion

de la viticultura al cambio climatico.
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plasticidad fenotipica.



ABSTRACT

Climate change will impact the sustainability of natural and agricultural systems. Due to global
warming, an increase between 1.5 and 3.5 °C in mean temperature is expected for the grape-growing region
Mendoza. Temperature is one of the main factors affecting plant growth and yield. Furthermore, grapevine
is characterized by a high intra-specific variability in the physiological responses to environmental factors. In
this regard, Syrah and Grenache are two varieties reported for having contrasting behaviors in response to
water deficit. It is expected that under high temperature, these varieties would respond differently. The
objective of this thesis was to evaluate the effect of an increase in the mean temperature applied throughout
the vegetative cycle, on photosynthesis, water use efficiency and berry chemical composition in Syrah and
Grenache plants, in a vineyard located at Lujan de Cuyo, Mendoza. A field experiment was carried out for 3
seasons, in which well-watered plants grown at ambient temperature were compared with plants exposed to
a mean heating of 1.1 (2016/17), 2.7 (2017/18) and 1.5 °C (2018/19). Variability in heating was due to the
use of a passive system. The responses were evaluated in terms of photosynthetic capacity (Rubisco
carboxylation rate and electron transport rate), net CO. assimilation, stomatal conductance, density and
length, intrinsic water use efficiency (net assimilation related to stomatal conductance), yield water use
efficiency (plant productivity related to total amount of water applied), and grape ripening and polyphenolic
composition. The results evidenced varietal responses in photosynthetic acclimation and water use
efficiency. Grenache heated plants increased the C assimilation and the photosynthetic capacity compared
to control; while Syrah maintained similar rates in the control and heated conditions. In both varieties, the
optimum temperature for net assimilation increased, but to a lesser degree as warming was higher indicating
that when growth temperature exceed optimum temperature for photosynthesis, acclimation is limited. On
the other hand, Grenache heated plants increased stomatal conductance and length, which led to a decrease
in water use efficiency compared to control plants. While in Syrah, stomatal conductance and water use
efficiency under heating and control conditions were similar. These results showed that Grenache modified
its leaf functioning to cope with heating; whereas Syrah was tolerant since it maintained stomatal
conductance and water use efficiency close to optimum values. As plants were under non-limiting water
conditions, leaf temperature was near to air temperature. Nevertheless, yield water use efficiency decreased
in heated plants for both varieties. Finally, a lower yield and a higher soluble solids content and pH were
observed in grapes from heated plants, compared to control grapes. Anthocyanins decreased in heated
grapes, but with higher plasticity in Syrah than in Grenache. These changes in grape composition may
negatively affect wine quality. These results expand our understanding of varietal behaviors in response to

temperature in order to develop strategies that help mitigate or adapt viticulture to climate change.

Key words: climate change, Syrah, Grenache, Rubisco carboxylation rate, electron transport rate,

intrinsic water use efficiency, yield water use efficiency, phenotypic plasticity.
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la tabla 3.3.

Figura 3.8: Respuesta a la temperatura de la asimilacién neta (A,, umol CO, m?s™) en plantas de
Grenache (A-B) y Syrah (C-D) bajo tratamientos control (azul) y calentado (rojo), durante las
temporadas 2016/17 (A-C) y 2017/18 (B-D). Los simbolos representan la media de 3 o0 4 réplicas
por tratamiento y las lineas representan la funcién parabdlica ajustada. Las figuras insertadas
representan la relacion entre la temperatura de crecimiento (T,°C) y la temperatura éptima de
An (Topt, °C).

Figura 4.1: Eficiencia en el uso del agua (EUA) a diferentes escalas de medicién y de incidencia de
factores externos, desde nivel de hoja hasta el nivel de cuenca. A la izquierda se indican los
factores que intervienen en las diferentes escalas, abreviaturas: H humedad, T temperatura, V
viento y DPV déficit de presién de vapor. A la derecha en los recuadros de indica la relacion que
determina la eficiencia en el uso del agua para cada nivel. Abreviaturas: EUAin: eficiencia en el
uso del agua intrinseca, EUAis instantanea, A, asimilacion neta de CO,, gs conductancia
estomatica, E transpiracion foliar, Qq quintales (100 kg). Se colorearon los recuadros de la EUA
rendimiento y la EUA intrinseca, estudiadas en este trabajo. Adaptado de Medrano et al. (2014,
2018).
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Figura 4.2: Flujos de carbono y agua que componen la eficiencia en el uso del agua a escala de la
hoja. Esquema simplificado de la seccién transversal de una hoja, mostrando la via para la
fijacion CO: y la salida de H2O. Tomado de Leakey et al., 2019.

Figura 4.3: Temperatura diaria del aire (A, C, E, G, ) y de la hoja (B, D, F, H, J) medidas en plantas
calentadas (rojo) y control (azul). Un dia al mes es presentado para ilustrar el patrén diario de
temperatura. Los valores presentados son la media de 4 termocuplas para aire y hoja. El area
sombreada gris coincide con el horario al cual se condujeron las mediciones de intercambio
gaseoso.

Figura 4.4: Temperatura Media diaria del aire y de la hoja (A) y enfriamiento de la hoja (B, temperatura
hoja — temperatura aire) para plantas de Grenache y Syrah calentadas (rojo, rosado) y control
(azul, celeste). La barra representa la media para todo el periodo de ensayo (octubre-febrero)
para n=2 en cada condicion (variedad, temperatura y lado), la barra de error representa el error
estandar. Las letras en la figura indican una diferencia significativa para un test LSD (a=0.05),
comparando el régimen de temperatura y el lado de la canopia, para cada variedad por separado
(mayusculas para Grenache, minusculas para Syrah).

Figura 4.5: Déficit de presion de vapor medio del aire y de hoja-aire para plantas de Grenache y Syrah
calentadas (rojo, rosado) y control (azul, celeste). La barra representa la media para todo el
periodo de ensayo (octubre-febrero) para n=2 en cada condicién (variedad, temperatura y lado),
la barra de error representa el error estandar. Las letras en la figura indican una diferencia
significativa para un test LSD (a=0.05), comparando el régimen de temperatura y el lado de la
canopia, para cada variedad por separado (mayusculas para Grenache, minusculas para Syrah).

Figura 4.6: Distribucion de frecuencia relativa de la longitud de estomas para hojas del lado este y
oeste de plantas de Grenache (A) y Syrah (B) calentadas (rojo) y control (azul). La significancia
entre frecuencias relativas a cada intervalo estad indicado con ** (p valor<0.05) y *** (p
valor<0.01).

Figura 4.7: Evolucién estacional de la asimilacién neta (A,) medida cada 15 dias, desde 11/11/2016
(A-C, hojas lado este) o 26/12/2016 (B-D, hojas lado oeste) al 20/02/2017 en plantas de
Grenache (A-B) y Syrah (C-D), bajo dos regimenes térmicos, calentadas (rojo) y control (azul).
Los simbolos representan la media + error estandar para n=8 plantas por tratamiento. Las letras
indican un test LSD para a=0.05 para la interaccion de variedad y régimen térmico, comparando
toda la curva y separadamente hojas del lado este (mayusculas) y oeste (minusculas).

Figura 4.8: Evolucion estacional de la conductancia estomatica (gs) medida cada 15 dias, desde
11/11/2016 (A-C, hojas lado este) 0 26/12/2016 (B-D, hojas lado oeste) al 20/02/2017 en plantas
de Grenache (A-B) y Syrah (C-D), bajo dos regimenes térmicos, calentadas (rojo) y control (azul).

Los simbolos representan la media + error estandar para n=8 plantas por tratamiento. Las letras
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indican un test LSD para a=0.05 para la interaccion de variedad y régimen térmico, comparando
toda la curva y separadamente hojas del lado este (mayusculas) y oeste (minusculas).

Figura 4.9: Evolucién estacional de la transpiracion foliar (E) medida cada 15 dias, desde 11/11/2016
(A-C, hojas lado este) o 26/12/2016 (B-D, hojas lado oeste) al 20/02/2017 en plantas de
Grenache (A-B) y Syrah (C-D), bajo dos regimenes térmicos, calentadas (rojo) y control (azul).
Los simbolos representan la media + error estandar para n=8 plantas por tratamiento. Las letras
indican un test LSD para a=0.05 para la interaccion de variedad y régimen térmico para hojas
del lado oeste (minusculas) y soélo para variedad en hojas del lado este (mayusculas),
comparando toda la curva.

Figura 4.10: Evolucion estacional de la eficiencia en el uso del agua intrinseca (EUAin, An/gs) medida
cada 15 dias, desde 11/11/2016 (A-C, hojas lado este) o0 26/12/2016 (B-D, hojas lado oeste) al
20/02/2017 en plantas de Grenache (A-B) y Syrah (C-D), bajo dos regimenes térmicos,
calentadas (rojo) y control (azul). Los simbolos representan la media + error estandar para n=8
plantas por tratamiento. Las letras indican un test LSD para a=0.05 para la interaccion de
variedad y régimen térmico, comparando toda la curva y separadamente hojas del lado este
(mayusculas) y oeste (minusculas).

Figura 5.1: Desarrollo y crecimiento de la baya. Se indican la primera fase de formacion (cuaje y
division celular), la segunda fase (lag), el envero y la tercera fase (madurez). Se indica en cada
una la duracién estimada en dias después de floracién (eje X), los principales eventos (recuadros
verdes), los compuestos que se sintetizan y acumulan (rectangulo gris) y las vias de transporte
a la baya (celeste xilema y rosado floema). Figura tomada de Keller, 2015b, adaptada de
Coombe y McCarthy, 2000.

Figura 5.2: Resumen de los efectos de las temperaturas diurnas y/o nocturnas elevadas en los
flavonoides de uvas. Se indican diferentes escalas de aplicacién de los tratamientos de
temperatura, planta entera, racimo y baya. PAs corresponde a proantocianidinas. Extraido de
Gouot et al., 2019.

Figura 5.3: Diferencia en la temperatura del aire media diaria entre plantas calentadas y control durante
los meses de octubre a principios de maro para las temporadas 2016/17 (turquesa), 2017/18
(violeta) y 2018/19 (naranja).

Figura 5.4: Evolucién estacional del peso fresco de baya (g) medido cada 10 dias, desde envero a
cosecha en uvas de plantas de Grenache (A, linea continua) y Syrah (m, linea punteada) bajo
condiciones control (azul) y calentadas (rojo); durante las temporadas 2017 (A) y 2018 (B). Los
simbolos representan la media * error estandar para 5 repeticiones por tratamiento. Las lineas

representan una ecuacion cuadratica ajustada para cada tratamiento.
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Figura 5.5: Evolucion estacional del contenido de sélidos solubles (°Bx) medido cada 10 dias, desde
envero a cosecha en uvas de plantas de Grenache (A) y Syrah (m) bajo condiciones control
(azul) y calentadas (rojo); durante las temporadas 2017 (A) y 2018 (B). Los simbolos representan
la media % error estandar para 5 repeticiones por tratamiento. Las lineas unen las diferentes
fechas de muestreo.

Figura 5.6: Evolucién estacional del pH medido cada 10 dias, desde envero a cosecha en uvas de
plantas de Grenache (A) y Syrah (m) bajo condiciones control (azul) y calentadas (rojo); durante
las temporadas 2017 (A) y 2018 (B). Los simbolos representan la media * error estandar para 5
repeticiones por tratamiento. Las lineas unen las diferentes fechas de muestreo.

Figura 5.7: Norma de reaccién de taninos totales (mg baya™) para Grenache (A, linea continua) y
Syrah (m, linea punteada) en respuesta a la media ambiental segun el tratamiento de temperatura
(calentado, rojo; control, azul). Los puntos representan los valores de taninos totales de las
temporadas 2017 y 2018, de muestras tomadas en envero, media madurez y cosecha.

Figura 5.8: Norma de reaccion de antocianos totales (mg baya™) para Grenache (A, linea continua) y
Syrah (m, linea punteada) en respuesta a la media ambiental segun el tratamiento de temperatura
(calentado, rojo; control, azul). Los puntos representan los valores de antocianos totales de las
temporadas 2017 y 2018, de muestras tomadas en envero, media madurez y cosecha.

Figura 5.9: Relacion entre sdlidos solubles (°Bx) y antocianos totales (mg baya™) para plantas de
Grenache (A, linea continua) y Syrah (m, linea punteada) calentadas (rojo) y control (azul). Las
lineas representan una regresion lineal, ajustada considerando en conjunto las determinaciones
en 2017 y 2018.

Figura S2.1: Plano de vifiedo experimental donde se realizé el ensayo. El vifiedo cuenta con 13
variedades de vid, hileras plantadas norte-sur y formando 9 bloques en sentido este-oeste. La
unidad de cada bloque esta formada por dos claros consecutivos, con 5 plantas cada uno.
Estacion Experimental Agropecuaria Mendoza, INTA.

Figura S$2.2: Temperatura de aire para un dia representativo (28/12/2016) medida a tres alturas del
espaldero (A 0.8, B 1.2y C 1.5 m) en plantas calentadas mediante el Sistema de Calentamiento
Pasivo (rojo) y control (azul). Se observa mayor temperatura en las plantas calentadas para las
alturas 0.8 y 1.2 m, a partir de 1.5 m no hay diferencias. Estacién Experimental Agropecuaria
Mendoza, INTA.

Figura S2.3: Potencial hoja (¥, MPa) medio dia (A, B linea en guiones) y pre amanecer (A, linea
continua) medido cada 15 dias en plantas de Grenache (A) y Syrah (m) expuestas a condiciones
control (azul) y calentadas (rojo) durante las temporadas 2017/18 (A) y 2018/19 (B). Los valores
representan la media * error estandar de 5 plantas por tratamiento (combinaciéon variedad-

temperatura).
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Figura S3.1: Evolucion estacional de la temperatura maxima diaria para los tratamientos control (azul)
y calentado (rojo) durante las temporadas 2016/17, 2017/18 (B) y 2018/19 (C). Los valores
representan la media de 4 réplicas, dos en Syrah y dos en Grenache. La temperatura fue medida
con termocuplas en la zona de racimos y registrada cada 20 minutos.

Figura $3.2: Evolucion estacional de la temperatura minima diaria para los tratamientos control (azul)
y calentado (rojo) durante las temporadas 2016/17, 2017/18 (B) y 2018/19 (C). Los valores
representan la media de 4 réplicas, dos en Syrah y dos en Grenache. La temperatura fue medida
con termocuplas en la zona de racimos y registrada cada 20 minutos.

Figura S3.3: Curvas A./C; a 25, 30 y 40 °C en plantas de Grenache control (A), Grenache calentado
(B), Syrah control (C) y Syrah calentado (D) durante 2016/17. Las curvas a 20 y 35 °C no se
presentan para mejor claridad en la figura. Los valores representan la media + desvio estandar
para 3 o 4 réplicas por tratamiento.

Figura S3.4: Curvas A./Ci a 25, 30 y 40 °C en plantas de Grenache control (A), Grenache calentado
(B), Syrah control (C) y Syrah calentado (D) durante 2017/18. Las curvas a 20 y 35 °C no se
presentan para mejor claridad en la figura. Los valores representan la media + desvio estandar
para 3 o 4 réplicas por tratamiento.

Figura S4.1: Evolucién estacional de la eficiencia en el uso del agua instantanea (EUAins) medida cada
15 dias, desde 11/11/2016 (A-C, hojas lado este) o 26/12/2016 (B-D, hojas lado oeste) al
20/02/2017 en plantas de Grenache (A-B) y Syrah (C-D), bajo dos regimenes térmicos,
calentadas (rojo) y control (azul). Los simbolos representan la media * error estandar para n=8
plantas por tratamiento. Se realiz6 un MLM para medidas repetidas en el tiempo (factores fijos
variedad, temperatura y dia de medicion; factores aleatorios parcela principal, subparcela y
planta). Las letras indican un test LSD para a=0.05 para la interaccién de variedad y régimen
térmico, comparando toda la curva y separadamente hojas del lado este (mayusculas) y oeste

(minusculas).
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ABREVIATURAS

Ci
€sat
€a

a
An
Aopt
aopt

DPV

EUA
EUAins
EUAint
Im

Js

Ha.

IH
Iw

Jmax
Jmax25
Jopt

SCP
Taire

Thoja
Topt
chax

2
chax 5

Vcopt
AS
¥,

Concentracion de CO; en los espacios intercelulares (umol mol™)

Presién de vapor de agua en saturacion (kPa)

Presién de vapor de agua actual (kPa)

Pendiente de norma de reaccién (adimensional)

Asimilacién neta de CO, (umol CO2m?2s™)

Asimilacion neta de CO; a la temperatura 6ptima (umol CO2m?s™)

Pendiente de regresion lineal entre la temperatura 6ptima de la asimilacion neta y la
temperatura de crecimiento (°C °C™")

Déficit de presion de vapor (kPa)

Transpiracion foliar (mmol H.O m2s™)

Eficiencia en el uso del agua

Eficiencia en el uso del agua instantanea (umolCO2/molH20)

Eficiencia en el uso del agua intrinseca (umolCO2/molH20)

Conductancia del mesdfilo

Conductancia estomatica (mmol H.O m2s™)

Energia de activacion (kJ mol™)

Energia de desactivacion (kJ mol™)

indice heliotérmico

indice de Winkler

Tasa maxima de transporte de electrones (umol m2s")

Tasa maxima de transporte de electrones a la temperatura de referencia (25 °C, umol m2?s™)
Tasa de transporte de electrones a la temperatura 6ptima (umol m?2s™)
Sistema de calentamiento pasivo

Temperatura de aire (°C)

Temperatura de crecimiento (°C)

Temperatura de hoja (°C)

Temperatura 6ptima (°C)

Velocidad maxima de carboxilacion de la Rubisco (umol m?s™)

Velocidad maxima de carboxilacion de la Rubisco a la temperatura de referencia (25 °C, ymol
m2s™)

Velocidad de carboxilacion de la Rubisco a la temperatura 6ptima (umol m2s™)
Término de entropia (adimensional)

Potencial hidrico de hoja a mediodia (MPa)

Potencial hidrico de hoja en pre-amanecer (MPa)
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CAPITULO 1: INTRODUCCION GENERAL

1. Contexto general de cambio climatico

El cambio climatico es uno de los procesos que mas urge atender en términos ecoldgicos,
econémicos y sociales. Segun la Convencidon Marco de las Naciones Unidas sobre el Cambio Climatico
(CMNUCC) se trata del “cambio de clima atribuido directa o indirectamente a la actividad humana
que altera la composicion de la atmésfera global y que se suma a la variabilidad natural del clima
observada durante periodos de tiempo comparable”. Esta definicion distingue entre los cambios
producto de la combinacién de las variaciones climaticas inducidas por las actividades humanas y los
cambios sobrepuestos en la variabilidad natural propia del sistema climatico (Informe sobre la
Evaluacién del Grupo de Expertos sobre Cambio Climatico, IPCC por sus siglas en inglés, 2013;
Villalba, 2007). El impacto y la necesidad de atender esta problematica son de tal magnitud, que
diversos sectores de la sociedad se refieren a estos procesos como crisis climatica.

Los principales factores ambientales que tendran variaciones a nivel global son la temperatura y
las precipitaciones. En cuanto a la temperatura, ya se registra un aumento de alrededor de 0.87 °C
para la temperatura media global (tierra y océano) y de 1.53 °C para la temperatura media de la tierra,
con respecto a valores del periodo pre industrial (1850-1900; IPCC, 2019a). Este calentamiento es
debido a la emisidn de gases de efecto invernadero, de origen principalmente antropogénico. Los
mismos actuan como un filtro opaco a la radiacién infrarroja re-emitida por la superficie terrestre, y
consecuentemente aumenta la temperatura de la atmdsfera (Boninsegna, 2014). El vapor de agua
(H20), el dioxido de carbono (CO), el 6xido nitroso (N20), el metano (CH4) y el ozono (Os) son los
gases de efecto invernadero primarios de la atmdsfera terrestre a los que se suman otros enteramente
antropogénicos como los halocarburos y otras sustancias con bromo y cloro. Debido al efecto
invernadero, es probable que el calentamiento global en superficie llegue a 1.5 °C entre 2030 y 2052
(IPCC, 2019b). Este incremento no es uniforme en toda la tierra, sino que se concentra especialmente
en las zonas continentales del hemisferio norte, alterando la circulacién atmosférica y la distribucion de
precipitaciones (Boninsegna, 2014). En consecuencia, se proyecta para diferentes regiones un
aumento de los episodios de calor extremo, de precipitaciones intensas, de la probabilidad de sequia
y de déficits de precipitacion (IPCC, 2019a). Es importante sefialar que el aumento a nivel global ya es
palpable y observable; por ejemplo la década 2011-2020 ha sido la mas calida, mientras que los afios
2016 y 2020 han sido los afios mas calurosos desde que se tienen registros.

Otros aspectos a considerar con respecto al cambio climatico incluyen un aumento en la
desertificacion de tierras por interacciones entre el incremento de la temperatura y la
evapotranspiracion, y la disminucién en las precipitaciones (IPCC, 2019a). En los océanos se espera
un aumento del nivel de entre 0.26 y 0.70 m debido al derretimiento de los glaciares polares (IPCC,
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2019b). También en los océanos habra una mayor acidificacion y una menor disponibilidad de oxigeno
con efectos varios como alteraciones en la distribucidn de especies y disminuciones de los arrecifes de
coral y de los recursos pesqueros. Se estima, por otro lado, una pérdida de biodiversidad que llevara a
la transformacion de entre el 4% y el 10% de los ecosistemas de la superficie terrestre (IPCC, 2019b).

Si bien existe gran variabilidad debido a la multiplicidad de factores que intervienen en las
proyecciones del cambio climatico, se puede generalizar que hay un riesgo en aumento para los
sistemas naturales y humanos. Algunos efectos negativos para las poblaciones humanas seran sobre
la salud, la seguridad alimentaria, el suministro de agua y el crecimiento econémico. Una gran parte de
este riesgo guarda estrecha relacion con el impacto que puede tener el cambio climatico sobre la
agricultura, debido a que los rendimientos de los cultivos estan fuertemente influenciados por las
condiciones climaticas (Cabré y Nufez, 2020). No obstante, en regiones de latitudes elevadas el
rendimiento de algunos cultivos extensivos (como maiz, remolacha azucarera, trigo) ha cambiado
positivamente en las décadas recientes (IPCC, 2019a). El incremento de temperatura media también
podria permitir expandir zonas de cultivos (como por ejemplo la vid) en latitudes extremas (Mosedale
et al., 2016).

Una alternativa para mitigar los efectos negativos del cambio climatico es implementar rapida y
efectivamente estrategias globales de adaptacién. A tal efecto, las tasas netas de emision de CO, y de
otros gases de efecto invernadero deberian llevarse a valores iguales a cero o negativas (IPCC, 2019b).
Incluso en escenarios de bajas emisiones, se estiman aumentos de temperatura de alrededor de 1.5
°C para fin de siglo (IPCC, 2014). Otras acciones posibles de ejecucién son la disminucién en el
consumo, uso de recursos y desperdicio de alimentos, asi como disminuir el consumo de alimentos
asociados a altas emisiones de gases de efecto invernadero. Cambios en el uso de suelo, fomento de
la forestacion y uso de energias renovables también tendran un alto impacto. Es importante considerar
que para lograr mitigar efectivamente los efectos del cambio climatico multiples actores de la sociedad
como agentes estatales y privados, inversionistas, la sociedad civil y las instituciones cientificas deben

colaborar en su conjunto.

2. Contexto regional de cambio climatico

2.1. Efectos observados

Los oasis productivos del centro-oeste de Argentina son zonas altamente vulnerables a los
cambios de temperatura y de precipitaciones (Boninsegna, 2014). Esta region, comprendida por las
provincias de Mendoza y San Juan, debe su desarrollo agricola al aporte hidrico de la nieve que se

acumula en la cordillera de los Andes durante el inverno. En primavera y verano, la fusién de la nieve
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incrementa los caudales de los rios, de los que dependen las actividades de agroindustria, turismo,
generacion de hidroelectricidad y consumo poblacional.

En esta region (precisamente el valle, al este de la cordillera), se ha observado una tendencia al
aumento de las temperaturas media y minima de primavera y verano, particularmente a partir de la
década del 1970 (Boninsegna, 2014; Deis et al., 2015). Este aumento también se ha observado en la
cordillera, con el consecuente cambio en el régimen hidrico de los rios. Las elevadas temperaturas
primaverales producen una fusion temprana de la nieve y por ello se adelanta el pico de escorrentia de
los rios, que puede ocasionar una menor disponibilidad hidrica para los cultivos a fines de verano
(Boninsegna, 2014; Villalba, 2007). Otra alteracién en el régimen hidrico de la regién de Cuyo tiene que
ver con un aumento de las precipitaciones estivales, caracterizadas por manifestarse en eventos cortos,
abundantes y en ocasiones acompafiados de granizo (Boninsegna, 2014). A modo de ejemplo,
recientemente se registrd en un dia (el 12/11/2020) en Mendoza una precipitacion de 56 mm, la cual
representa un 25% de las precipitaciones que deberian ocurrir en un afo y es la tormenta de mayor
intensidad registrada histéricamente para el mes de noviembre (Servicio Meteorolégico Nacional,
www.smn.gob.ar)

Por otro lado, existe una alta correlacion entre la cantidad de nieve caida en la estacién invernal
con los caudales de los rios durante el periodo estival. Se ha observado una tendencia negativa general
en los caudales de los rios desde 1950, con algunos periodos de recuperacion (Boninsegna, 2014).
Sin embargo, en afios donde las precipitaciones niveas en la cordillera son escasas, los rios mantienen
caudales mayores a los esperados y esto se debe a un aporte extra de agua por derretimiento de los
glaciares de montafia. De este modo, los glaciares constituyen un elemento de gran utilidad para
estudiar variaciones climaticas debido a su estabilidad y a que los cambios producidos quedan
evidenciados en el paisaje. Se ha observado que existe en los glaciares de la regiéon de Cuyo una
marcada retraccion iniciada a principios del siglo XX (Boninsegna, 2014; Villalba, 2007). La misma
puede estar relacionada al aumento de temperatura, a la menor precipitacién nivea o a ambas en

conjunto (Boninsegna, 2014).

2.2. Proyecciones

La variabilidad y los cambios observados en la temperatura y las precipitaciones presentes
representan una fuente de informacion valiosa para estimar las condiciones climaticas futuras. Esta
informacion es un insumo clave para modelos de simulacion que arrojan como resultado posibles
escenarios futuros. Los modelos son capaces de simular las caracteristicas globales del clima y de sus
cambios en el pasado reciente y por lo tanto son utiles como herramientas para el desarrollo de
escenarios climaticos futuros a nivel global. No obstante, su precisidon a escala regional es menor

(Centro de Investigaciones del Mar y la Atmdsfera, CIMA, 2015). Por esto, el uso reciente de modelos
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de circulacion locales ha permitido incrementar la resolucion y la precisién en las estimaciones para
zonas de gran variabilidad espacial como las cordilleranas (Boninsegna, 2014). Estos modelos se
basan en diferentes escenarios que consideran acciones de mitigacion y sus consecuentes emisiones
de gases de efecto invernadero y calentamiento asociado. Tomando un modelo local (denominado
MM5; Cabré et al., 2016) y un escenario moderadamente pesimista (escenario A2), se proyecta en
Mendoza para fines de este siglo un aumento en la temperatura media anual de alrededor de 1.5 °C
en la zona del valle y de alrededor de 3.5 °C en las zonas de cordillera (Cabré y Nufiez, 2020; Cabré
et al., 2016). Una consecuencia de este calentamiento podria ser una reduccion de alrededor del 50%
en el area de la cuenca cordillerana con nieve permanente. Esta variacion tendria mayor impacto en
las cuencas del sur de la provincia de Mendoza debido a su menor altura (Boninsegna, 2014).

Con respecto a las precipitaciones, se esperan tendencias opuestas en el valle (precipitaciones
estivales) y en la cordillera (precipitaciones invernales). Por un lado, se advierte que dentro de 70 afios
las precipitaciones de verano podrian aumentar considerablemente en el valle y el piedemonte de las
provincias de Mendoza y San Juan. Por el contrario, se produciria una reduccién de las precipitaciones
invernales en la Cordillera. Estas proyecciones son consistentes con las tendencias observadas
durante fines del siglo XXy principios del siglo XXI (Hulme y Sheard, 1999; Villalba, 2007). No obstante,
estudios del CIMA (2015) proyectan incrementos o disminuciones en las precipitaciones del orden del
10% con respecto a los valores actuales. Esta variacidon podria estar dentro del rango de error de las
estimaciones, y en consecuencia se podria asumir que no habria mayores cambios en la precipitacién
en un futuro cercano o incluso lejano (CIMA, 2015). En los trabajos previamente citados (Boninsegna
2014; Cabré y Nurfiez, 2020; Cabré et al., 2016) tanto la temperatura como la precipitacién fueron
estimadas con un grado de confianza medio a alto (CIMA, 2015; Hulme y Sheard, 1999). Es importante
tener en cuenta que las proyecciones de cambio climatico tienen mucha variabilidad y no siempre
representan adecuadamente el clima de una region. El uso de modelos climaticos de menor escala

geografica ayuda a una mayor precision en las estimaciones.

3. Viticultura en un contexto de cambio climatico

3.1. Consideraciones generales

La vid (Vitis vinifera L.) es el cultivo frutal mas importantes del mundo, con alrededor 7 millones
de ha cultivadas a lo largo de todo el mundo (FAO, 2018). Presenta una gran diversidad genética, con
mas de 5000 variedades conocidas (Wolkovich et al., 2018). Su produccién y su calidad estan
determinadas por fuertes interacciones entre factores genéticos, climaticos y edaficos como asi
también con las practicas humanas y la cultura de cada regién. Esto convierte a la viticultura en un area

de gran interés para evaluar los impactos del cambio climatico, por la variabilidad de escenarios donde
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se cultiva y por el posible desarrollo de estrategias de mitigacion de implementacién en el corto y largo
plazo (Wolkovich et al., 2018). Ademas, los cambios en el ciclo fenoldgico del cultivo observados en
diferentes regiones, pueden utilizarse como indicadores del cambio climatico (Cabré et al., 2016;
Mosedale et al., 2016). Por este motivo, la viticultura ha sido fuente de estudio para los cambios
climaticos histéricos y contemporaneos (Mosedale et al., 2016). En Argentina, la vid es el cultivo
fruticola mas importante y representa el 38% de la superficie cultivada con frutales (Sanchez, 2020).
Abarca 215300 ha de las cuales el 91.5% se concentra en las provincias de Mendoza y San Juan, con
151490 y 45337 ha cada una (INV, 2019).

Con respecto a las proyecciones climaticas, el aumento de temperatura puede ser perjudicial
para algunas zonas viticolas mientras que otras podrian verse beneficiadas. De manera general, el
calentamiento medio de entre 1.5 a 4 °C tendria un impacto negativo en Mendoza y San Juan, en
particular en algunas zonas que actualmente son calidas (por ej. Norte y Este de Mendoza). En estas
regiones, las consecuencias de un aumento de temperatura podrian implicar un mayor consumo hidrico
por parte del cultivo, un adelanto en el ciclo fenolégico con una mayor exposicion a heladas
primaverales y cambios en la composicion de la uva que podrian afectar negativamente su calidad para
vinificar (Mira de Orduna, 2010; Petrie y Sadras, 2008). Sin embargo, zonas préximas a la cordillera y
a mayor altitud (algunos valles cordilleranos de Mendoza, San Juan y otras provincias como La Rioja y
Catamarca), podrian verse beneficiadas, permitiéndose el cultivo de mayor diversidad de variedades
tanto actuales como nuevas. Esta misma situacién se presenta en otras regiones viticolas del mundo,
en las que la estacion de crecimiento es mas corta por estar localizadas en altura o a elevadas latitudes,
como las del norte y centro de Europa. En estas zonas frias, una mayor acumulacion de temperatura 'y
una prolongacion en la estacion de crecimiento serian favorables para la estabilidad en los rendimientos
(Cabreé et al., 2016; Mosedale et al., 2016). Por el contrario y tal como se sefialé anteriormente, los
modelos climaticos indican que las areas actualmente calidas pueden evolucionar hacia condiciones
climaticas mas desfavorables poniendo en riesgo su sostenibilidad en el largo plazo (Mosedale et al.,
2016; Santillan et al., 2019).

Otro de los aspectos a considerar es el cambio en las precipitaciones, tanto en su magnitud como
en la distribucion estacional. Pese a los resultados variables que hay en torno a las proyecciones, la
disminucion de las precipitaciones niveas a nivel local perjudicara el cultivo de la vid ya que habra
menos agua disponible para la agricultura bajo riego y para las demas actividades humanas. Esto
podria ocasionar estrés hidrico en el cultivo que si no es controlado en el tiempo o moderado en su
intensidad, puede afectar el rendimiento, la calidad y la sostenibilidad del vifedo (Chaves et al., 2010;
Flexas et al., 2010; Medrano et al., 2014). Por lo tanto, aumentar la eficiencia en el uso del agua tanto
en la distribucidon como a nivel del cultivo, puede tener un impacto positivo en el resto del oasis, debido

al gran area que ocupan los vifiedos y al volumen de agua que se les destina. En cuanto a la variacion
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estacional, el incremento de precipitaciones estivales, al ser de gran magnitud e intensidad, y a menudo
acompanadas de granizo, serian dificiles de aprovechar en el balance hidrico de los cultivos. Ademas,
las lluvias estivales afectarian la produccion de uva al favorecer (con condiciones de mayor humedad)
el desarrollo de enfermedades criptogamicas (podredumbres principalmente), haciendo mas dificil su

control y afectando el rendimiento y la calidad de la uva (Villalba 2007).

3.2. Impacto de la temperatura sobre la fotosintesis y el

comportamiento estomatico

Uno de los procesos fisiologicos mas sensible a la temperatura es la fotosintesis. En un contexto
de calentamiento global, entender los mecanismos involucrados en su respuesta a la temperatura
resulta de gran importancia para la agricultura en general (Yamori et al., 2014). Cuando aumenta la
temperatura a la que crece la planta (temperatura de crecimiento, T.), la fotosintesis puede aclimatarse
resultando en una optimizacién de la tasa fotosintética en el ambiente mas calido, con respecto al
ambiente inicial (Berry y Bjorkman, 1980). Los mecanismos involucrados en la aclimatacién no estan
bien dilucidados, pero en una especie con metabolismo C3 como la vid, incluyen procesos como la
carboxilacion de la Ribulosa por parte de la Rubisco, la tasa de transporte de electrones (Farquhar
et al., 1980) y la respiracion (Way y Yamori, 2014). Este punto se abordara en detalle en el capitulo 3.
Por otra parte, en vid se han reportado comportamientos estomaticos contrastantes (de tipo
aniso/isohidrico) entre variedades frente a déficit hidrico (Prieto et al., 2010; Schultz, 2003a; Soar et al.,
2006). Al respecto, las variedades Syrah y Grenache son dos de las mas estudiadas. La respuesta
frente al déficit hidrico podria tener relacion con la respuesta a la temperatura (Edwards et al., 2011;
Soar et al., 2009). Algunos estudios han reportado un incremento en la conductancia estomatica,
acompanada por un mayor tamafio de los estomas en plantas expuestas a un calentamiento (Galat
Giorgi et al., 2019; Sadras et al., 2012). No obstante, la respuesta estomatica y su relacion con la EUA
frente a un aumento de temperatura ha sido poco estudiada. El impacto de la temperatura sobre el

comportamiento estomatico y la eficiencia en el uso del agua se tratara en el capitulo 4.

3.3. Impacto de la temperatura sobre la madurez y la composicién

quimica de la uva

La temperatura afecta la fenologia, el rendimiento, la acumulaciéon de azucar y la sintesis de
metabolitos secundarios en la baya, con consecuencias en su composicion y por lo tanto, en el vino.
Frente a un aumento de temperatura, se han evidenciado respuestas variables en diferentes estudios,
pero generalmente se observa un mayor contenido de sélidos solubles y pH y una menor acidez total

en algunas variedades (Sadras et al., 2013). Estas diferencias se relacionaron con la plasticidad
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fenotipica, es decir, cuanto se modifica un determinado rasgo fenotipico de un genotipo, frente a
variaciones en el ambiente (Sadras et al., 2009a). En variedades tintas, se ha reportado un menor
contenido de antocianos frente a un aumento de temperatura (Mori et al., 2007a, 2007b), habiendo un
desacople en la acumulacion de azucares y sintesis de antocianos que podria perjudicar la calidad del
vino (Sadras et al., 2013). A su vez, el perfil de antocianos cambia, aumentando la proporcion de
antocianos trihidroxilados, metoxilados o acilados, que son las formas mas estables (de Rosas et al.,
2017; Fernandes de Oliveira et al., 2015). Por otro lado, el impacto de la temperatura sobre otros
compuestos de importancia para los vinos como los taninos ha sido variable. Los efectos de un aumento

de temperatura sobre la madurez de la uva y su composicion quimica se abordan en el capitulo 5.

3.4. Estrategias de mitigacion

Para el correcto disefio de estrategias de mitigacion del cambio climatico y en particular al
aumento de temperatura, es importante contar con conocimiento previo sobre sus posibles impactos.
Es por ello que una mayor comprension de los efectos de un aumento de temperatura sobre la
fotosintesis, la eficiencia en el uso del agua y la madurez y la composicion de la uva es fundamental
para garantizar la sostenibilidad del vifiedo en las condiciones pronosticadas.

Una estrategia de adaptacion a largo plazo seria la plantacion de nuevos vifiedos en zonas donde
actualmente se experimentan bajas temperaturas y por lo tanto no se cultiva la vid. Debido al aumento
de temperatura, estos sectores serian mas aptos en el futuro (Cabré y Nufiez, 2020; Cabre et al., 2016).
Esta estrategia esta siendo llevada adelante por numerosas empresas locales. También deberia
explorarse la alta diversidad genética existente buscando nuevas variedades con tolerancia a altas
temperaturas, estrés hidrico y enfermedades (Bigard etal., 2018; Morales-Castilla et al., 2020;
Wolkovich et al., 2017). El uso de recursos genéticos locales, es una herramienta actualmente
explorada para adaptarse a condiciones de sequia y mayor temperatura (Florez-Sarasa et al., 2020).
Localmente, la oferta varietal podria ampliarse con la puesta en valor de variedades criollas de buenas
aptitudes enolodgicas, que por haberse generado en nuestra region podrian estar mejor adaptadas a las
condiciones semiaridas de la provincia (Prieto, 2021). Otras estrategias apuntarian a minimizar la
intercepcion de radiacion por parte de las plantas a nivel vifiedo, pudiendo ensayarse diferentes
orientaciones de hileras, asi como la colocacién de paneles solares en los vifiedos. Estos producen
energia renovable y proyectan sombra sobre las plantas, lo que podria disminuir la temperatura de la
canopia y el consumo hidrico. Medidas a corto y mediano plazo, incluyen la implementacion de
practicas culturales que tienden a alterar la relacién hoja/fruto o a atrasar el ciclo fenoldgico del cultivo
(Gutierrez-Gamboa et al., 2021). Por un lado, las estrategias que buscan atrasar el ciclo fenolégico (por
ejemplo poda tardia o forzado de yemas francas) permiten escapar a heladas primaverales, y

potencialmente favorecer la madurez de la baya en condiciones menos calurosas (Gutierrez-Gamboa
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et al., 2021). Por otro lado, las técnicas que disminuyen la relacion hoja-fruto (por ejemplo despuntes
severos, deshoje apical) permiten disminuir la velocidad de desarrollo de la uva, en particular, la
acumulacion de azucares (Palliotti et al., 2014; Parker et al., 2015).

En sintesis, las caracteristicas de la vid que hacen que sea sensible a los factores ambientales
pueden ser también una herramienta que proporcione los medios por los cuales la viticultura se adapte
al cambio climatico, mediante la manipulacion y seleccion de condiciones en los vifiedos que impacten
en las respuestas de las plantas (Mosedale et al., 2016). Es de gran importancia entonces, conocer el
impacto de los factores climaticos pronosticados, como el aumento de temperatura, en las respuestas
fisioldgicas de la vid para poder disefiar estrategias de mitigacion de implementacion local y a corto o

mediano plazo.

4. Caracteristicas de las variedades Syrah y Grenache

La vid se caracteriza por un gran numero de variedades, que diversos autores y autoras estipulan
entre 10000 y 5000 (Lacombe et al., 2013; Wolkovich et al., 2018). Esto permite contar con una gran
variabilidad de genotipos adaptados a los diferentes ambientes. No obstante, la viticultura es una
actividad con una tradicion conservada y asociada histéricamente a diversos terruios, principalmente
en los paises del llamado viejo mundo (Francia, Italia, Espafia). Asimismo, el mercado mundial de vinos
es dominado por pocas variedades (por ej.: Cabernet Sauvignon, Chardonnay, Merlot, Tempranillo,
Syrah) que abarcan el 80% de la superficie mundial de vifiedos y son en su mayoria francesas, italianas
y espanolas (Medrano et al., 2018; OIV, 2017). El panorama varietal de los paises del nuevo mundo
(Argentina, Chile, Australia) no es ajeno a esta situacion y en ellos se encuentran las mismas
variedades dominantes (Van Leeuwen et al., 2019). Una excepcion es el Malbec en Argentina, que
representa el 22% del encepado nacional y no es frecuente en otros paises (INV, 2019).

Es interesante destacar que en la vid, muchas respuestas fisiolégicas a diversos factores, tanto
biéticos como abidticos, dependen de la variedad. Las respuestas al déficit o estrés hidrico a nivel suelo
o atmodsfera son de las mas estudiadas, encontrandose genotipos con diferentes grados de tolerancia
y eficiencias en el uso del agua (Chaves et al., 2010). Esta diversidad de respuestas ha llevado a una
generalizacion y a una clasificacion de los genotipos de vid en isohidricos y anisohidricos. Esta primera
clasificacion surgié de un trabajo que comparaba especies diferentes (Tardieu y Simonneau, 1998)
mientras que Schultz (2003a) fue el primero en demostrar que dos variedades de la misma especie,
Syrah y Grenache, podian presentar un comportamiento estomatico contrastante. Grenache presenta
una mayor regulacion de la conductancia estomatica y una mayor conductividad hidrica foliar en
respuesta al déficit hidrico, manteniendo el potencial hidrico de la hoja al mediodia relativamente
estable (es decir, un comportamiento isohidrico). En contraposicion, Syrah muestra una mayor

fluctuacién del potencial hidrico foliar en respuesta al déficit hidrico debido a que cuentan con una
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menor regulacién estomatica, pero también realizan ajuste osmético y cambios en la elasticidad de la
pared celular (es decir, comportamiento anisohidrico; Chaves et al., 2010; Lovisolo et al., 2010). Estos
resultados se han encontrado como respuesta al agotamiento del agua del suelo (Schultz, 2003a), al
déficit de presién de vapor del aire (DPV; Soar et al., 2006) o ambos (Prieto et al., 2010). Las respuestas
observadas frente al déficit hidrico y su implicancia en la EUA podrian surgir de diferencias varietales
en el intercambio gaseoso de la hoja, la capacidad de la planta para realizar ajuste osmatico y las
caracteristicas hidraulicas de la planta (Chaves et al., 2010). Los mecanismos subyacentes estarian
relacionados con la capacidad de conducir agua de las hojas, raices y tallos y la sintesis y sensibilidad
al acido abscisico, entre otros (Dayer et al., 2020).

En virtud de las respuestas contrastantes evidenciadas en la literatura, las variedades Syrah y
Grenache son modelos apropiados para estudiar el efecto del aumento de temperatura en términos de

fotosintesis y eficiencia en el uso del agua.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

1. Hipotesis

1.1. Hipétesis general

La temperatura de crecimiento a la que se exponen las plantas desde brotacion a cosecha,
modifica la respuesta de la fotosintesis a la temperatura, la eficiencia en el uso del agua y la madurez

y la composicion quimica de la baya y las respuestas son dependientes de la variedad.

1.2. Hipotesis especificas

1.2.1 La aclimatacion de la fotosintesis a un aumento en la temperatura de crecimiento (T;) esta
relacionada a un cambio en la respuesta a la temperatura de las variables bioquimicas velocidad de
carboxilacion de la Rubisco (Vcemax) Y tasa de transporte de electrones (Jmax). Estos cambios implican un
desplazamiento del éptimo de Vemax ¥ Jmax hacia mayores temperaturas o un incremento en la tasa de
estos procesos. Estos cambios contribuyen a aclimatar la asimilacion neta (An) a la nueva temperatura
de crecimiento. Los mecanismos subyacentes en la respuesta a la temperatura de Vemax Y Jmax @si como
la aclimatacién de A, al aumento en la temperatura de crecimiento son dependientes de la variedad
(Capitulo 3).

1.2.2. Frente a un aumento en la temperatura de crecimiento, las plantas incrementan la
transpiracion foliar (E) a través de una mayor conductancia estomatica (gs) para mantener la
temperatura de las hojas cercana a la temperatura del aire. El aumento en E y gs produce una
disminucion de la eficiencia en el uso del agua (EUA). El incremento de gs y del tamafo de estomas es

mayor en las plantas calentadas de la variedad Syrah que en Grenache (Capitulo 4).

1.2.3. El aumento de temperatura de crecimiento modifica la composiciéon quimica de la uva,
aumenta la concentracion de solidos solubles y el pH y disminuye el peso de baya, la acidez y los
compuestos polifendlicos (antocianos y taninos). Las variedades Syrah y Grenache presentan diferente

plasticidad de los compuestos polifendlicos en respuesta al calentamiento (Capitulo 5).
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2. Objetivos

2.1. Objetivo general

Evaluar el efecto de un aumento en la temperatura de crecimiento, aplicado durante todo el ciclo
vegetativo, sobre la fotosintesis y las variables que la determinan, la eficiencia del uso del agua y sobre
la madurez y la composicion de la baya, en plantas de Syrah y Grenache en un vifiedo de Lujan de
Cuyo, Mendoza. Generar mayor conocimiento sobre la respuesta de diferentes variedades al aumento

de temperatura para contribuir al disefio de estrategias de mitigacion y adaptacion al cambio climatico.

2.2. Objetivos especificos

2.2.1. Evaluar la respuesta a la temperatura de la asimilacion neta de CO; (An), la velocidad de
carboxilacion de la Rubisco (Vcmax) ¥ la tasa de transporte de electrones (Jmax) €n hojas de Syrah y
Grenache desarrolladas en condiciones de temperatura ambiente y de un incremento medio de 1.5 °C
en la temperatura de crecimiento. Dilucidar los mecanismos subyacentes implicados en la respuesta a

la temperatura de las variables Vemax, Jmax Y An (Capitulo 3).

2.2.2. Determinar el efecto de un incremento medio de 1.5 °C en la temperatura de crecimiento
sobre la conductancia estomatica (gs), la densidad y tamafo de estomas y la eficiencia en el uso del
agua intrinseca y del rendimiento (EUAin, EUArendgimiento) €N plantas bien regadas de las variedades

Syrah y Grenache (Capitulo 4).

2.2.3. Determinar el efecto de un aumento de 1.5 °C en temperatura de crecimiento sobre la
composicion quimica de la uva para vinificar, en parametros relacionados al crecimiento (peso de baya),
la madurez (sdlidos solubles, pH) y a la composicién quimica de la uva (antocianos, taninos) y la
plasticidad varietal de los compuestos polifendlicos frente al calentamiento, en uvas de plantas de las

variedades Syrah y Grenache (Capitulo 5).
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CAPITULO 2: MATERIALES Y METODOS GENERALES

1. Sitio y material vegetal

El ensayo se llevd a cabo en un vifedo implantado en la Estacién Experimental Agropecuaria
Mendoza del INTA (33°00’S, 68°52°0, 920 msnm) durante las temporadas 2016/17, 2017/18 y 2018/19.
Para Mendoza, durante la estacion de crecimiento de la vid (octubre a marzo), la precipitacion
acumulada es de 170 mm, la temperatura media es 22.8 °C y la temperatura maxima media es 29.7
°C. Los meses mas calidos son enero y diciembre (1981-2010, Servicio Meteoroldgico Nacional).

El vinedo fue plantado en 2004 y cuenta con 13 variedades, entre ellas Syrah y otras no
tradicionales en nuestra regién, como Grenache. Las plantas de una misma variedad estan dispuestas
en una misma hilera (orientada norte-sur), con 10 plantas consecutivas, formando una unidad de dos
claros (distancia entre dos postes) de 5 plantas cada uno (Anexo Figura S2.1). Estas unidades
experimentales de 10 plantas por variedad se repiten en el viiiedo 9 veces de manera aleatoria. Para
el ensayo, de las 9 repeticiones se eligieron solo 5 (Figura 2.1). Ademas, cada hilera cuenta al inicio y
al final con dos claros consecutivos de Syrah que cumplen la funcién de bordura y que no fueron tenidos
en cuenta para las determinaciones. Esto permiti6 una comparacion directa entre las variedades por
encontrarse en la misma parcela (es decir en el mismo vifiedo). Las plantas estan enraizadas a pie
franco y conducidas en espaldero alto con una poda en cordon bilateral con 24-26 yemas por planta.
La distancia de plantacion es de 2.5 m entre hileras orientadas norte-sur y de 1.5 m entre plantas. El
suelo del vifiedo es franco en superficie y franco-limoso a partir de los 30 cm de profundidad. El riego
se aplico por goteo, dos veces por semana con goteros de 1.6 Lh™' y distanciados 0.5 m en la direccion
de la hilera. La lamina se calculd considerando valores locales de coeficiente del cultivo (K¢, Vallone
1998) y la ETy calculados por una estacion meteorolégica préxima al vifiedo (METOS, Compact D96,
Pessl Instruments, Weiz, Austria). La evapotranspiracion de referencia (ETo) acumulada durante el ciclo
fue de 949 mm mientras que la ET de cultivo fue de 766 mm. El riego total aplicado para el periodo

octubre-marzo fue de 783 mm.
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Figura 2.1: Plano del vifiedo donde se realizd el ensayo. Se aplicd un disefio de parcelas divididas,
con el factor variedad asignado a la parcela principal (color verde oscuro para Syrah, verde manzana
para Grenache) y el factor temperatura asignado a la subparcela (recuadro azul para el control y rojo
oscuro para el calentado). Se observan en sentido este-oeste las repeticiones para cada tratamiento.
Estacion Experimental Agropecuaria Mendoza, INTA.

2. Diseno experimental

El ensayo consisti6 en comparar plantas de ambas variedades en condiciones control y
calentadas mediante un sistema pasivo. Las plantas se encuentran distribuidas en el viiedo en grupos
de 10, abarcando dos claros (distancia entre dos postes) consecutivos con 5 plantas cada uno. Por
este motivo, se aplicé un disefio de parcelas divididas al que se le asigné el factor variedad (Syrah o
Grenache) a la parcela principal que abarco las 10 plantas consecutivas y el factor tratamiento de
temperatura (control o calentado) a la subparcela que se asigné de manera aleatoria y que considerd
las 5 plantas de cada claro. La unidad experimental estuvo formada por las 5 plantas de un mismo
claro, con la asignacién de un tratamiento (combinacion variedad-temperatura). Se incluyeron 5
repeticiones (de cada unidad experimental) por tratamiento, sobre las diferentes hileras del vifiedo.
Durante las 3 temporadas del ensayo, se utilizaron las mismas repeticiones. Las plantas fueron elegidas
por homogeneidad en el peso de poda invernal medido antes del inicio del ensayo (en 2016), que oscild
entre 0.5y 0.7 kg pl"' para Grenache y entre 0.8 y 1.0 kg pl"' para Syrah. La riqueza de poda fue de 24
a 26 yemas pl'. No se realizé raleo de racimos, solo se eliminaron manualmente brotes y chupones
segun el manejo del vifiedo. Ademas, de las 5 plantas que forman la unidad experimental (coincidente

con el claro) se utilizaron las dos centrales como unidad observacional para las mediciones de
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intercambio de gases (Capitulos 3 y 4). Para los muestreos de baya se tomo6 una muestra compuesta
de la unidad experimental (5 plantas), excluyendo los dos brazos de los extremos para evitar efectos
de bordura (Capitulo 5).

3. Sistema de calentamiento pasivo

El sistema de calentamiento pasivo (SCP, Figura 2.2), desarrollado previamente por Sadras y
colaboradores (2009b) consistié en placas de policarbonato (Lexan Thermoclear, Sabic Innovative
Plastics, Riyadh, Arabia Saudita) de 1.1 m de altura y longitud variable, adheridas a un marco de
aluminio rectangular con un pie de apoyo. Estas placas se colocaron por debajo del cordén, a ambos
lados de la hilera y apoyadas con el pie sobre el bordo para formar un angulo aproximado de 45° entre
el suelo y las plantas. Las placas se ubicaron contiguas para generar una unidad de 8 m de longitud,
en coincidencia con el claro. Los extremos y las uniones entre placas consecutivas fueron cerrados con
polietileno de 100 um de espesor. Esta disposicion genera un tipo de invernadero pequeio, debajo de
las plantas y que cuenta en su parte superior con una abertura de unos 40 cm aproximadamente (Figura
2.2). El principio de funcionamiento del SCP se basa en que la radiacion solar calienta el aire encerrado
en la carpa, el mismo asciende y calienta la canopia, con mayor efecto en los 40 cm proximos a los
brazos de las plantas (Anexo Figura S2.2). EI SCP fue colocado desde brotacion (estadio 4 del sistema
desarrollado por Eicchorn y Lorenz (EL) y modificado por Coombe, 1995) hasta cosecha (estadio 38;
considerado a 24 °Bx). La ventaja principal del SCP es que puede modificarse la temperatura sin alterar
la radiacién interceptada por la canopia, como ocurre en otros sistemas de calentamiento que encierran
la planta entera para aumentar la temperatura (por ejemplo, las cdmaras abiertas en superficie u OTC,
open top chambers, por sus siglas en inglés). Una desventaja es que al ser pasivo, depende de la
radiacion solar y no tiene efecto durante la noche. No obstante, en Mendoza los dias de baja radiacién
solar son muy escasos. En base a Malovini (2016) durante las temporadas 2017/18 y 2018/19 se colocé
al interior de la carpa y entre los troncos, una tela media sombra negra que permitié incrementar el

efecto del calentamiento pasivo.
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Figura 2.2: Sistema de calentamiento pasivo (SCP) en parcelas de Syrah en brotacién (izquierda) y
Grenache en envero (derecha). Estacion Experimental Agropecuaria Mendoza, INTA.

4. Caracterizacion del tratamiento de temperatura

Para caracterizar el tratamiento de calentamiento se midi6 la temperatura del aire y de las hojas
con termocuplas (24 American Wire Gauge, tipo T, de Cobre-Constantan, Santiago, Chile). Los valores
se registraron cada 20 minutos con colectores de datos (DT80 y DT600, Datataker, Biolab, Melbourne,
Australia y CR1000, Campbell Scientific, Utah, Estados Unidos). Se instalaron termocuplas en 2
repeticiones por tratamiento. Las termocuplas de aire se colocaron a 1.2 m de altura con respecto al
bordo y fueron protegidas de la radiacién solar directa con un abrigo de aluminio construido a medida
(Figura 2.3; Tarara y Hoheisel, 2007). Las termocuplas de hoja fueron colocadas en dos plantas por
repeticion, una a cada lado de la hilera (este y oeste) y fueron adheridas a la cara abaxial de la hoja
con cinta adhesiva de papel (Figura 2.4). Se midi6 la temperatura en las hojas ubicadas entre el 4% y
el 7™ nudo. De esta manera, un total de 8 termocuplas registraron la temperatura del aire y un total de
32 la temperatura de hoja. El registro de temperatura en cada temporada se realiz6 desde la instalacion
del ensayo en brotacion (principios de octubre) hasta pre-cosecha (fines de febrero).

En la primera temporada, se midié la temperatura del aire a 0.8, 1.2 y 1.5 m de altura (con
respecto al bordo) para determinar el efecto del SCP en sentido vertical. Se constaté que el SCP
aumentaba la temperatura del aire hasta los 1.2 m (Anexo Figura S2.2). Por este motivo, se
seleccionaron hojas en ese rango (correspondientes al 4° a 7™ nudo) para las mediciones de
intercambio gaseoso (Capitulos 3y 4).
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Figura 2.3: Termocuplas de medicidén de temperatura de aire con abrigo de proteccién de la radiacion
solar.

Figura 2.4: Termocuplas de medicién de temperatura de hoja adheridas a la cara abaxial.

5. Condiciones meteorolégicas

La temperatura del aire, las precipitaciones y la humedad relativa (HR) fueron medidas cada 1
hora con una estacion meteoroldgica automatica (METOS, Compact D96, Pessl| Instruments, Weiz,
Austria) ubicada a 30 m del vifiedo. Con los valores de temperatura medidos, se calcul6 para cada dia
la temperatura minima, maxima y media. La presién actual de vapor (ea) fue calculada por la estacion
meteorologica, teniendo en cuenta los valores de temperatura de aire y HR medidos. Teniendo en
cuenta la temperatura del aire medida a nivel de canopia (Taire, cOn las termocuplas y los colectores de
datos), la correspondiente presion de vapor de saturacion (esat) @ esa temperatura y la e, de la estacion
meteoroldgica, se calculd el déficit de presion de vapor entre la canopia y el aire (DPV canopia-aire)-
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6. Estado hidrico
Durante las temporadas 2017/18 y 2018/19 se midi6 el potencial hidrico de hoja al mediodia (W),

y en 2017/18 adicionalmente el potencial hidrico de hoja en pre-amanecer (W¥,; Anexo Figura S2.3), en
una hoja por repeticion (n=5). Las mediciones se realizaron con una camara de presion (Modelo 2,
Biocontrol, Buenos Aires, Argentina), el dia posterior a un riego y en intervalos quincenales entre grano
de arveja (fines de noviembre) y madurez previa a la cosecha (fines de febrero). Para evitar la
deshidratacion, las hojas fueron colocadas en bolsas plasticas transparentes al momento de escindirlas
de la planta en la determinacion de W.. En la temporada 2017/18, las plantas se mantuvieron a un ¥,
de -1.1 y a un W, de -0.3 MPa. En 2018/19, Y, fue en promedio -1.2 MPa.
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CAPITULO 3% MECANISMOS DE ACLIMATACION
FOTOSINTETICA A LA TEMPERATURA

1. Introduccion

El cambio climatico estd amenazando los ecosistemas naturales (IPCC, 2019a) asi como también
las regiones cultivadas, incluidas las viticolas (Flexas et al., 2010; Jones et al., 2005). Alrededor del
mundo, muchas areas viticolas enfrentan actualmente escasez de agua, aumento de la temperatura y
olas de calor (Santillan et al., 2019). Mendoza no es una excepcion a estos escenarios climaticos,
debido a que para esta region, se pronostica para 2080-2099 un aumento en la temperatura media de
entre 1.5y 3.5 °C (Cabré et al., 2016). La temperatura afecta el crecimiento y el rendimiento de los
cultivos (Berry y Bjorkman, 1980). Ambos procesos dependen de la fotosintesis y de como ésta es
afectada por el ambiente (Taiz y Zeiger, 2015a). Ademas, la fotosintesis es uno de los procesos
fisioldgicos mas sensibles a la temperatura. Entender los mecanismos que explican esta respuesta
resulta de gran importancia para la agricultura en el contexto de calentamiento global (Yamori et al.,
2014).

1.1. Fotosintesis

La fotosintesis es el proceso mediante el cual plantas, algas y algunas bacterias usan la energia
solar para sintetizar compuestos carbonados complejos, que almacenan energia quimica. En plantas
superiores, la energia luminica es utilizada para oxidar agua liberando oxigeno, y para reducir didxido
de carbono, formando compuestos carbonados, principalmente aziucares. La energia almacenada en
los carbohidratos puede ser utilizada posteriormente para el metabolismo celular en la planta y como
fuente de energia para otras formas de vida. La fotosintesis puede simplificarse en la siguiente

ecuacion:

6 CO2 + 6 H,O — CeH1206 + 6 O3

La fotosintesis comprende etapas de difusion, en las cuales el CO2 atmosférico ingresa a la hoja
hasta el sitio de carboxilacion, y etapas de fijacion del CO. en los compuestos carbonados. El ingreso
de CO; es regulado por el grado de apertura de los estomas. Luego el CO; es disuelto en el apoplasto
y difunde hidratado (HCOs) a través de la pared celular, la membrana plasmatica, el citosol, la

membrana del cloroplasto y el estroma, hasta la Rubisco (Terashima et al., 2011). La fijacioén de C tiene

'Parte del presente capitulo corresponde a la publicacion: Mechanisms underlying photosynthetic acclimation to high
temperatures are different between Vitis vinifera cv. Syrah and Grenache. Gallo A.E., Perez Pefia J.E., Prieto J.A. 2020.
Functional Plant Biology, 48, 342-357. (https://doi.org/10.1071/FP20212)
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lugar en los cloroplastos, ubicados principalmente en las células del mesdfilo de las hojas. Este proceso
incluye multiples reacciones intermedias, que pueden separarse en reacciones fotoquimicas y
reacciones bioquimicas. Las primeras ocurren en los tilacoides de los cloroplastos, que son membranas
internas especializadas; mientras que las bioquimicas se producen en el estroma, que es la fase acuosa
que rodea los tilacoides (Taiz y Zeiger, 2015a). En la cadena transportadora de electrones (reacciones
fotoquimicas) se producen ATP y NADPH. Estas moléculas de alta energia son utilizadas en el ciclo
de Calvin-Benson (CCB, o reacciones bioquimicas) para fijar el CO» a un aceptor primario, la Ribulosa-
1,5-bifofasto; la cual es regenerada en otras etapas del mismo ciclo. La enzima responsable de la
carboxilacion (o fijaciéon del CO-) es la Rubisco. De las reacciones de fijacién de C, se liberan ADP y
NADP* que son necesarios para la continuidad de la cadena transportadora de electrones (Bernacchi
et al., 2009). Las relaciones ADP/ATP y NADP+/NADPH son el vinculo entre las reacciones

fotoquimicas y las bioquimicas; por este motivo estan mutuamente reguladas (Bernacchi et al., 2009).

CHLOROPLAST

ADF + (B)

Thylakoid
membranes

PSil + PSI
CHLOROPHYLL

CALVIN-
BENSON CYCLE

NADPH
AP X
Carbon reactions
Light-driven reactions (stroma}

Figura 3.1: Esquema simplificado de la fotosintesis, las etapas fotoquimicas y bioquimicas y su
localizacién en el cloroplasto. Tomado de Plant Physiology and Development, sexta edicion, Taiz y
Zeiger, 2015a.

1.2. Aclimatacién de la fotosintesis a la temperatura

Uno de los procesos fisioldgicos mas sensibles a la temperatura es la fotosintesis. La respuesta
tipica de la fotosintesis a la temperatura tiene una forma de campana: a medida que aumenta la
temperatura, la tasa de fotosintesis primero aumenta hasta alcanzar un valor éptimo o maximo y luego
disminuye (Figura 3.2). Esta respuesta tipo campana esta caracterizada por parametros como la
temperatura optima (Tot), la tasa de asimilacién a la temperatura optima (Aopt) ¥ el rango de
temperaturas en el cual se mantienen tasas al 80% de la éptima (ATso%; Vico et al., 2019). Berry y

Bjorkman (1980) definieron la aclimatacién de la fotosintesis a la temperatura de crecimiento como los
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cambios en los parametros fotosintéticos, inducidos por el ambiente y que resultan en una mejor
performance en el ambiente mas calido.

La respuesta mas frecuentemente reportada es un cambio en la temperatura 6ptima de la
fotosintesis (Topt) @ medida que aumenta la temperatura de crecimiento (T¢), lo que lleva a un aumento
en la eficiencia fotosintética en las nuevas condiciones (Gunderson et al., 2010; Yamori et al., 2014;
Zaka et al., 2016; Zhou et al., 2018). Otros cambios observados incluyen un aumento de la tasa de
asimilacién, ya sea a temperaturas elevadas o a la nueva temperatura de crecimiento, con respecto a
la planta en condiciones mas frias (Way y Yamori, 2014). Por otro lado, en algunas especies como el
alamo o entre distintas variedades de alfalfa, se observé una respuesta homeostatica en las que la tasa
asimilacién neta a la temperatura éptima (Aopt) S€ mantiene en la mayor temperatura de crecimiento,
sin que haya un aumento en la asimilacion de C (Way y Yamori, 2014; Zaka et al., 2016). En este tipo
de respuesta se evidencia un rango de Topt para la asimilacion de C muy amplio (Cerasoli et al., 2014).
Sin embargo, no hay acuerdo entre diferentes estudios acerca de los tipos y magnitudes de los
cambios, que varian entre especies e incluso entre ecotipos o variedades de la misma especie (Yamori
et al., 2014).

CO, assimilation rate

Leaf temperature

Figura 3.2: Representacion conceptual de los diferentes cambios que indican aclimatacion de la
asimilacién de CO2 a un aumento en la temperatura de crecimiento. Las condiciones control estan
representadas por la linea gruesa continua, la linea vertical de guiones largos y el punto negro. Las
condiciones de elevada temperatura de crecimiento estan representadas por la linea gruesa punteada,
la linea vertical de guiones cortos y el punto blanco. Las flechas indican los cambios en la tasa de
asimilacién y la temperatura 6ptima discutidos en el texto (Capitulo 3, seccién 1.2). Figura tomada de
Way y Yamori, 2014 (Photosynthesis Research).

Los mecanismos que subyacen la aclimatacion de la tasa de asimilacion de C a la temperatura

de crecimiento son diversos. La respuesta global de la fotosintesis a la temperatura depende de
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cambios en las respuestas individuales de los procesos de difusién y bioquimicos que controlan la tasa
de asimilacion (Yamori et al., 2014). Entre los procesos de difusion se encuentran la conductancia
estomatica (gs) y la conductancia del mesdéfilo (gm), mientras que los bioquimicos comprenden las
reacciones asociadas al transporte de electrones y al ciclo de Calvin-Benson (CCB). En especies con
metabolismo C3, como la vid, la respuesta de la asimilacién de C a la temperatura esta determinada
por cambios en la tasa de carboxilacién de la RuBP (o actividad de la Rubisco) y por la fotoquimica del
transporte de electrones para la producciéon de ATP y NADPH, que en parte se utilizan en la
regeneracion de la RuBP en el CCB (Farquhar et al., 1980; Lin et al., 2013; Medlyn et al., 2002a).
Ambos procesos pueden ser estimados respectivamente a través de la velocidad de carboxilacién de
la Rubisco (Vemax) ¥ la tasa de transporte de electrones (Jmax) que, en conjunto, determinan la capacidad
fotosintética de la hoja (Farquhar et al., 1980). Se ha demostrado que la respuesta a la temperatura de
Vemax ¥ d€ Jmax varia entre especies (Kattge y Knorr, 2007; Medlyn et al., 2002b) y dentro de la misma
especie (Bauerle et al., 2007; Crous et al., 2013; Weston y Bauerle, 2007), incluidos algunos genotipos
de vid (Greer, 2018). Ademas, la aclimatacion de Vemax Y Jmax puede inducir cambios en el tipo de
respuesta de la asimilacién neta (A,) a la temperatura (Way y Yamori, 2014). A partir del trabajo pionero
de Berry y Bjorkman (1980), gran parte de la literatura ha resaltado la habilidad de las plantas para
aclimatar la fotosintesis y mejorar su performance a mayores temperaturas. Si bien en ese trabajo los
autores remarcan que no todas las especies y/o variedades se aclimatan igual de bien, la cita es usada
unicamente para resaltar esta capacidad de aclimatacion (Way y Yamori 2014). Sin embargo, trabajos
mas recientes comparando especies diferentes y con distintos origenes geograficos, han comenzado
a sefalar que esta aclimatacion puede no existir o ser menor dependiendo del genotipo (Katge y Knorr
2007; Way y Yamori 2014).

1.3. Antecedentes en vid

La vid (Vitis vinifera L.) es una especie que evidencia una gran variabilidad intra-especifica,
particularmente en las respuestas fotosintéticas y estomaticas al estrés hidrico (Charrier et al., 2018;
Chaves et al., 2010; Flexas etal., 2010). Sin embargo, las respuestas fotosintéticas a la alta
temperatura no han sido ampliamente estudiadas, en particular cuando se considera un aumento
sostenido de temperatura, aplicado durante toda la estacion de crecimiento. Algunos estudios han
reportado la respuesta de Vcmax Y de Jmax @ cambios instantaneos en la temperatura de la hoja, pero sin
considerar los procesos de aclimatacion en el largo plazo, ya que en los mismos no se modifico la
temperatura de crecimiento de las hojas (Greer, 2020, 2019, 2018; Greer y Weedon, 2012; Schultz,
2003b). Otros antecedentes evidenciaron un aumento de A, en plantas en maceta expuestas a altas
temperaturas (Salazar-Parra et al., 2015, 2012) o a breves periodos de calor (Galat Giorgi et al., 2019;

Soar et al., 2009). Contrariamente, otros estudios evaluando olas de calor, reportaron efectos negativos
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de la temperatura en la fotosintesis (Edwards et al., 2011; Greer y Weston, 2010). En términos
generales, las temperaturas maximas alcanzadas en estos trabajos oscilaron entre 28 °C (Salazar
Parra et al., 2012) y 40-45 °C (Edwards et al., 2011; Galat Giorgi et al., 2019; Greer y Weston 2010;
Soar et al., 2009), con periodos de calentamiento de entre 2 y 7 dias. A su vez, el momento fenoldgico
en el que se aplico el calentamiento fue entre floracién y cuaje (Greer y Weston 2010; Soar et al., 2009)
o cercanos al envero (Edwards et al., 2011; Galat Giorgi et al., 2019; Salazar Parra et al., 2012; Soar
et al., 2009). Estos resultados ilustran que, por un lado las respuestas de la vid a un aumento de
temperatura pueden variar de acuerdo al momento del ciclo fenoldgico en el que ocurra el
calentamiento y a su intensidad y duracion (Greer y Weston, 2010; Soar et al., 2009) y por otro lado,
dependen de la variedad. La mayor parte de estos trabajos han sido realizados en macetas y en
invernaculo o camaras de cultivo mientras que los estudios realizados a campo (de Rosas et al., 2017;
Malovini, 2016; Sadras et al., 2013; Sadras y Moran, 2012) se focalizaron mas en las caracteristicas
de la uva y no en los procesos de asimilacién de C. Por otro lado, los ensayos donde se aplicd un
aumento de temperatura durante un periodo breve (por ejemplo 2 a 7 dias) reflejan parcialmente lo
pronosticado por modelos de cambio climatico para Mendoza, ya que simulan olas de calor. No
obstante, también se espera un aumento sostenido de la temperatura (de entre 1.5 a 3.5 °C) que
afectaria a las plantas durante toda la estacion de crecimiento (Cabré y Nufiez, 2020; Cabré et al.,
2016). Por lo tanto, las respuestas de aclimatacion de la fotosintesis a un aumento en la temperatura
de crecimiento deben ser exploradas en mayor profundidad (Sadras et al., 2012).

Como se discutié previamente (Capitulo 1, seccién 4), Syrah y Grenache son dos variedades
caracterizadas por presentar comportamientos estomaticos contrastantes frente al déficit hidrico.
Considerando la fuerte dependencia de la fotosintesis de la conductancia estomatica, estas dos
variedades resultan de gran interés para evaluar la variabilidad intra-especifica de la vid en las

respuestas fotosintéticas a la temperatura.

2. Hipotesis especifica

La aclimatacién de la fotosintesis a un aumento en la temperatura de crecimiento (T.) esta
relacionada a un cambio en la respuesta a la temperatura de las variables bioquimicas velocidad de
carboxilacion de la Rubisco (Vcmax) Y tasa de transporte de electrones (Jmax). Estos cambios implican un
desplazamiento del 6ptimo de Vemax ¥ Jmax hacia mayores temperaturas o un incremento en la tasa de
estos procesos. Estos cambios contribuyen a aclimatar la asimilacion neta (An) a la nueva temperatura
de crecimiento. Los mecanismos subyacentes en la respuesta a la temperatura de Vemax Y Jmax @si como

la aclimatacién de A, al aumento en la temperatura de crecimiento son dependientes de la variedad.
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3. Objetivo especifico

Evaluar la respuesta a la temperatura de la asimilacion neta de CO. (A,), la velocidad de
carboxilacion de la Rubisco (Vemax) Y la tasa de transporte de electrones (Jmax) €n hojas de Syrah y
Grenache desarrolladas en condiciones de temperatura ambiente y de un incremento medio de 1.5 °C
en la temperatura de crecimiento. Dilucidar los mecanismos subyacentes implicados en la respuesta a

la temperatura de las variables Vcmax, Jmax Y An.

4. Materiales y métodos

4.1. Sitio y disefno experimental, material vegetal y tratamiento de

temperatura

El experimento se llevo a cabo en un vifiedo localizado en la EEA Mendoza de INTA, durante las
temporadas 2016/17 y 2017/18. Tal como se detall6é en el Capitulo 2, se compararon plantas de las
variedades Syrah y Grenache, expuestas a condiciones ambientales con plantas calentadas mediante
el sistema de calentamiento pasivo (SCP, Figura 2.2). En ambas temporadas se utilizaron las mismas
plantas. El disefio experimental fue en parcelas divididas, con la variedad asignada a la parcela principal
y el régimen térmico (control o calentadas) a la subparcela, y conté con 5 repeticiones por tratamiento.
La unidad experimental consistié en un claro, al que se le asigné un tratamiento (combinacion variedad-
régimen térmico). Para evitar efectos de bordura, las mediciones se realizaron en una de las dos plantas
centrales (unidad observacional) de cada unidad experimental. El efecto del tratamiento de
calentamiento fue caracterizado con termocuplas y colectores de datos que registraron la temperatura

del aire a nivel de canopia.

4.2. Curvas de respuesta de la fotosintesis al CO2 a diferentes

temperaturas

Se realizaron curvas de fotosintesis en respuesta a la concentracion de CO: intercelular (curvas
An/Ci) entre cierre de racimo (estadio 31, bayas tamafio grano de arveja o 7 mm de diametro, sistema
E-L modificado; Coombe, 1995) y envero (estadio 35, bayas comienzan a colorear y agrandarse), en
hojas completamente expandidas y bien expuestas, ubicadas entre el 4©° y el 7™ nudo desde la base
del pampano. Las curvas fueron realizadas a temperaturas predeterminadas de 20, 25, 30, 35y 40 °C.
Las curvas se realizaron entre las 08:30 y las 13:00 h (hora local, GMT+3) con un analizador de gases
por infrarrojo (Infra Red Gas Analyser o IRGA por sus siglas en inglés, CIRAS-2 PP Systems,
Amesbury, Estados Unidos) equipado con una camara automatica (PLC6(U) PP Systems, Amesbury,

Estados Unidos) y un médulo de luz led de 1500 uymol m?2 s de flujo de fotones fotosintéticos
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(Photosynthetic Photon Flux Densitiy o PPFD por sus siglas en inglés), en un area foliar de 2.5 cm?.
Previo al inicio de la curva, se estabilizé la hoja en la camara automatica a la temperatura de la curva
durante 10 minutos. Las curvas se completaron registrando tasas de A, estables, a concentraciones de
CO;, variables. Se inicié a 400 umol mol™, luego se descendié en etapas (300, 200, 100, 50 ymol mol
") hasta 0, se incrementé a 400 nuevamente y se continud (600, 800, 1000 pmol mol') hasta 1200 ymol
mol'. La humedad relativa (HR) en el interior de la camara fue controlada para reproducir la humedad
ambiente pero evitando condensacion al interior de la camara, debida a las altas temperaturas y a la
transpiracion de las hojas. Esto llevé a un DPV al interior de la camara de 1.4 kPa y de 4.6 kPa para
las curvas a 20 y a 40 °C respectivamente. Durante la temporada 2016/17 las curvas a 20 °C no se
pudieron completar en Grenache, debido a dificultades del equipo para descender la temperatura foliar
con respecto a la ambiental. Las curvas se realizaron en la planta central de cada repeticion, en un
tratamiento (combinacién variedad-régimen de temperatura) por dia, siguiendo el aumento de
temperatura ambiental, comenzando por la curva a 20 °C a las 08:30 h y finalizando por la de 40 °C a
las 13:00. En los dias consecutivos, se realizaron las curvas en los tratamientos complementarios de
manera aleatoria. Se realizaron 3 a 4 repeticiones por tratamiento durante el periodo grano de arveja —

envero. El mismo protocolo de mediciones se aplicd durante las dos temporadas.

4.3. Marco tedrico del modelo de Farquhar, von Caemmerer y Berry

El modelo de Farquhar, von Caemmerer y Berry (FvCB; Farquhar et al., 1980) proporciona el
marco para obtener parametros de fotosintesis que permiten el estudio de mecanismos de aclimatacion
a factores como la temperatura (Zhou et al., 2018). Se trata de un modelo mecanistico, es decir que
establece relaciones causales entre los procesos representados a través de los parametros obtenidos
(Thornley y France, 2007). Ha sido ampliamente utilizado para modelar los efectos del cambio climatico
global en el crecimiento y desarrollo de las plantas, asi como también extrapolar la asimilacion de C de
hojas a canopias (Bernacchi et al., 2009; Medlyn et al., 2002a). Una caracteristica del modelo FvCB es
que permite estimar qué proceso limita la fotosintesis a diferentes temperaturas y a otros factores

ambientales (Bernacchi et al., 2009). La forma general del modelo propone:
Ap = min(4,4;) — Rg (1)

Donde A, es la asimilacion neta, A es la asimilaciéon bruta cuando la actividad de la Rubisco es
limitante, A es la asimilacion bruta cuando la regeneracion de la RuBP es limitante y Rq es la respiracion
mitocondrial. EI modelo FvCB establece que la fotosintesis neta es limitada por la menor tasa de dos
procesos: (i) la maxima tasa de carboxilacion de la RuBP por parte de la Rubisco y (ii) la regeneracién
de la RuBP controlada por la tasa de transporte de electrones (Farquhar et al., 1980; Lin et al., 2013;
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Medlyn et al., 2002a). Estos procesos son estimados a través de la tasa de carboxilacion de la Rubisco
(Vemax) Y la tasa de transporte de electrones (Jmax), respectivamente. Para resolver el modelo, se asume
que la fotosintesis es limitada unicamente por Rubisco o por regeneracién de RuBP; es decir, las
limitaciones no son simultaneas (Bernacchi et al., 2009). El modelo FvCB estipula una tercera limitacion
a la fotosintesis, generada por la exportacion y utilizacion de triosas fosfato (triose phosphate utilization
o TPU por sus siglas en inglés) en el CCB (Farquhar y Sharkey, 1982). Esta limitacion puede darse en
condiciones de alto COz, bajo O, alta irradiancia, baja temperatura, estrés hidrico o en situaciones
donde se limite la exportacion de fotoasimilados de las hojas a los érganos de destino (Bernacchi et
al., 2009; Sharkey, 1985). Sin embargo, usualmente se considera que la limitacion por TPU no es
frecuente (Kumarathunge et al., 2019) y por lo tanto no fue tenida en cuenta en este trabajo.

El insumo para el calculo de los parametros del modelo son las curvas A./Ci. El ajuste de las

curvas A./Ci permite determinar Vcmax mediante la ecuacion:

Vemax (C;i — T
AC — cmax ( 4 03 (2)

C+ K, (1+K—0)

donde, A; es la tasa de asimilacion limitada por la actividad de la Rubisco, C; y O; son las
concentraciones intracelulares de CO, y O, K. y K, son las constantes de Michaelis Menten (constantes
de semi-saturacion o concentracion de sustrato, CO; o Oz, a la que la reaccién enzimatica alcanza la
mitad de su velocidad maxima) para actividad carboxilasa y oxigenasa y ' es el punto de
compensaciéon de CO. en ausencia de respiracion.

La tasa aparente de transporte de electrones (Jmax) S€ calculd con la ecuacion:

A =]max (Ci - F*)
T4 (C;+2r)

(3)

donde A es la tasa de fotosintesis limitada por la regeneracion de la RuBP, expresada segun la
estequiometria de la utilizacién de NADPH. Jmax €s considerada maxima ya que depende de la luz
incidente y las curvas A./Ci fueron realizadas a saturacion luminica (1500 ymol m2s™). Debido a la
estrecha relacion entre las reacciones fotoquimicas y las bioquimicas, dada por las proporciones de
ADP/ATP y de NADP*/NADPH, la estimacion de A; depende de Jmax (Bernacchi et al., 2009).

La figura 3.3 ilustra una curva de fotosintesis en respuesta al CO,, donde se muestran los valores
de A, observados a cada concentracién de CO2 en conjunto con las ecuaciones del modelo de FvCB

de las limitaciones por Rubisco, regeneracion de la RuBP o TPU.
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Figura 3.3: Ejemplo de una curva de Asimilacién neta (An) en respuesta al CO; (representado en
este caso como C; en presién parcial, Pa). Se muestran los valores observados de A, (puntos azules),
la fotosintesis limitada por Rubisco (linea roja), por regeneracion de la RuBP (linea verde) o por TPU
(linea amarilla). Extraida de Sharkey et al., 2007.

Existen diversas metodologias (Duursma, 2015; Sharkey et al., 2007) para la obtencion de los
parametros Vcemax Y Jmax, pero todas se basan en el ajuste de las ecuaciones 2 y 3. Para cada valor de
Ci (concentraciéon de CO; en la camara subestomatica) se obtiene un valor de fotosintesis neta el cual
corresponderia a Ac 0 A, segun la fotosintesis esté limitada por Rubisco o por regeneracion de RuBP.
A valores bajos de Ci, la fotosintesis es limitada por Ac (parte inicial de la curva, linea roja en la Figura
3.3) y a valores mayores es limitada por Aj (cambio de pendiente entre 30 y 40 Pa, linea verde en la
Figura 3.3). Los demas parametros de las ecuaciones (Oj, K¢, Ko y ') son constantes obtenidas de la
bibliografia. Conociendo el valor de A o0 A; y las constantes, se resuelve la ecuacién para obtener Vemax

Yy Jmax-

4.4. Obtencién de los parametros velocidad de carboxilacién de la

Rubisco (Vcmax) y tasa de transporte de electrones (Jmax)

Las curvas A./C; fueron analizadas con el paquete “Plantecophys” desarrollado por Duursma
(2015) para el software R (R Core Team, 2020). Obtener los parametros del modelo de FvCB puede
ser complicado debido a que la fotosintesis neta es calculada como el minimo de dos ecuaciones no
lineales (ecuaciones 2 y 3, seccion 4.3, Duursma, 2015). El ajuste del modelo FvCB a los datos (curvas
An/Ci) se logra mediante iteraciones hasta minimizar la suma de cuadrados de residuos. Los

requerimientos de entrada del paquete “Plantecophys” son A, Ci y la temperatura foliar. De esta
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manera, se obtienen estimaciones de Vcmax, Jmax y de la respiracion mitocondrial (Rq4) con sus errores
correspondientes. Como este estudio se focalizé en la bioquimica de la fotosintesis, R4 no fue
considerada en este trabajo, aunque presente variaciones con la temperatura y la edad de la hoja en
vid (Zufferey, 2016). Alrededor de la concentracion ambiental de CO, (400 ymol mol™') la fotosintesis
puede estar co-limitada por la actividad de la Rubisco y por la regeneracion de RuBP (observar cruce
de lineas roja y verde en Figura 3.3). El paquete “Plantecophys” permite determinar automaticamente
la transicién entre ambas. Otras herramientas disponibles requieren la seleccion arbitraria de dichas
transiciones (Sharkey et al., 2007).

A pesar de tener un rol en la respuesta a la temperatura (Bernacchi et al., 2002), la conductancia
del mesdfilo (gm) no fue explicitamente incluida en este estudio debido a que es un componente dificil
de estimar con curvas A./C;i (Lin et al., 2013). Por este motivo, Vcmax Y Jmax S€ calcularon en base a Ciy
no en base a la concentracion de CO; en el cloroplasto (C.).

Para el calculo de Vcmax ¥ Jmax intervienen parametros como K¢, Ko y I'*, que son considerados
constantes. Tanto K, Ko y ' pueden considerarse como propiedades intrinsecas de la Rubisco y por
ello invariables entre especies C3 (Bernacchi et al., 2001). No obstante, estas variables tienen una
dependencia a la temperatura que puede afectar las estimaciones de Vcmax ¥ Jmax. La dependencia a la
temperatura de K., K, y I'* esta caracterizada por parametros cuyos valores pueden variar de acuerdo
al método utilizado para su obtencion (in vitro, in vivo; Medlyn et al., 2002a). En este trabajo, se tomaron
las constantes y los valores de la dependencia a la temperatura de K., K, y I'* de Bernacchi y
colaboradores (2001), considerados como la referencia, y que estan incorporados en el paquete

“Plantecophys” (Duursma, 2015).

4.5. Respuesta a la temperatura de la velocidad de carboxilacion de la

Rubisco (Vcmax) y de la tasa de transporte de electrones (Jmax)

Los parametros Vemax Y Jmax S€ obtuvieron de las curvas A./Ci realizadas a diferentes temperaturas
de hoja (intervalos de a 5 °C, de 20 a 40 °C). La respuesta a la temperatura de Vcmax Y Jmax fue estimada
con la ecuacion de Arrhenius modificada. Esta ecuacion incluye un término de desactivacion que
describe los cambios en las enzimas a altas temperaturas y que impiden que la actividad continue

incrementandose (Greer, 2018; Medlyn et al., 2002a):

298AS — H
H, (T, — 298) 1+exp ( 7208R d)
(T = kasexp |\ =@ o8pr TedS —Hyy )
k 1+exp ( T.R )
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En la ecuacion 4, ks es el valor de referencia de Vemax 0 Jmax @ 25 °C (Vc2° y J%, respectivamente),
Tk es la temperatura foliar en Kelvin, Ha es la energia de activacion, Hq es la energia de desactivacion,
AS es el término de entropia y R es la constante universal de gases (0.008314 kJ K"mol'). H, describe
la parte exponencial del incremento por debajo de la temperatura 6ptima, mientras que Hq y AS en
conjunto describen la parte decreciente y determinan la temperatura 6ptima (Topt) del proceso. Las
respuestas a la temperatura de Vcemax ¥ Jmax S€ calcularon (es decir, se obtuvieron los parametros kos,
Ha, Ha y AS) para cada variedad (Syrah y Grenache), régimen de temperatura (calentado y control) y
temporada (2016/17 y 2017/18) por separado y para ambas temporadas en conjunto (2016/18); dando
un total de 12 modelos ajustados (2 variedades, 2 regimenes térmicos, 3 “temporadas”) para cada
variable (Vcmax 0 Jmax)-

La temperatura optima (Topt) de Vemax ¥ Jmax fue calculada segun la siguiente ecuacion (Crous et
al., 2013; Medlyn et al., 2002a):

Topt =

Con la Tept, se obtuvieron Veept ¥ Jopt, ademas de los valores de kos, Ha, Hqe y AS que fueron

utilizados para comparar las variedades y los regimenes térmicos.

4.5. Respuesta a la temperatura de la asimilacion neta (An)

Los valores de A, medidos a CO, ambiental (400 umol mol') en las curvas A./C; fueron utilizados
para construir la respuesta de A, a temperaturas entre 20 y 40 °C (en coincidencia con los valores de

medicién de las curvas). Luego, se ajustd una parabola segun Vico et al., (2019):
Ap =ko+ kiTieqr + kZleeaf (6)

donde ko, k1 y k2 son constantes que permiten calcular parametros de la parabola asociados a procesos
de aclimatacion de la fotosintesis, tales como Top, la tasa de asimilacién a Topt (Aopt) Y €l rango de
temperatura para tasas cercanas al 6ptimo de A, (ATgo%, donde An= 0.8Aq)

El cambio a largo plazo en Top con la temperatura de crecimiento (Tc) fue estimado mediante el
calculo de una pendiente lineal entre Topt ¥ Te (aopt °C°C", Vico et al., 2019). Para ello, siguiendo el
criterio de Medlyn y colaboradores (2002a) y de Kattge y Knorr (2007), se tomaron las temperaturas
medias del aire a nivel de canopia, de los meses de diciembre y enero como T, en coincidencia

temporal con la realizacion de las curvas An/Ci. La pendiente aqt relaciond el cambio en la Tt de Aq
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con el cambio en la T. entre plantas calentadas y control, y se calcul6 para cada variedad y temporada

por separado.

4.6. Analisis estadistico

Para la caracterizacion del tratamiento, se consideré la temperatura del aire medida a nivel de la
canopia en plantas calentadas y control, sin tener en cuenta la variedad ya que no se observé un efecto
de la variedad sobre la respuesta al calentamiento. Se conté con dos repeticiones por tratamiento (2
réplicas con termocuplas de aire en cada combinacion variedad-régimen de temperatura). Se
compararon las temperaturas del aire media, minima y maxima diaria durante toda la temporada
(octubre a fines de febrero).

Las respuestas a la temperatura de Vemax ¥ de Jmax S€ ajustaron a la ecuacion de Arrhenius
mediante una regresion no lineal, usando el paquete “nis” del software R (R Core Team, 2020). El ajuste
de la ecuacién a los datos se evalud con analisis de correlacién de los valores ajustados versus los
observados, obteniéndose un p valor del ajuste y un R?. Los efectos de la variedad, régimen térmico y
temporada fueron evaluados con una prueba de F para regresiones no lineales. Esta prueba realiza
comparaciones de a pares, contrastando la suma de cuadrados de residuos (SCR) de ajustes globales
con la SCR de ajustes individuales, segun los efectos que se desean comparar. El estadigrafo de

prueba F se calcula segun la ecuacion:

_ (SRSy = BSRS)/[(n = DK]
B ZSRSi/[(Ndata - 1)k]

withdf =n—k (7)

donde SCR es la suma de cuadrados de residuos del ajuste global (f) o individual (i), n es el
numero de regresiones individuales, k es el nUmero de pardmetros a ajustar y Naata €S €l nimero de
observaciones (Lebon et al., 2006). Los grados de libertad para cada SCR se calcularon como Ngata —
k. La prueba de F permite realizar comparaciones de a pares

Las Topt (de Vemax, Jmax ¥ Aopt) Y Aopt fueron comparadas con ANOVA multifactorial (factores
variedad y régimen de temperatura) y contrastes post-hoc para las comparaciones de a pares (entre
variedades o entre regimenes de temperatura dentro de la misma variedad), siguiendo el criterio de la
prueba de F.

El nivel de significancia para todos los analisis estadisticos fue a = 0.05.
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4.7. Esquema del ensayo
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Figura 3.4: Esquema general del ensayo indicando los tratamientos de temperatura (a y b) y la caracterizacion
(c), duracién del calentamiento (d) y periodo (e) de las mediciones de intercambio de gases. Con las curvas
An/CO:2 a diferentes temperaturas de medicion (f) se calcularon mediante el modelo de FvCB la velocidad de
carboxilacion de la Rubisco (Vemax) Y la tasa de transporte de electrones (Jmax). La respuesta a la temperatura de
estas dos variables (Vemax ¥ Jmax) fue caracterizada con la ecuacion de Arrhenius y los parametros derivados (g).
De los valores de asimilacion neta (An) medidos a 400 umol mol* CO: se construyo la respuesta a la temperatura
de An y se caracterizé con la ecuacion parabdlica y los parametros derivados (j). Este esquema representa el
protocolo repetido durante las temporadas 2016/17 y 2017/18.
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5. Resultados

5.1. Condiciones meteorolégicas durante el ensayo

Las temporadas 2016/17 y 2017/18 pueden ser consideradas como tipicas de la provincia de
Mendoza, con temperaturas de aire levemente inferiores y precipitaciones similares a la historica en
valor acumulado, pero con diferente distribucién en los meses de verano con respecto a los valores
histéricos. Las precipitaciones acumuladas entre octubre y marzo fueron 205 y 185 mm en 2016/17 y
2017/18 respectivamente. Estos valores fueron levemente superiores al histérico de 170 mm para el
mismo periodo (Servicio Meteorolégico Nacional, 1981 — 2010), que representa mas del 70% de la
precipitacién anual. Durante las dos temporadas del ensayo, mas del 50% de la precipitacion ocurrid
entre noviembre y diciembre, siendo enero y febrero los meses de mayor precipitacién histdrica.

Las temperaturas medias del periodo octubre-marzo fueron 19.2 °C para 2016/17 y 18.4 °C para
2017/18. Los meses de mayor temperatura media diaria fueron enero y febrero, mientras que diciembre
y enero los de mayor temperatura maxima en ambas temporadas. Las temperatura media maxima

diaria fue 27 °C para 2016/17 y 26.8 °C para 2017/18, para el periodo marzo-octubre.

5.2. Efectos del sistema de calentamiento pasivo en la temperatura del

aire y en el déficit de presion de vapor a nivel de la canopia

La temperatura del aire fue medida a nivel de la canopia (1.2 m de altura), para caracterizar el
efecto del sistema de calentamiento pasivo (SCP, Figura 2.2). Como los efectos del calentamiento en
la temperatura del aire fueron similares entre las variedades, los resultados se presentan como medias
para los tratamientos de temperatura (control o calentados). La temperatura media diaria durante la
primera temporada fue 22.7 °C para las plantas calentadas y 21.6 °C para las plantas control (1.1 °C
de diferencia); mientras que en la segunda temporada la temperatura media diaria fue 24.3 °C y 21.6
°C para las plantas calentadas y control, respectivamente (2.7 °C de diferencia). Esta mayor diferencia
en 2017/18 fue debida al efecto de la media sombra negra colocada al interior del SCP. En la figura 3.5
se presenta la temperatura media diaria para el periodo de ensayo (octubre-marzo) para ambas
temporadas en plantas calentadas y control.

Durante el crecimiento de la hoja, desde octubre hasta mediados de noviembre, las temperaturas
medias del aire fueron 17.9 °C para las plantas calentadas y 16.4 °C para las plantas control (1.5 °C de
diferencia) en 2016/17. Para el mismo periodo, en 2017/18 las temperaturas medias del aire fueron
22.2'y 20.1 °C (2.1 °C de diferencia) para las plantas calentadas y control. La mayor diferencia entre
plantas calentadas y control se observé durante diciembre y enero, en coincidencia con las mediciones

de intercambio de gases. La temperatura media diaria del aire de diciembre y enero fueron
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consideradas como temperatura de crecimiento (T.), siguiendo el criterio propuesto por Medlyn y
colaboradores (2002a) y Kattge y Knorr (2007). Para las plantas control fueron 23.7 °C y 23.9 °C en
2016/17 y 2017/18 respectivamente; mientras que para las plantas calentadas fueron 25.3 °C y 27.5
°C. Esto representé una diferencia de 1.5 °C para la primera temporada y de 3.6 °C para la segunda.
Ademas, las temperaturas maximas medias para 2016/17 fueron 31.7 y 29.8 °C (1.9 °C de diferencia)
y para 2017/18 34.7 y 29.5 °C (5.2 °C de diferencia), en plantas calentadas y control (Anexo Figura
S3.1). Debido al SCP, no se observaron diferencias en la temperatura minima diaria entre plantas
calentadas y control, en ninguna de las dos temporadas (Anexo Figura S3.2).

En la temporada 2016/17, durante el crecimiento de la hoja en el mes de octubre y hasta
mediados de noviembre, las plantas calentadas y control estuvieron expuestas a un DPVcanopia-aire d€
2.5y 2.3 kPa, respectivamente. Para 2017/18, el DPVcanopia-aire incCremento a 3.9 kPa para las plantas
calentadas y a 3.3 kPa para las plantas control. En ambas temporadas, la diferencia maxima de

DPVanopia-aire S€ Observé en enero.

40 HA 2016/17

30 -

®
20 -
10

0 -
40 4B 2017/18

NI Y 37

Temperatura media (°C) Temperatura media (°C)

10 A
—@— Calentado
—@— Control
O -
T T T T T T
01/10 01/11 01/12 01/01 01/02 01/03

Fecha

Figura 3.5: Evolucion estacional de la temperatura media diaria para los tratamientos control (azul) y
calentado (rojo) durante las temporadas 2016/17 (A) y 2017/18 (B). Los valores representan la media
de 4 réplicas, dos en Syrah y dos en Grenache. La temperatura fue medida con termocuplas en la zona
de racimos y registrada cada 20 minutos.
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5.3. Curvas A./C;i

En términos generales, la asimilacion neta (A.) aumenté marcadamente a medida que la
concentracion de CO; incrementé desde la minima CO; (0-50 ymol mol™*) hasta 600 ymol mol'. Por
debajo de 100 umol mol ™, las tasas de A, fueron negativas. Por encima de 600 ymol mol el incremento
en A, fue gradual y se alcanzé una meseta de saturacion, donde a mayores concentraciones de CO:
(1000 - 1200 umol mol "), A, se mantuvo. Las tasas maximas de A, oscilaron alrededor de 25 y 30 umol
m2s™'. De manera mas especifica, en 2016/17 para Grenache la maxima A, se observé en la curva a
25 °C para las plantas control y en la curva a 30 °C para las plantas calentadas. En 2017/18, la maxima
An se observo en la curva a 30 °C tanto en las plantas calentadas como control pero con mayores tasas
en las primeras. Syrah en 2016/17 no presenté diferencias en la maxima A, entre temperaturas de
curva o tratamientos térmicos. En la temporada siguiente, se observé una mayor A, maxima en las
plantas control y en la curva a 30 °C. La pendiente de la parte inicial de las curvas A./C; asi como el
cambio de pendiente hacia la zona del plateau de A, corresponden al calculo de las variables Vc¢max ¥
Jmax respectivamente, y se presentan en detalle a continuacion. En los anexos Figura S3.3 y Figura

S3.4 se presentan las figuras de las curvas A./Ci.

5.4. Efectos del régimen térmico y de la variedad en la respuesta a la

temperatura de la velocidad maxima de carboxilacion de la Rubisco (Vcmax)

La ecuacion de Arrhenius modificada se ajustd a los datos en todos los casos (variedades,
regimenes térmicos y temporadas) y los R? variaron entre 0.69 y 0.95 (Tabla 3.1). En ambas
temporadas y variedades, Vcmax aumenté exponencialmente siguiendo el incremento en la temperatura
de la hoja, con una leve caida a altas temperaturas, que defini6 un valor maximo (Vcopt) ¥ una
temperatura 6ptima para Vcmax (Figura 3.6, Topt).

En la temporada 2016/17, Vemax €n las plantas calentadas de Grenache fue 69.5 +4.3 ymol m?s-
'a 25°C y duplicd la tasa a 40 °C (Anexo Tabla S3.1).Para las plantas control, Vemax @ 25 °C fue similar
a las calentadas, increment6 un 80% a 35 °C y luego descendié un 35% a 40 °C. Para Syrah, Vcmax @
20 °C fue 55.6 5.2 'y 51.0 £7.3 uymol m2s™" para las plantas calentadas y control, respectivamente. La
tasa maxima observada en Syrah para ambos regimenes térmicos se observo a 40 °C y representd un
incremento de casi 3 veces con respecto a la Vemax @ 20 °C. Grenache respondié al régimen térmico,
aumentando la Topt €n las plantas calentadas respecto al control (ANOVA, p < 0.01) en tanto que Syrah
no presentd diferencias entre plantas calentadas y control, con Topt similares (p = 0.46; Figura 3.6, Tabla
3.1). Al comparar las variedades en la condicidon control, Syrah presentd mayores valores de Veopt ¥ Topt
(p < 0.01) que Grenache.

En 2017/18, Vcemax €n las plantas calentadas de Grenache fue de 51.2 +6.1 a 20 °C e incremento

1.7 veces a 40 °C (Anexo Tabla S3.1). Para las plantas de control de Grenache, Vcmax @ 20 °C fue 44.3
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+5.2 ymol m2s, alcanzoé el maximo (134.9 £2.6 ymol m2s™) a 35 °C y disminuyd un 15% a 40 °C con
respecto al maximo. Pese las diferencias observadas, no hubo diferencias estadisticas en Grenache
entre plantas calentadas y control (prueba F no significativa, Tabla 3.2). Al igual que en la temporada
anterior, las plantas de Syrah calentadas y control mostraron una V¢max similar, con un promedio de 45
umol m2s™ a 20 °C y con un aumento de 2.5 veces, alcanzando el maximo (116 pymol m?s™) a 40 °C
para las plantas calentadas y a 35 °C para las plantas control. Durante la segunda temporada, la
respuesta a la temperatura de Vcmax Siguio un patron similar al de la temporada 2016/17, con Tept mas
altas para las plantas calentadas de Grenache que las controles (ANOVA, p < 0.01). Por otro lado, para
Syrah y en similitud a la primera temporada, no se observaron diferencias entre las plantas calentadas
y las controles en Topt (Tabla 3.1, p = 0.05). En la segunda temporada, las variedades bajo la condicion
control también se diferenciaron en la respuesta de Vemax Y en la Topt (p < 0.01).

La media de respuesta a la temperatura de Vcmax Obtenida de los datos de las dos temporadas en
conjunto, confirmo los resultados observados en las temporadas individualmente. Se observé un efecto
del régimen térmico para Grenache (prueba F significativa, Tabla 3.2) con una mayor Tt en las plantas
calentadas (Tabla 3.1, p < 0.01) lo que indica un desplazamiento de Vcmax hacia una mayor temperatura
debido al calentamiento durante el crecimiento de la hoja. Por el contrario, las plantas Syrah calentadas
y control mostraron una respuesta de Vemax (prueba F no significativa, Tabla 3.2) y una Topt similares
(Tabla 3.1, p = 0.56), confirmando que esta variedad no respondi6 al calentamiento.

Con respecto a los parametros de Arrhenius que describen la respuesta a la temperatura de V¢max,
Ha (que se relaciona con el incremento exponencial) fue similar entre tratamientos de temperatura y
variedades (Tabla 3.1). Los otros parametros, Hq y AS fueron mayores en Grenache control que en el
calentado, explicando la disminuciéon mas pronunciada de V¢max @ temperaturas por encima de 35 °C.
Por otro lado, Hy y AS no cambiaron con el régimen térmico en Syrah.

En resumen, se encontré un efecto del régimen térmico en la respuesta a la temperatura de Vemax
para Grenache. El mecanismo para la aclimatacién a una mayor temperatura de crecimiento consistio
en incrementar Topt @ través de una disminucion menos pronunciada de Vcmax @ temperaturas foliares
mayores a 35 °C. Esta respuesta se confirmo estadisticamente en 2 (2016/17 y global) de los 3 modelos
ajustados (Tabla 3.2). Para Syrah, no hubo efecto del tratamiento térmico y este resultado se confirmo
en los 3 ajustes evaluados (2016/17, 2017/18 y global, Tabla 3.2).
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Figura 3.6: Respuesta a la temperatura de la Velocidad de carboxilacion de la Rubisco (Vemax, pmol m-
2s1) en plantas de Grenache control (A), Grenache calentado (B), Syrah control (C) y Syrah calentado
(D). Los simbolos representan la media + error estandar para 3 o 4 réplicas por tratamiento. Las lineas
representan la funciéon de Arrhenius modificada, ajustada en cada estacion individualmente (rojo y azul
para 2016/17, gris y fucsia para 2017/18) y para ambas temporadas en conjunto (linea negra sdlida).
Se indican la temperatura y la tasa 6ptima de Vemax (Topt °C, Veopt) para el ajuste global de 2016/18. Los
parametros del ajuste de la ecuacion de Arrhenius estan presentados en la tabla 3.1.
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Tabla 3.1: Parametros (kzs, Ha, Ha y AS) de la respuesta a la temperatura de la velocidad de
carboxilacion de la Rubisco (Vemax), temperatura optima (Topt) Y tasa Optima (Veopt) para plantas control
y calentadas de Grenache y Syrah, en dos afios de ensayos ajustados individualmente (2016/17 y
2017/18) y globalmente (2016/18).

Grenache
2016/17 2017/18 2016/18
Control Calentado Control Calentado Control Calentado
k2s (Umolm2s')| 68.8 £ 8.2 68.6 £ 6.0 699+ 3.5 62.8+7.9 61.2+44 65.9+4.8
Ha (kdmol"y | 544 +11.7 73.0+17.9 54.0+6.1 63.6 £ 21.1 62.7 +6.8 63.4 £ 10.8
Hs (kJmol') |485.0+0.8 166.5+0.2 3924 +0.3 166.8+x0.4 499.5+0.3 196.0+0.2

AS 1.549 + 0.003 0.530 + 0.005 1.251 + 0.002 0.552 + 0.008 1.595 + 0.002 0.6 + 0.003
Topt (°C) 36.5 39.4 36.7 39.8 36.8 38.7
Veopt (WMol m2s1) 139.7 149.4 139.4 136.3 142.9 146.8

p <0.01 <0.01 <0.01 <0.01 <0.01 <0.01

R2 0.69 0.90 0.93 0.84 0.82 0.86

Syrah
2016/17 2017/18 2016/18
Control Calentado Control Calentado Control Calentado

kes (umol m?s')| 69.7 £ 6.0 69.9+59 56.9+2.6 61.9+24 62.3 £3.7 69.2+44
Ha  (kdmol') | 56.1 + 9.1 53.9+84 56.7 £ 5.0 46.8 £4.5 544 +7.1 457+7.0
Hy  (kdmol') [3185+0.5 397.0+0.8 373.2+0.3 289.0+0.3 288.0+0.5 331.0+0.7

AS 1.009 + 0.003 1.259 + 0.003 1.187 + 0.001 0.913 £ 0.002 0.9+0.003 1.0+0.004
Topt (°C) 38.5 38.5 37.5 38.6 38.9 38.7
Veopt (Mmol m2s™1) 155.6 172.4 123.0 119.5 133.9 135.6

p <0.01 <0.01 <0.01 <0.01 <0.01 <0.01

R? 0.88 0.90 0.95 0.95 0.84 0.77

kos representa la Vemax de referencia a 25 °C, Ha es la energia de activacion, Hy es la energia de
desactivacion y AS es el término de entropia. Los valores representan el parametro ajustado + error estandar.
Topt €5 la temperatura 6ptima calculada segun la ecuacion 5y Veopt €5 la tasa a esa temperatura. p y R2representan
la significancia y el coeficiente de correlacidon de la ecuacion modificada de Arrhenius ajustada a los datos para
cada tratamiento y temporada.
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Tabla 3.2: Test de F comparando los ajustes de las respuestas de la velocidad de carboxilacion de la
Rubisco (Vemax, Figura 3.6) y de la tasa de transporte de electrones (Jmax, Figura 3.7). El andlisis
estadistico se realizé para comparar el régimen de temperatura (control y calentado) dentro de cada
variedad (Grenache o Syrah), las variedades entre si, las temporadas individuales y el ajuste global.

Factor de comparacion Vemax Jmax
Valor de F Valor de F
Tratamiento de temperatura
2016/17
Grenache Co x Grenache Ca 9.75 * 8.14 *
Syrah Co x Syrah Ca 0.56 ns 1.36 ns
2017/18
Grenache Co x Grenache Ca 221 ns 3.46 *
Syrah Co x Syrah Ca 143 ns 0.86 ns
Variedades
2016/17
Grenache Co x Syrah Co 5.43 * 13.97 *
Grenache Ca x Syrah Ca 156 ns 7.41 *
2017/18
Grenache Co x Syrah Co 4.84 * 7.99 *
Grenache Ca x Syrah Ca 0.13 ns 1.21 ns
Temporadas
Grenache Control
2016/17 x 2017/18 0.01 ns 5.77 *
Grenache Calentado
2016/17 x 2017/18 1.29 ns 12.16 *
Syrah Control
2016/17 x 2017/18 4.19 * 0.56 ns
Syrah Calentado
2016/17 X 2017/18 15.25 * 1.82 ns
Global 2016/18
Grenache Co x Grenache Ca 10.59 * 2.10 ns
Syrah Co x Syrah Ca 061 ns 1.54 ns
Grenache Co x Syrah Co 5.10 * 60.71 *
Grenache Ca x Syrah Ca 1.34 ns 10.94 *

ns indica no significativo, * indica significativo (p < 0.05)
Co indica plantas control y Ca plantas calentadas.
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5.5. Efectos del régimen térmico y de la variedad en la respuesta a la

temperatura de la tasa maxima de transporte de electrones (Jmax)

El ajuste de la ecuacion modificada de Arrhenius a los datos fue en todos los casos significativa,
y el R? vario entre 0.54 a 0.97 (Tabla 3.3). Jmax aumentd exponencialmente hasta alcanzar una Topt ¥
luego disminuyd, evidenciando una respuesta de tipo campana para ambas variedades y temporadas
(Figura 3.7). Las diferencias en la respuesta a la temperatura de Jmax estuvieron explicadas por cambios
en Topt, Jopt Y €N los parametros Jmax?®, Ha y AS (Tabla 3.3). En consistencia con los resultados
observados para Vcmax, S€ encontraron diferencias entre tratamientos de temperatura para Grenache y
entre variedades (Tabla 3.2).

En la temporada 2016/17, Jmax €n las plantas calentadas de Grenache oscil6 entre 115.4 £1.4 a
25 °C e incrementd un 30% a 40 °C. Para las plantas control, la maxima Jmax medida fue de 153.4 4.3
umol m2s™ a 35 °C y disminuyd un 45% a 40 °C. En ambos regimenes térmicos, Jopt fue similar pero
la Topt aumento de 34.8 °C en las plantas control a 38.1 °C en las calentadas (ANOVA, p < 0.01). En
Syrah, Jmax @ 20 °C fue 111.2 £18.2 ymol m? s para las plantas control y 130.4 +10.5 para las
calentadas y en ambos casos, Jopt alcanzé 205.5 ymol m2s™. A pesar de que Tt fue mas alta en las
plantas calentadas respecto al control, no hubo diferencias significativas en la respuesta a la
temperatura de Jmax entre los tratamientos térmicos de Syrah (prueba F no significativa, Tabla 3.2). Al
comparar variedades, se evidenciaron diferencias en ambos tratamientos térmicos. Syrah presentd Jopt
y Jmax?® mayores que Grenache para plantas tanto calentadas como control.

En la temporada 2017/18, Jmax @ 20 °C para Grenache control promedi6é 100.1 £9.4y 116.1 £10.5
umol m2s™ para las plantas calentadas, luego incremento cerca de 2 veces y alcanzo la Jopt a 36 °C.
De manera similar a lo encontrado la temporada anterior, a 40 °C Jmax disminuyé un 50% para las
plantas control pero solamente un 20% para las calentadas. Esto llevé a una mayor Jopt para Grenache
calentado, respecto al control, evidenciandose el efecto del tratamiento térmico en esta variedad; a
pesar de que la Topt fue similar (p = 0.81). Para Syrah control, la Jmax @ 30 °C fue la mayor tasa
encontrada (226.8 +3.8 ymol m2s™"), dando lugar a una mayor Jo respecto a las plantas calentadas.
No obstante, la respuesta a la temperatura de Jmax fue similar entre ambos tratamientos térmicos (Tabla
3.2). En esta segunda temporada, las variedades se diferenciaron unicamente en la condicién control,
repitiéndose la mayor Jmax>® Yy Jopt para Syrah respecto a Grenache.

Cuando se ajusté la ecuacion de Arrhenius para ambas temporadas en conjunto, las diferencias
entre regimenes térmicos para Grenache no se confirmaron. En esta variedad, la respuesta de Jmax @
la temperatura fue diferente entre temporadas (Tabla 3.2). Para Syrah, la respuesta de Jmax fue similar
entre regimenes de temperatura, alcanzando 34 °C para la Topt y 197 umol m2s™' para Jopt. Al comparar

variedades, se encontrd que las plantas de Syrah bajo ambos regimenes térmicos presentaron mayor
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Jopt Y Jmax?® Y menores Hqy y AS, indicando por estos Ultimos parametros una menor sensibilidad a la
temperatura que Grenache (Tabla 3.3).

En resumen, la respuesta de Jmax a la temperatura fue mas variable entre temporadas que la de
Vmax. La tendencia general no evidencié cambios en Jmax?® 0 Ha entre regimenes térmicos para ninguna
de las dos variedades. Para Grenache calentado, Hq y AS fueron menores que para las plantas

calentadas en los modelos ajustados en las temporadas individualmente.
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Figura 3.7: Respuesta a la temperatura de la tasa de transporte de electrones (Jmax, Umol m2s) en
plantas de Grenache control (A), Grenache calentado (B), Syrah control (C) y Syrah calentado (D). Los
simbolos representan la media * error estandar para 3 o 4 réplicas por tratamiento. Las lineas
representan la funciéon de Arrhenius modificada, ajustada en cada estacion individualmente (rojo y azul
para 2016/17, gris y fucsia para 2017/18) y para ambas temporadas en conjunto (linea negra sdlida).
Se indican la temperatura y la tasa 6ptima de Jmax (Topt °C, Jopt) para el ajuste global de 2016/18. Los
parametros del ajuste de la ecuacion de Arrhenius estan presentados en la tabla 3.3.

57



Tabla 3.3: Parametros (kzs, Ha, Hey AS) de la respuesta a la temperatura de la tasa de transporte
de electrones (Jmax), temperatura éptima (Topt) y tasa Optima (Jopt) para plantas control y calentadas de
Grenache y Syrah, en dos afios de ensayos ajustados individualmente (2016/17 y 2017/18) y
globalmente (2016/18).

Grenache
2016/17 2017/18 2016/18
Control Calentado Control Calentado Control Calentado
k2s (umol m?2s7)| 126.3 £ 9.6 116.0 + 2.1 116.0 £ 5.1 127.9 £+ 9.0 116.1+£6.4 123.8+ 7.4
Ha (kJ mol ") 177277 20.7 + 1.8 389 + 5.2 366 £ 79 3714 £6.5 284 +6.4
Hs (kJmol') | 481.6 + 0.4 4429 + 0.2 5740 £ 0.6 399.5 £ 0.5 410.0+04 4100+ 0.5
AS 1.538 £ 0.003 1.398 * 0.001 1.8 £ 0.002 1.272 + 0.003 1.313 £ 0.002 1.301 £ 0.003
Topt (°C) 34.8 38.1 35.8 36.2 34.6 36.8
Jopt (Umol m2s™) 158.4 158.1 188.9 200.1 169.9 179.4
p <0.01 <0.01 <0.01 <0.01 <0.01 <0.01
R? 0.87 0.97 0.87 0.66 0.77 0.55
Syrah
2016/17 2017/18 2016/18
Control Calentado Control Calentado Control Calentado
kas (umol m2s™)| 136.2 £ 9.7 144.0 + 11.3 162.2 + 11.2 156.2 + 10.3 1498+ 7.4 142.2 £ 5.0
Ha (kJ mol") 320+7.5 23.6 + 8.7 411 + 126 754 + 26 38.3+8.7 402+ 7.3
Hy (kdmol™) | 470.8 + 0.6 4784 + 1.4 2239 + 04 129.0 £+ 0.2 200.0£0.3 181.0+ 0.3
AS 1.499 £ 0.003 1.512 + 0.009 0.718 £ 0.004 0.425 £ 0.002 0.6 £ 0.003 0.6 £ 0.003
Topt (°C) 364 38.2 33.0 32.2 34.1 34.4
Jopt (WMol m2s71) 205.8 206.2 210.2 189.2 197.0 197.6
p <0.01 <0.01 <0.01 <0.01 <0.01 <0.01
R2 0.68 0.54 0.76 0.87 0.59 0.75

kos representa la Jmax de referencia a 25 °C, Ha es la energia de activacion, Hy es la energia de
desactivacion y AS es el término de entropia. Los valores representan el parametro ajustado * error estandar.
Topt € la temperatura 6ptima calculada segun la ecuacion 5 y Jopt €s la tasa a esa temperatura. p valor y R2
representan la significancia y el coeficiente de correlacion del ajuste de la ecuacion modificada de Arrhenius
ajustada a los datos para cada tratamiento y temporada.

5.6. Respuesta de la asimilacién neta (An) a la temperatura

La respuesta de la asimilacion neta (A,) a la temperatura se ajusté a la ecuacién de la parabola
descripta en la ecuacién 6 (Figura 3.8). Las variedades presentaron diferente respuesta en la
aclimatacion de la A, a la temperatura de crecimiento. La respuesta general fue un aumento de la
temperatura 6ptima (Topt) en las plantas calentadas, para ambas variedades y temporadas. Para
Grenache, el incremento de Topt €n las plantas calentadas con respecto a las control fue de 0.5 °C en
ambas temporadas pero no fue estadisticamente significativo (p = 0.07); mientras que para Syrah Topt
incrementd en las plantas calentadas con respecto al control 1 °C y 1.2 °C (p = 0.03) la primera y
segunda temporada, respectivamente. Considerando T. como la temperatura media del aire de los

meses de diciembre y enero, las diferencias entre plantas calentadas y control fueron de 1.5 °C la
58



temporada 2016/17 y de 3.6 °C la 2017/18. A través de la relacion lineal entre Topt ¥ Te, se calculd la
pendiente aopt que refleja la aclimatacion a la temperatura de crecimiento en el largo plazo (Vico et al.,
2019). Se evidencid que aqpt presentd en ambas variedades un valor mas elevado la primera temporada
que la segunda. Fue de 0.35 °C °C" para Grenache y de 0.61 °C °C™' para Syrah en 2016/17; a
diferencia de los valores de 2017/18 que fueron de 0.14 °C °C™" para Grenache y de 0.33 °C °C™ para
Syrah. También se encontr6 en las plantas de Grenache calentadas que Aopt aumentd 1.2 umol m?s™!
la primera temporada (p < 0.01) y 2 ymol m? s la segunda (p < 0.01). Por otra parte, Syrah incremento
levemente Ayt la primera temporada (0.4 umol m?s™, p = 0.61) y no presenté cambios la segunda.
Considerando ambas variedades y temporadas, ATgo 0scilé entre 13.6 £0.6 y 22.9 +1.4 °C (Tabla 3.4);

indicando un amplio rango de temperaturas para valores casi 6ptimos de A..
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Figura 3.8: Respuesta a la temperatura de la asimilacion neta (A,, yumol CO, m2s™) en plantas de
Grenache (A-B) y Syrah (C-D) bajo tratamientos control (azul) y calentado (rojo), durante las
temporadas 2016/17 (A-C) y 2017/18 (B-D). Los simbolos representan la media de 3 o 4 réplicas por
tratamiento y las lineas representan la funcidén parabdlica ajustada. Las figuras insertadas representan
la relacion entre la temperatura de crecimiento (T¢,°C) y la temperatura éptima de An (Topt, °C).
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Tabla 3.4: Parametros de la respuesta a la temperatura de la asimilacion neta (A»). Temperatura 6ptima
(Topt), tasa de An a esa temperatura (Aopt) Y rango de temperaturas para 80% de A, optima (ATso%), €n
plantas control y calentadas de Grenache y Syrah.

Grenache

2016/17 2017/18
Control Calentado Control Calentado
Aopt  (HMOICO2m2s™) 144 + 0.4 15.6 £ 0.3 12.3 £ 0.2 14.3 £ 0.2
Topt (°C) 292 £ 0.3 29.8 £ 0.2 26.6 £ 0.5 271 £ 0.3
ATso% (°C) 136 £ 0.6 145+ 05 20.0 £+ 1.1 18.2 £+ 0.7

Syrah

2016/17 2017/18
Control Calentado Control Calentado
Aopt  (MMOICO2m?s™) 143 £ 0.4 14.7 £ 0.2 13.8 £ 0.3 13.7 £ 0.2
Topt (°C) 273 1.0 28.3 05 258 £ 0.9 27.0 £ 0.3
ATso% (°C) 204 £ 25 229 +14 185+ 15 17.8 £ 0.7

Valores representan el parametro ajustado con la ecuacion 6 + error estandar.

6. Discusion

Este trabajo demuestra que las variedades de vid estudiadas presentaron diferentes mecanismos
de aclimatacién de la fotosintesis frente a un aumento en la temperatura de crecimiento. Unicamente
Grenache aumenté la asimilacién optima (Aopt), llevando a una mayor asimilacién de C bajo el
tratamiento de calentamiento. A su vez, las plantas calentadas de Grenache mantuvieron la velocidad
de carboxilacién de la Rubisco (Vcmax) Y la tasa de transporte de electrones (Jmax) @ temperaturas foliares
de 35 y 40 °C mientras que en las plantas control, las tasas disminuyeron marcadamente a esas
temperaturas. Esto se debidé a menores valores de energia de desactivacion (Hq) y término de entropia
(AS) en Grenache calentado, explicando las mayores tasas de Vcmax Y Jmax @ altas temperaturas de
hoja. Por otro lado, Syrah presentd una respuesta homeostatica, sin cambios en Ao, €n la capacidad
fotosintética (Vcemax, Jmax) O €n sus respuestas a la temperatura; confirmando resultados previos en esta
variedad en los que demuestra tolerar diversas condiciones ambientales (Rogiers et al., 2009; Sadras
et al., 2012; Sadras y Soar, 2009; Schultz, 2003a; Soar et al., 2009). Ambas variedades mostraron un
aumento de la temperatura 6ptima para An (Topt) Siguiendo el aumento de la temperatura de crecimiento,
pero este fue mayor en Syrah. Durante la segunda temporada, la temperatura de crecimiento en las
plantas calentadas fue mayor que durante la primera, pero esto no condujo a un incremento de Topt
mayor debido a que la T alcanzé valores por encima del 6ptimo de la fotosintesis y por lo tanto, la

aclimatacion de la fotosintesis fue limitada (Vico et al., 2019).
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6.1. Condiciones de temperatura alcanzadas durante el experimento

En este estudio, se empled un calentamiento experimental que logré aumentar la temperatura
media del aire en 1.5 y 3.6 °C a principios de verano, cuando las hojas alcanzaron el estado adulto y
se realizaron las mediciones de intercambio de gases. El mayor incremento de temperatura logrado en
la segunda temporada del ensayo fue gracias a la implementacién de la tela media sombra negra, al
interior del SCP (Capitulo 2, seccion 3). El calentamiento alcanzado en este experimento es consistente
con aumentos de temperatura proyectados para fines de siglo en la principal region viticola de Argentina
(Cabré y Nunez, 2020; Cabré et al., 2016) y para otras en el mundo (Santillan et al., 2019). Los efectos
de la temperatura en la vid han sido estudiados principalmente aplicando periodos cortos de
calentamiento en plantas en maceta (Edwards et al., 2011; Galat Giorgi et al., 2019; Kriedemann, 1968),
camaras de cultivo o invernaderos (Ferrini et al., 1995; Greer y Weston, 2010; Kizildeniz et al., 2015;
Salazar-Parra et al., 2015, 2012). No obstante, en esos estudios la temperatura de crecimiento se
mantuvo estable, lo que no sucede en el campo, donde la temperatura fluctia a multiples escalas y por
lo tanto, las plantas deben aclimatarse a condiciones mas variables (Vico et al., 2019). Incluso si bien
se suele utilizar la temperatura media de los 30 dias previos como una estimacion de la T¢, aun no se
conoce como las plantas se aclimatan a las temperaturas medias 0 maximas o a las fluctuaciones en
el corto (diarias) o largo plazo. En este estudio, las temperaturas medias maximas del aire en 2016/17
fueron 29.8 y 31.7 °C para plantas control y calentadas; y en 2017/18 fueron 29.5 y 34.7 °C. El rango
de temperaturas alcanzado en este estudio es superior a la mayoria de los trabajos que evaluan la
aclimatacion de la fotosintesis en diversas especies (Kattge y Knorr, 2007; Medlyn et al., 2002a; Sage
y Kubien, 2007). Los trabajos de campo que incrementan la temperatura son escasos en especies
frutales en general (Miserere et al., 2019; Walcroft et al., 2002) y en vid, en particular (Galat Giorgi et
al., 2020; Sadras et al., 2012; Sadras y Soar, 2009; Soar et al., 2009). Hasta la fecha, no se han
reportado estudios que evalien a campo la aclimatacion de la fotosintesis en vid, aplicando un

calentamiento sostenido durante toda la estacion de crecimiento vegetativo.

6.2. Las variedades se diferenciaron en la respuesta a la temperatura

de los parametros fotosintéticos

Los resultados de este trabajo evidenciaron diferencias entre las variedades en las respuestas a
la temperatura de Vemax Y de Jmax. En Grenache, las plantas calentadas fueron capaces de mantener
mayores tasas de Vemax Y de Jmax @ temperaturas foliares por encima de 35 °C, disminuyendo la energia
de desactivacién (Hq) y el término de entropia (AS) con respecto al control. Esto condujo a un aumento
en la Topt para Vemax Y Jmax. Ademas, Syrah presentd respuestas de Vemax ¥ Jmax @ la temperatura
similares entre plantas calentadas y control. Algunos trabajos previos en otras especies han reportado

que las respuestas de Vemax ¥ Jmax @ la temperatura, dependen del genotipo (Bunce, 2000; Crous et al.,
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2013; Medlyn et al., 2002b), incluso recientemente demostrado en vid, para las variedades Merlot y
Chardonnay (Greer, 2018). El trabajo de Greer (2018) demostro diferencias varietales en la fotosintesis,
explicadas en Merlot por una mayor gs a temperaturas foliares moderadas y una mayor Jmax a
temperaturas elevadas, en comparacion con Chardonnay. Promediando entre temporadas, Vemax 0scild
entre 56 y 69 umol m2 s medido a la temperatura de referencia (25 °C), en similitud con valores
observados en un estudio a campo en Syrah (Greer, 2019), pero mayores que los valores observados
en Riesling (Schultz, 2003b), una variedad de clima frio, o en Merlot y Chardonnay en un estudio con
plantas en maceta (Greer, 2018). Tanto las variedades como los regimenes térmicos presentaron
Vemax?® similares, en consistencia con estudios previos en los que no se encontré efecto de la
temperatura de crecimiento sobre Vemax?® (Kattge y Knorr, 2007; Way y Yamori, 2014). Los resultados
del presente trabajo mostraron un incremento exponencial de Vcmax (caracterizado por el parametro H,)
siguiendo el incremento de la temperatura de la hoja, con disminuciones leves a altas temperaturas
para Syrah y Grenache bajo ambos regimenes térmicos. Esta disminucién, fue mas pronunciada en
Syrah calentado o control y en las plantas de Grenache control que en las calentadas. Este tipo de
respuesta ha sido observada en otras variedades de vid (Greer, 2019, 2018; Greer y Weedon, 2012)
como asi también en plantas herbaceas, arbustos y arboles (Bunce, 2000; Crous et al., 2013; Leuning,
2002). La disminucién de Vcmax a altas temperaturas puede estar relacionada con una reduccion en la
actividad de la Rubisco activasa que no logra mantener a la Rubisco activa (Sage y Kubien, 2007;
Salvucci y Crafts-Brandner, 2004), mas que con una desactivacion de la Rubisco en si misma (Galmés
et al., 2015). En este trabajo, no hubo disminucion de Vcmax €n Grenache calentado a temperaturas
mayores a 35 °C. Algunas especies cuando crecen bajo altas temperaturas, pueden producir una
isoforma de Rubisco activasa que confiere mayor tolerancia a la alta temperatura y logra mantener la
Rubisco activa (Way y Yamori, 2014). Adicionalmente, en un estudio reciente de Greer (2018) en dos
variedades de vid, se demostrdé que Vcmax NO disminuye a temperaturas foliares de hasta 40 y 45 °C. El
resultado de Greer en conjunto con los de este estudio, sugieren que algunas variedades de vid podrian
producir una Rubisco activasa estable cuando se exponen a altas temperaturas de crecimiento; una
caracteristica de gran relevancia para la aclimatacion de la fotosintesis. Alternativamente, la
disminucion en la actividad de la Rubisco a altas temperaturas podria ser una respuesta co-regulada
por una limitacion en el transporte de electrones (como se explica a continuacién) y no por la Rubisco
activasa (Sage y Kubien, 2007; Yamori et al., 2014).

La tasa de transporte de electrones (Jmax), aumentd exponencialmente hasta alcanzar la Tept ¥
luego disminuyd de manera marcada, particularmente en Grenache control y Syrah. Esta respuesta de
tipo campana es comun en vid (Greer, 2019, 2018; Greer y Weedon, 2012; Schultz, 2003b) y en otras
especies (Crous et al., 2013; Zaka et al., 2016). A temperaturas elevadas, el transporte ciclico de

electrones en torno al PSI es activado a expensas del transporte lineal. Esto ocasiona carencia de
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NADPH disponible para el CCB y puede limitar la fijacion de C (Sage y Kubien, 2007). Este ultimo
mecanismo, recientemente demostrado en vid (Sun et al., 2017), podria explicar la disminucién
marcada de Jmax @ temperaturas elevadas, observada en plantas de Syrah y en Grenache control. Por
otra parte, las altas tasas de Jmax Observadas en Grenache calentado a temperaturas foliares mayores
a 35 °C, podrian estar relacionadas con una modificacién en la composicién de la membrana,
alterandose la relacion de acidos grasos saturados e insaturados (Sage y Kubien, 2007; Yamori et al.,
2014). La saturacion de acidos grasos incrementa las interacciones hidrofébicas entre acidos grasos
adyacentes, aumentando la rigidez de la membrana y contribuyendo a la aclimatacion a altas
temperaturas (Sage y Kubien, 2007). También podria relacionarse con la expresion de proteinas de
choque térmico (heat shock proteins), que tienen un rol central en preservar la integridad de la
membrana celular durante un estrés térmico (Carvalho et al., 2015). Ambas variedades presentaron
una temperatura 6ptima para Jmax €n el mismo rango que otras especies lefiosas (Medlyn et al., 2002a).
Sin embargo, hubo diferencias en la Jmax?®, con mayores valores en Syrah (148 uymol m? s™') que en
Grenache (121 ymol m2 s). Estas tasas son similares a valores previamente reportados en vides
cultivadas a campo (Greer, 2019; Greer y Weedon, 2012) pero son mas elevados que otros resultados
en variedades de clima frio o en plantas cultivadas en maceta (Greer, 2018; Schultz, 2003b). Jmax €S
comunmente mas variable que Vcmax (Bernacchi et al., 2009), como ha sido reportado por Greer (2018)
para dos variedades de vid. Las diferencias observadas en Vimax ¥ Jmax podrian explicarse por
variaciones en la particion de nitrégeno dentro de la hoja, en favor de las proteinas que intervienen en
el transporte de electrones (Kattge y Knorr, 2007; Lin et al., 2013; Medlyn et al., 2002b).

Entre los cuatro parametros de la ecuacion de Arrhenius (k2s, Ha, Ha y AS) que explican la
aclimatacion a la temperatura, en este trabajo se encontraron menores energias de desactivacion (Hq)
y término de entropia (AS) para las plantas calentadas de Grenache, lo que condujo a las mayores
tasas de Vcmax Y Jmax Observadas a temperaturas foliares mayores a 35 °C. En concordancia con estos
resultados, Kattge y Knorr (2007) también encontraron un menor AS en plantas lefiosas crecidas en
ambientes mas calidos, pero en su trabajo toda la parte de disminucién de la curva de Arrhenius fue
capturada por este parametro ya que Hg fue fijado a 200 kJ mol'. De manera similar, otros estudios
reportaron que mayores AS conducen a menores tasas de fotosintesis a altas temperaturas (Lin et al.,
2012). En Grenache, que respondio al tratamiento de temperatura, la energia de activacion (Ha) fue
similar entre las plantas calentadas y control. A pesar de que algunos estudios han relacionado
menores Ha con mayores temperaturas de crecimiento (Bunce, 2019, 2018; Crous et al., 2013), en otros
trabajos no pudo establecerse una relacion clara (Bunce, 2018; Kattge y Knorr, 2007; Lin et al., 2013).
Otros componentes que afectan la modelizacion de la respuesta de Vemax ¥ Jmax @ la temperatura son
las constantes cinéticas de la Rubisco (Diaz-Espejo, 2013), la Rubisco activasa (Salvucci y Crafts-

Brandner, 2004), la conductancia del mesdéfilo (Bernacchi et al., 2002; Flexas et al., 2008), la respiracion

64



(Yamori et al., 2014) y la fotorrespiracion (Brooks y Farquhar, 1985). Estos factores no fueron
considerados en este trabajo. Las constantes cinéticas de la Rubisco son consideradas universales,
pero puede haber variaciones entre especies o entre la metodologia utilizada para su determinacion
(Diaz-Espejo 2013; Medlyn et al., 2002a). La conductancia del mesdfilo permite modelar Vemax Y Jmax €n
respuesta a la concentracién cloroplastica de CO; (C.), en tanto que en este trabajo se calcularon tasas
aparentes de las variables bioquimicas por estar en base a C; (Bernacchi et al., 2002). La respiracion
aumenta con la temperatura de la hoja, pero también se aclimata a la temperatura de crecimiento
(Yamori et al., 2014). Finalmente, la fotorrespiracion incrementa con la temperatura de la hoja debido
a que por un lado aumenta mas la solublidad del O, con respecto al CO; y por otro lado a que la afinidad
de la Rubisco por el CO, (constante de Michaelis Menten K, para CO;) aumenta mas que para el O
(Sage y Kubien, 2007). Finalmente, los resultados del presente estudio sugieren que los cambios en
Hq y AS son importantes variables para modelar la respuesta a la temperatura de los parametros de
fotosintesis, como ha sido demostrado recientemente (Stinziano et al., 2018). El citado estudio compara
la capacidad predictiva de diferentes modelos de flujo de carbono a nivel de canopia en escenarios de
elevada temperatura y demuestra que la performance del modelo es fuertemente afectada por los

parametros Hq y AS.

6.3. Las variedades difirieron en la aclimatacion de la fotosintesis a la

alta temperatura

La temperatura 6ptima de A, mostré un incremento de alrededor de 0.5 °C en Grenache y de 1.2
°C en Syrah para un incremento en la temperatura media del aire de 1.5 y 3.6 °C en la primera y
segunda temporada, respectivamente. La temperatura de crecimiento se considerd, al igual que en
otros estudios (Medlyn et al., 2002a; Kattge y Knorr, 2007) como la temperatura media de los 30 dias
previos a la realizacion de las mediciones, para reflejar la aclimatacién a largo plazo. Sin embargo, se
ha reportado un ajuste en Tt al incrementar T en periodos mas cortos (14 dias) en plantas de la
variedad Chasselas evaluadas al momento de envero (Zufferey y Murisier, 2002). Los incrementos de
Topt reflejados a través de la pendiente aopt fueron mayores en la primera temporada que en la segunda,
y ademas similares a los observados en otras especies (Slot y Winter, 2017; Way y Yamori, 2014). El
menor aumento de Topt en la segunda temporada, podria indicar que cuando la temperatura de la hoja
ya es elevada o cercana al 6ptimo, como las registradas durante 2017/18, un incremento en la
temperatura de la hoja puede no ser positivo como cuando las temperaturas iniciales de la hoja son
mas bajas (Vico et al., 2019). Estas respuestas son comunes cuando el incremento en la T. excede la
Topt (Slot y Winter, 2017; Vico et al., 2019). Ademas del aumento en la Ty, €n ambas temporadas las
plantas calentadas de Grenache evidenciaron una mayor tasa de asimilacion optima (Aopt), €n relacion

con los incrementos de Vemax ¥ Jmax Y@ mencionados, indicando que esta variedad se aclimato al
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calentamiento (Yamori et al., 2014). Por otro lado, Syrah mostr6é sélo un ajuste de la Topty no de la
asimilacion, lo que corresponde a una respuesta de tipo homeostatica en la que hay un ajuste de la
fotosintesis neta a la temperatura de crecimiento, sin que esto implique ganancias en la asimilacion de
C (Way y Yamori, 2014). A su vez, la limitacién a la aclimatacion fotosintética observada en la segunda
temporada puede deberse a cambios epigenéticos, que modifiquen la respuesta de las hojas
previamente expuestas al calentamiento. La yema de la vid tiene de 8 a 10 hojas preformadas en la
temporada anterior que brotan en la temporada siguiente (Keller, 2015a). Sobre estas hojas
(preformadas en la temporada 2016/17 y expuestas a un calentamiento medio de 1.5 °C), podria haber
una respuesta de sensibilizacién (priming en inglés) asociada a cambios epigenéticos, que hace que
las plantas sean mas resistentes a futuras exposiciones al estrés, mediante la adquisicién de una
“memoria” (Crisp et al., 2016).

Este estudio en condiciones de campo, demostré que las dos variedades de vid evaluadas
podrian presentar diferentes estrategias para hacer frente a un aumento en la temperatura de
crecimiento aplicado durante todo el ciclo vegetativo. En estas condiciones, un aumento de temperatura
de 1.5 a 3.6 °C podria no ser perjudicial para la asimilacién de C en condiciones bien regadas. No
obstante, esta situacién de ausencia de déficit hidrico es dificil de encontrar y mantener en vifiedos
comerciales. Ademas, como sera discutido en las proximas secciones, este mismo incremento de
temperatura del aire podria implicar un mayor consumo de agua asi como consecuencias negativas en
la madurez y en la composicion de la uva con destino a vinificacién (de Rosas et al., 2017; Sadok et
al., 2021; Sadras et al., 2013). Considerando que Syrah y Grenache presentan diferentes estrategias
para enfrentar el déficit hidrico, que habra una disminucién en la disponibilidad hidrica en el futuro
(Cabré et al., 2016) y que los estudios a campo que evaluan condiciones de calentamiento son escasos
(Galat Giorgi et al., 2020; Sadras y Moran, 2012; Sadras y Soar, 2009; Soar et al., 2009), seria
interesante continuar este estudio combinando un calentamiento durante todo el ciclo vegetativo en
conjunto con la aplicacion de un déficit hidrico. Algunos trabajos recientes combinaron calentamiento
aplicado como olas de calor y déficit hidrico (Edwards et al., 2011; Galat Giorgi et al., 2019) y los
resultados de los mismos son contradictorios. Por un lado, en la variedad Cabernet Sauvignon el
calentamiento agravo los efectos del déficit hidrico con una mayor disminucién de la conductancia
estomatica (gs) y de An (Edwards et al., 2011). Por otra parte, en Malbec bajo déficit hidrico, el
calentamiento hizo que la disminucion de gs y A, fuera menos marcada (Galat Giorgi et al., 2019). Estos
resultados contrastantes sugieren efectos interactivos de la disponibilidad hidrica y de la temperatura
ademas de las respuestas varietales, reforzando la necesidad de ampliar estos estudios. Las
respuestas de aclimatacion fotosintética encontradas en el presente trabajo mostraron diferentes

mecanismos en cada genotipo y ayudan a ilustrar la variabilidad genética existente de la vid. Continuar
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explorando esta variabilidad podria ser de gran utilidad para generar conocimiento aplicable a

programas de mejoramiento y de seleccion de variedades mejor adaptadas al cambio climatico.
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CAPITULO 42: ESTRATEGIAS VARIETALES PARA HACER
FRENTE AL AUMENTO DE TEMPERATURA: COMPORTAMIENTO
ESTOMATICO Y EFICIENCIA EN EL USO DEL AGUA

1. Introduccion

El suelo y el clima son los factores ambientales principales que en su interaccion con las practicas
de manejo y la variedad determinan la produccion vitivinicola. Sin embargo, en las ultimas décadas las
condiciones climaticas han tomado gran relevancia debido a los cambios y a la variabilidad asociada al
cambio climatico (Van Leeuwen et al.,, 2019). La escasez de agua, el calentamiento y la mayor
frecuencia e intensidad de olas de calor son los eventos mas comunmente reportados en varias areas
viticolas (Santillan et al., 2019); y como consecuencia, se esperan pérdidas en el rendimiento de los
cultivos (Sadok et al., 2021). Para Mendoza, las proyecciones climaticas para fines de este siglo
incluyen un aumento de la temperatura media de alrededor de 2 °C durante los meses de octubre a
abril (Cabré y Nurfez, 2020; Cabré et al., 2016). También se pronostica una disminuciéon en las
precipitaciones niveas en la cordillera de los Andes, que son la Unica fuente de agua para la agricultura
y otras actividades humanas (Boninsegna, 2014; Cabré y Nuiez, 2020). Para regiones viticolas aridas
y calidas, el calentamiento sostenido y el estrés hidrico podrian impactar en la fisiologia de la vid, el
rendimiento y la calidad de la fruta, y por lo tanto, comprometerian la sostenibilidad de los vifiedos
(Medrano et al., 2014; Van Leeuwen et al., 2019). En este escenario, incrementar la eficiencia en el
uso del agua (EUA), es decir, la cantidad de C fijado relativa a la pérdida de agua, es esencial para
garantizar la sostenibilidad de un vifiedo en el largo plazo (Flexas et al., 2010; Medrano et al., 2014;
Salazar-Parra et al., 2012). Es por lo tanto necesario comprender cémo el cambio climatico impactara
el crecimiento y el consumo de agua de las plantas para poder disefar estrategias que permitan
maximizar la EUA (Hatfield y Dold, 2019).

1.1. Definicidn de eficiencia en el uso del agua

La EUA es un concepto introducido hace mas de 100 anos y su definicion varia de acuerdo al
contexto en el que se utiliza (Bacon, 2009). En términos generales, refiere a la biomasa producida por
una planta por unidad de agua consumida (Hatfield y Dold, 2019). Esta relacion puede estimarse a
diferentes escalas, tanto espaciales (desde lo regional hasta el nivel hoja) como temporales
(mediciones instantaneas o integradas). Los factores que influyen en cada uno de los niveles son
diferentes (Figura 4.1). Por este motivo, para poder disefar estrategias que maximicen la EUA a cada

una de las escalas es necesario conocer como interactian esos determinantes.

2 Parte de este capitulo corresponde a la publicacion: Syrah and Grenache (Vitis vinifera) revealed different strategies to cope
with high temperature. Gallo A.E., Perez Pefia J.E., Gonzalez C.V, Prieto J.A. Australian Journal of Grape and Wine Research.
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Figura 4.1: Eficiencia en el uso del agua (EUA) a diferentes escalas de medicion y de incidencia de
factores externos, desde nivel de hoja hasta el nivel de cuenca regional. A la izquierda se indican los
factores que intervienen en las diferentes escalas, abreviaturas: H humedad, T temperatura, V viento y
DPV déficit de presidn de vapor. A la derecha en los recuadros de indica la relacion que determina la
eficiencia en el uso del agua para cada nivel. Abreviaturas: EUAix eficiencia en el uso del agua
intrinseca, EUAs instantanea, A, asimilacion neta de CO,, gs conductancia estomatica, E transpiracion
foliar, Qq quintales (100 kg). Se muestran en color gris los recuadros de la EUA rendimiento y la EUA
intrinseca que fueron estudiadas en este trabajo. Adaptado de Medrano et al. (2014, 2018).

A nivel planta entera, la EUA se estima como la cantidad de biomasa producida por unidad de
agua evapotranspirada (Hatfield y Dold, 2019). En el caso de cultivos como la vid, se considera el
organo de la planta con interés productivo (es decir, la fruta) y se define la EUA del rendimiento (también
llamada Productividad del agua) como la relacion entre los kg de uva cosechados y el agua
evapotranspirada, que en este caso se estimé mediante el riego aplicado (EUArendimiento, Medrano et al.,
2018). Por otro lado, a escala de la hoja la EUA tiene como ventaja que permite estudiar la respuesta
fisioldgica a distintos factores como el estado hidrico, la temperatura, el DPV, la concentracion de CO

y sus interacciones (Hatfield y Dold, 2019). Los componentes que determinan la EUA a nivel hoja son
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la fotosintesis, la conductancia estomatica (gs), la conductancia del mesdfilo y la transpiracion (E) y se
suele expresar de dos formas diferentes (Leakey et al., 2019):

- Eficiencia en el uso de agua intrinseca (EUAIn), que relaciona A, y gs

- Eficiencia en el uso del agua instantanea (EUAins), que relaciona Any E

Por lo tanto, la EUA a nivel de hoja esta determinada por los procesos de intercambio de CO; y
H.O entre las hojas y la atmésfera, que suceden a través de los estomas. Los estomas son una
estructura formada por un poro rodeado de un par de células especializadas llamadas células
guardianas (Dow y Bergmann, 2014). Este complejo se ubica en la superficie de los tejidos vegetales
(principalmente hojas) y permite la comunicacién entre el interior de una hoja y el ambiente externo
(Taiz y Zeiger, 2015b). La apertura del poro esta regulada por el cambio de turgencia de las células
guardianas, que depende del ingreso y egreso de agua a estas células. Para ello, se transportan iones
organicos e inorganicos a través de la membrana y del tonoplasto de las células guardianas, y ademas
se sintetizan aniones organicos (Leakey et al., 2019). La apertura de los estomas permite la difusién
de CO: para la fotosintesis y, por lo tanto, la posibilidad de fotoasimilar para el crecimiento y el
rendimiento (Sadok et al., 2021). Sin embargo, la pérdida de H>O de los tejidos aéreos de las plantas,
mientras asimilan CO- desde la atmdsfera, es un fendmeno biofisico inevitable (Figura 4.2, Leakey et
al., 2019). De hecho, se estima que entre el 80-90%, incluso el 97% del agua utilizada por una planta
se transpira a la atmésfera a través de los estomas (Sadok et al., 2021; Taiz y Zeiger, 2015b). No
obstante, el consumo de agua en la hoja esta regulado por gs, aunque depende fuertemente de la
energia incidente, del DPV y del intercambio aerodinamico (Hatfield y Dold, 2019). El funcionamiento
de los estomas esta regulado para optimizar el intercambio de gases, ya sea minimizando la salida de
H2>0 o maximizando el ingreso de CO, (Damour et al., 2010). Se ha postulado que, en condiciones de
humedad estable, la apertura estomatica se regula para mantener constante la concentracion de CO»
en los espacios intercelulares (Ci). A su vez, en condiciones de déficit hidrico el cierre estomatico ocurre
para prevenir la formacion de embolismos que lleven a pérdida de funcionalidad (es decir, cavitacion)
y dafio en el xilema. Cuando hay cierre estomatico, C; disminuye en la camara subestomatica. Esto
ocasiona que el gradiente entre la concentracion ambiental de CO; (Ca) y Ci aumente, incrementandose
también la fuerza impulsora para la asimilacién de CO2, mientras que el gradiente que regula la pérdida
de agua (Wi/W,) permanece constante (Figura 4.2). En consecuencia, la eficiencia en el uso del agua
intrinseca esta inversamente relacionada con Ci/C,. (Bacon, 2009). En sintesis, la apertura estomatica
se regula para optimizar C; en relacion a la minima pérdida de agua (Damour et al., 2010). En este

proceso intervienen la capacidad fotosintética y la transpiracion (Jones, 2009)
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1.2. Estrategias frente a estrés ambiental: evitar o tolerar

Cuando un factor ambiental, por ejemplo la temperatura, excede los limites considerados
normales para determinada especie, se convierte en un factor de estrés (Taiz y Zeiger, 2015c). Esto
lleva a cambios en las plantas que buscan evitar el dafo potencial de las condiciones de estrés. Cuando
los cambios ocurren a nivel genético y poblacional, llevan a la adaptacién de esa especie. Las plantas
también pueden modificar su morfologia o fisiologia, a veces de manera reversible, y de este modo
aclimatarse a las variaciones periodicas en el ambiente. Ademas, pueden haber cambios que alteren
la expresion de genes, sin producir cambios estables en la secuencia de ADN (es decir, cambios
epigenéticos) y que pueden potencialmente hacer heredables las respuestas de aclimatacion y
extenderlas en el largo plazo (Crisp et al.,, 2016; Taiz y Zeiger, 2015c). Como las plantas son
organismos sésiles, la habilidad que tengan para aclimatarse al factor ambiental de estrés es esencial
para su supervivencia asi como la eficiencia para utilizar los recursos externos para su crecimiento y
desarrollo (Dayer, 2017; Yamori et al., 2014). La aclimatacion se refiere a los cambios no permanentes
que mejoran la respuesta individual de la planta frente a la exposicion repetida al factor de estrés (Taiz
y Zeiger, 2015c).

En lo que concierne al estrés hidrico, se han definido dos tipos de estrategias principales que
caracterizan las respuestas de las plantas para afrontar dicho estrés: la tolerancia y la evitacion (Leakey
et al., 2019). La tolerancia implica una mayor capacidad para mantener las respuestas celulares y
fisioldgicas, incluido el crecimiento, cuanto la planta experimenta el estrés (Leakey et al., 2019). En
contraposicion, la evitacion esta asociada a un escape a la situacion de estrés y caracterizada por una
mejor capacidad de captar agua o reducir el uso (Leakey et al., 2019). En relacion a la respuesta a la
temperatura, las plantas han sido tradicionalmente clasificadas en cuanto a su adaptacién a ambientes

mas calidos o mas frios. No obstante, considerando el calentamiento al que estaran expuestas debido
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al cambio climatico, seria necesario definir estrategias de aclimatacion. Al respecto, en algunas plantas
de ambientes desérticos y otras forestales se ha reportado una estrategia “evitadora” para enfrentar
temperaturas elevadas (Aparecido et al., 2020; Sadok et al., 2021; Urban et al., 2017a). Este
mecanismo implica un aumento de la conductancia estomatica que favorece un enfriamiento de la hoja
mediante la evaporacioén latente, gracias a un buen aprovisionamiento de agua (Slot y Winter, 2017).
El enfriamiento de la hoja protegeria al aparato fotosintético de mayores dafos por la alta temperatura
(Sadok et al.,, 2021). Sin embargo, esta estrategia puede llevar a un estrés hidrico severo que
comprometa la supervivencia debido al rapido consumo de agua. La estrategia evitadora también
puede llevar a disminuciones en la eficiencia en el uso del agua, debido al incremento en la
transpiracion foliar y/o a la disminucién en la asimilacion de C (Aparecido et al., 2020). Por otro lado,
se ha reportado que otras especies presentan una estrategia de “tolerancia” a la temperatura, donde el
aparato fotosintético resiste mayores temperaturas foliares y pueden fijar C en estas condiciones. La
tolerancia a altas temperaturas puede implicar estabilidad en las membranas que permitan continuar

funcionando a los complejos proteicos en los cloroplastos y las mitocondrias (Taiz y Zeiger, 2015d).

1.3. Respuestas de la eficiencia en el uso del agua a la temperatura en

la vid

En vid, existe una gran cantidad de trabajos referidos a la eficiencia en el uso del agua en
respuesta al déficit hidrico, los cuales han reportado una alta variabilidad intra-especifica entre
cultivares (Bota et al.,, 2016, 2001; Chaves et al.,, 2010; Levin et al., 2019). En particular, estas
respuestas estan relacionadas al comportamiento estomatico de las variedades. Otros estudios
recientes han evaluado por separado el impacto de un incremento de temperatura en la fotosintesis y
en la conductancia estomatica; ya sea aplicando calentamientos de corto plazo (Edwards et al., 2011;
Galat Giorgi et al., 2019; Greer y Weston, 2010; Sadras et al., 2012; Soar et al., 2009) o de largo plazo
(Gallo et al., 2020; Salazar-Parra et al., 2015).

Los trabajos en los que se aplicaron periodos cortos de calentamiento han reportado resultados
contradictorios en los efectos de la temperatura sobre la fotosintesis. Por ejemplo, A, disminuyé
marcadamente en plantas de Semillén (Greer y Weston, 2010) pero se mantuvo en Cabernet
Sauvignon (Edwards et al., 2011; Hochberg et al., 2015a) o incluso incrementé en las variedades
Malbec y Syrah (Galat Giorgi et al., 2019; Soar et al., 2009). En estos trabajos realizados en camaras
de cultivo o invernaderos, la temperatura maxima alcanzada estuvo entre 40 y 45 °C. Considerando
exposiciones a altas temperaturas (35 °C) en el largo plazo, se observé un aumento de A, en plantas
de Tempranillo cultivadas en macetas (Salazar-Parra et al., 2015) y como se demostré en el capitulo
3, en plantas de Grenache cultivadas a campo (Gallo et al., 2020). Ademas de diferentes variedades,

estos estudios aplicaron duraciones e intensidades de calentamiento variables (de 3 a 6 dias o
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calentamiento sostenido y de 35 a 45 °C de temperatura maxima), lo que podria explicar la variabillidad
en los resultados observados. Por otro lado, las respuestas estomaticas a la temperatura son menos
claras. En respuesta a periodos cortos de exposicion a altas temperaturas, plantas de Semillon
disminuyeron gs (Greer y Weston, 2010). Contrariamente, en Cabernet Sauvignon, Malbec y Syrah, gs
se mantuvo o aumenté y en consecuencia también lo hizo E (Edwards et al., 2011; Galat Giorgi et al.,
2019; Soar et al., 2009). Plantas de Tempranillo expuestas a altas temperaturas en un largo plazo
también aumentaron gs (Salazar-Parra et al., 2015). Las variedades en las que gs se mantuvo o
incrementd en el tratamiento de alta temperatura estuvieron a su vez expuestas a altos DPV (entre 3.5
y 6 kPa) y en buenas condiciones hidricas.

Por lo tanto, el impacto de la temperatura en la EUA puede ser dependiente de la variedad.
Cuando se evalua un calentamiento sostenido y en el largo plazo, puede haber una aclimatacioén de la
fotosintesis y de la respuesta estomatica, y en consecuencia, modificarse la EUA. Los mecanismos
responsables de la aclimatacion de la fotosintesis fueron discutidos en el capitulo anterior. Los estomas,
por su parte, pueden aclimatarse modificando su tamafno y en relacidén con la hoja, modificando la
densidad o el indice estomatico (Dow et al., 2014; Leakey et al., 2019). Por ejemplo, en Syrah se reportd
un aumento de la longitud y del ancho de los estomas frente a un calentamiento sostenido (Sadras et
al., 2012). En Malbec, la densidad y el indice estomatico incrementaron en hojas expuestas a un
periodo corto (7 dias) de aumento de temperatura y en interaccion con déficit hidrico (Galat Giorgi et
al., 2019). No obstante, podria tratarse de un efecto indirecto ya que las hojas calentadas y en déficit
hidrico fueron de menor tamafio. En el mismo estudio pero bajo condiciones bien regadas, se
incremento la longitud de los estomas. Algunos de los estudios mencionados anteriormente también
registraron un aumento en la EUA a nivel hoja debido al calentamiento, pero en interaccion con déficit
hidrico (en Cabernet Sauvignon, Edwards et al., 2011; en Malbec, Galat Giorgi et al., 2019; y en
Tempranillo, Salazar Parra et al., 2012). La EUAendimiento también puede ser afectada por la temperatura.
Considerando que en ambientes mas calidos y con disponibilidad hidrica la transpiracion aumenta,
puede haber un mayor consumo de agua a nivel planta entera. Por otro lado, la produccion de uva es
menos afectada por la temperatura cuando hay una adecuada disponibilidad hidrica, como se ha
reportado en ensayos de calentamiento sostenido en Syrah y Malbec (Malovini 2016; Sadras y Soar
2009). En ambos trabajos las plantas calentadas tuvieron un rendimiento similar al control. En
contraposicion, Salazar Parra y colaboradores (2012) reportaron una disminucién de la EUA endimiento €N
plantas sometidas a estrés hidrico, pero no hubo cambios en plantas expuestas a alta temperatura y
CO; ambiental.

Las dos variedades elegidas para este estudio, Syrah y Grenache, han sido reportadas por tener
comportamientos contrastantes bajo estrés hidrico (Prieto et al., 2010; Schultz, 2003a; Soar et al.,

2006). Syrah tolera mayor fluctuacion en el potencial hoja medio dia y preamanecer a lo largo de la
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temporada, también tolera un potencial hidrico de las hojas al mediodia mas bajo y tiene un control
estomatico mas flexible (es decir, comportamiento anisohidrico); mientras que Grenache regula
estrictamente la conductancia estomatica para evitar fluctuaciones en el potencial hidrico de las hojas
al mediodia (es decir, comportamiento isohidrico; Chaves et al., 2010; Martinez-Vilalta y Garcia-Fornier
2017). Algunos trabajos sugieren que podria haber una relacién entre las respuestas estomaticas al
déficit hidrico y a la temperatura (Edwards et al., 2011; Soar et al., 2009). Como se expuso previamente,
en la vid las estrategias para enfrentar el aumento de temperatura podrian depender de la variedad.
Esta variabilidad en la respuesta estomatica es fundamental en la determinacién de EUA en vid y podria
ser tomada en cuenta para seleccionar o cultivar variedades que estén mejor adaptadas a las
condiciones climaticas futuras (Chaves et al., 2010; Flexas et al., 2010).

En el capitulo anterior se demostré que frente al aumento de temperatura, ambas variedades
incrementaron la temperatura 6ptima de la fotosintesis pero en diferente magnitud. Adicionalmente,
Grenache incremento la asimilacion de C y la capacidad fotosintética (Vemax, Jmax) mientras que Syrah
presentd una respuesta homeostatica. Es decir, que ambas variedades presentaron mecanismos
diferentes para aclimatar la fotosintesis al calentamiento en condiciones de buena disponibilidad
hidrica. En este capitulo se evalua la respuesta al aumento de temperatura de los estomas y su relacién
con la EUAt y la EUAendimiento-

2. Hipotesis especifica

Frente a un aumento en la temperatura de crecimiento, las plantas incrementan la transpiracion
foliar (E) a través de una mayor conductancia estomatica (gs) para mantener la temperatura de las
hojas cercana a la temperatura del aire. El aumento en E y gs produce una disminucién de la eficiencia
en el uso del agua (EUA). El incremento de gs y del tamano de estomas es mayor en las plantas

calentadas de la variedad Syrah que en Grenache

3. Objetivo especifico

Determinar el efecto de un incremento medio de 1.5 °C en la temperatura de crecimiento sobre
la conductancia estomatica (gs), la densidad y tamafio de estomas y la eficiencia en el uso del agua
intrinseca y del rendimiento (EUAin, EUArendimiento) €N plantas bien regadas de las variedades Syrah y

Grenache.
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4. Materiales y métodos

4.1. Sitio, material vegetal y caracterizacién del tratamiento

El sitio, el material vegetal, el disefio del ensayo y el sistema de calentamiento fueron descriptos
en materiales y métodos generales (Capitulo 2). Los resultados de intercambio gaseoso,
caracterizacion de estomas, Thoa ¥ DPV corresponden a la temporada 2016/17. La EUAendimiento Y 12
Taire CcOrresponden a las 3 temporadas.

Para caracterizar el tratamiento térmico, se midi6 la temperatura del aire (Taire) y de la hoja (Thoja)
cada 10 minutos, en una repeticidon por tratamiento, utilizando termocuplas tipo T (calibre de alambre
americano 24 [AWG], tipo T [cobre-constantan], Santiago, Chile) conectadas a dos colectores de datos
(DT80 y DT600, Datataker, Biolab, Melbourne, Australia). Las termocuplas que registraron Tae Se
colocaron a 40 cm por encima del cordén y se protegieron de la luz solar directa con abrigos de aluminio
hechos a medida (Figura 2.3; Tarara y Hoheisel, 2007). Para medir Thoja, S€ colocaron dos termocuplas
por planta en las plantas centrales, una en el lado este y otra en el lado oeste de la planta. Las
termocuplas se pegaron en el lado abaxial de la hoja con cinta adhesiva de papel que permitid la
transpiracion de la hoja (Figura 2.4). Se calcul6 el enfriamiento de las hojas como la diferencia entre la
Thoja Y 12 Taire correspondiente medida al nivel de la canopia. Debido a problemas técnicos con los
colectores de datos, de los 166 dias del experimento (1 de octubre - 15 de marzo), Taire Se registré en
122 dias y Thoja €n 85 dias.

El déficit de presion de vapor (DPV= es-e3) se calculdé considerando la presion de vapor de agua
en saturacion (es), para la Taire (DPVaire) ¥ Thoja (DPVhoja-aire) medidas. Segun Sadras y Soar (2009) el
SCP no modifica la humedad relativa (HR), por lo que se tuvo en cuenta la presién de vapor de agua

actual (ea) registrada en la estacién meteorolégica.

4.2. Tamano y densidad estomaticos

En el envero de la temporada 2016/17 se tomaron improntas de estomas en dos hojas adultas
por repeticiéon (n=10), una a cada lado de la hilera (este y oeste). Se esparcié esmalte de ufas
transparente en la cara abaxial de la hoja, a ambos lados de la nervadura central en el I6bulo central
(Gago et al., 2019). El esmalte se dejo secar al aire y luego se retir6 con cinta adhesiva doble faz que
fue adherida a un portaobjetos y protegida con un cubreobjetos (Coupel-Ledru et al., 2014). Con
aumento 40x, se tomaron 5 fotografias (cubriendo 0.05 mm? cada una) por impronta, con una camara
(Micrometrics 318 CU, Beijing, China) vinculada a un microscopio éptico (Nikon Eclipse E200, Tokyo,

Japon). Se determind la longitud y la densidad estomatica utilizando el software libre Image J (ImageJ).
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Para el analisis estadistico, la longitud estomatica se agrupé en intervalos de 7 ym y se determiné la

frecuencia relativa de estomas en cada intervalo.

4.3. Mediciones de intercambio de gases

Se midieron la asimilacion neta de CO; (An), la conductancia estomatica (gs) y la transpiracion (E)
en intervalos quincenales en hojas completamente expandidas, bien expuestas y sanas, durante la
temporada 2016/17. Dado que las hileras en el vinedo estan orientadas norte-sur, se midieron hojas en
ambos lados de la canopia (este y oeste), siguiendo la exposicion a la radiacion a lo largo del dia. Las
hojas del lado este fueron medidas en la manana, entre las 10:00 y las 12:00 h (hora local, GMT+3)
desde el 11/11/2016 (considerado como dia 41 del ensayo) hasta el 20/02/2017 (considerado dia 142).
Las hojas del lado oeste y por ello expuestas en la tarde, fueron medidas entre las 14:00 y las 16:00 h,
desde el 27/12/2016 (dia 87) hasta el 20/02/2017. Dentro del rango horario de cada lado (este u oeste)
se aleatoriz6 en cada dia de medicidn el orden de los tratamientos de acuerdo a su disposicion en el
vifiedo. Se midieron las dos plantas centrales de 4 unidades experimentales por tratamiento (claro de
5 plantas, n=8). Las mediciones se realizaron con un analizador de gases por infrarrojo (IRGA, CIRAS-
2 PP Systems, Amesbury, Estados Unidos), provisto de una camara automatica (PLC6(U) PP
Systems), en un area foliar de 2.5 cm?. Las condiciones configuradas en la camara fueron luz,
temperatura y CO, ambiente (400 pmol mol ™). La radiacion incidente promedié 1660 +211 PPFD (umol

m2s™). La eficiencia en el uso del agua intrinseca (EUAn) se calculé como An/gs.

4.4. Lamina de riego aplicada y eficiencia en el uso del agua del

rendimiento

La eficiencia en el uso del agua del rendimiento (EUAendimiento) S€ calculd considerando la relacion
entre la produccidn de uva por planta y la lamina de agua total aplicada durante la estacion de
crecimiento. El riego total aplicado para el periodo octubre-marzo fue de 783 mm. El caudal y el
distanciamiento entre goteros fueron 1.6 Lh™' y 0.5 m. La evapotranspiracion de referencia (ETo)
acumulada durante el ciclo fue de 949 mm mientras que la ET de cultivo fue de 766 mm. El riego se
aplicé dos veces por semana, considerando valores locales de coeficiente del cultivo (K., Vallone 1998)
y la ETo calculados por la estacidon meteorolégica proxima al vifiedo. Al momento de madurez de la
baya (24 °Bx, estadio 38 del sistema E-L, modificado por Coombe 1995), se cosecharon
individualmente 5 plantas por unidad experimental (subparcela) y se midié la produccién de uva (kg
planta’). Se determinaron en total 20 plantas por tratamiento (combinacion variedad-régimen de

temperatura) y por afio, durante tres temporadas (2017, 2018 y 2019).
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4.5. Analisis estadistico

La longitud estomatica fue analizada con una prueba de Chi-cuadrado para comparar las
frecuencias relativas a cada intervalo de longitud. La temperatura de hoja, el DPV, la densidad
estomatica, las mediciones de intercambio gaseoso y la EUAendimiento fueron analizadas con modelos
lineales mixtos. Segun el objetivo del analisis, se consideraron la Variedad (V), el tratamiento de
temperatura (T), el lado de la canopia, los dias de medicién (D) y las respectivas interacciones como
factores fijos. Los efectos aleatorios que denotan la estructura de parcelas (parcela principal,
subparcela) o la estructura de los datos (planta en el caso de medidas repetidas en el tiempo) se
utilizaron para correlacionar errores cuando fuese apropiado. Para comparaciones post-hoc, se utilizé
la prueba LSD (least significant difference). Todos los analisis fueron realizados con el software Infostat
(Di Rienzo et al., 2018).

5. Resultados

5.1. Condiciones climaticas durante el ensayo
Las tres temporadas (2016/17, 2017/18 y 2018/19) pueden considerarse como tipicas para

Mendoza, a pesar de pequefias diferencias con respecto a los registros histéricos. La temperatura
media del aire durante la estacién de crecimiento (octubre-marzo) fue de 21.1, 18.4 y 18.2 °C para
2016/17,2017/18 y 2018/19 respectivamente. La temperatura media minima fue de 13.4,9.9y 10.4 °C;
mientras que las maximas medias fueron 25.3, 26.8 y 25.9 °C durante el periodo octubre-marzo en el
primer, segundo y tercer afio de ensayo. La precipitacién acumulada durante la temporada (octubre-
marzo) fue de 205, 185 y 200 mm para 2016/17, 2017/18 y 2018/19 respectivamente. Cerca del 50%

de estas precipitaciones acontecieron en noviembre y diciembre.

5.2. Efectos del calentamiento pasivo en la temperatura de aire, de la
hoja y en el déficit de presion de vapor

La temperatura del aire (Taie) y de las hojas (Thoja) €n el transcurso del dia incrementé en las
plantas calentadas con respecto a las plantas control, en especial entre las 09:00 y las 17:00 h. En la
Figura 4.3 se presentan ejemplos de las marchas diarias de temperatura para plantas calentadas y
control, de un dia por mes para los meses del ensayo durante 2016/17 (octubre-febrero). A lo largo de
la primera temporada (de octubre a marzo), la Taire media fue 21.6 £1.01 y 22.7 +1.01 °C para las plantas
control y calentadas, respectivamente (Figura 4.4). El incremento medio en la Taire debido al tratamiento
de calentamiento fue de 1.4 °C durante el crecimiento foliar (octubre) y de 1.7, 1.4 y 1.0 °C para

diciembre, enero y febrero respectivamente, cuando se realizaron las mediciones de intercambio
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gaseoso. Para la temporada 2017/18, la temperatura media del aire fue de 21.6 +1.22 para las plantas
control y de 24.3 £1.22 °C para las plantas calentadas. En 2018/19, las mismas fueron 22.9 +t0.4 y 24.4
10.4 °C respectivamente. Esto llevé a una diferencia media de temperaturade 1.1, 2.7 y 1.5 °C (Capitulo
5, Figura 5.3) entre plantas calentadas y control, para cada una de las temporadas ensayadas.

Cuando se analizé toda la temporada 2016/17, se encontré un efecto del régimen de temperatura
(p < 0.01) y del lado de la canopia (p < 0.01) para cada variedad por separado. De este andlisis, se
confirmé que la temperatura media fue mayor para las hojas calentadas (p < 0.01) y del lado oeste (p
< 0.01) en ambas variedades (Figura 4.4). Una vez que la canopia alcanz6 su maximo crecimiento, las
diferencias entre las hojas del lado este y oeste se hicieron evidentes. En las hojas del este, la
temperatura aumenté desde las 09:00 y se mantuvo hasta las 17:00 h (Figura 4.3). En las hojas del
oeste, la temperatura aumenté escalonadamente desde las 09:00 hasta cerca de las 18:00 y luego
disminuyd. Este patron se manifestd en las plantas calentadas y control, con mayores Thoa para las
calentadas.

Para comparar la temperatura del aire y de la hoja, se calculd la diferencia Thoja-Taire COMO UNA
medida del enfriamiento de la hoja. Se evaluo el efecto del tratamiento de temperatura y del lado de la
canopia para cada variedad por separado. En ambas variedades se encontrd un efecto del lado de la
canopia (p < 0.01 para ambas variedades) pero no se encontré efecto del tratamiento de temperatura
(p = 0.14 para Grenache, p = 0.21 parta Syrah). Esto indicé que si bien las hojas del tratamiento
calentado tenian mayor temperatura, la diferencia con respecto a la temperatura del aire que las
rodeaba (“enfriamiento”) fue similar a las hojas del control. Las hojas control y calentadas del lado este
en Grenache estuvieron 0.5 °C mas frias que el aire a su alrededor mientras que las del lado oeste
estuvieron 1 °C por encima del aire (Figura 4.4). Las hojas control del lado este de Syrah siguieron la
Taire Y las calentadas estuvieron en promedio 0.4 °C por encima de Taie. Por otro lado, las hojas oeste
de Syrah, tanto calentadas como control, estuvieron 1.3 °C por encima de Taire. Por ultimo, las plantas
calentadas se expusieron a un DPV,i. que, en promedio, fue 0.2 kPa mas alto que las plantas de control
(p = 0.02). Esa diferencia se redujo a 0.15 kPa en promedio cuando se calculé el DPVhoja-aire (Figura
4.5). Para Grenache, el DPV fue diferente entre los lados de la canopia (p < 0.01) pero no para el
tratamiento térmico (p = 0.19); en tanto que para Syrah se confirmaron un efecto del lado (p < 0.0163)

y del tratamiento térmico (valor de p < 0.01).
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Figura 4.3: Temperatura diaria del aire (A, C, E, G, 1) y de la hoja (B, D, F, H, J) medidas en plantas
calentadas (rojo) y control (azul). Un dia al mes es presentado para ilustrar el patron diario de
temperatura. Los valores presentados son la media de 4 termocuplas para aire y hoja. El area
sombreada gris coincide con el horario al cual se condujeron las mediciones de intercambio gaseoso.
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Figura 4.4: Temperatura Media diaria del aire (A) y de la hoja (B) y enfriamiento de la hoja (C,
temperatura hoja — temperatura aire) para plantas de Grenache y Syrah calentadas (rojo, rosado) y
control (azul, celeste). La barra representa la media para todo el periodo de ensayo (octubre-febrero)
para n=2 en cada condicién (variedad, temperatura y lado), la barra de error representa el error
estandar. Las letras en la figura indican una diferencia significativa para un test LSD (a=0.05),
comparando el régimen de temperatura y el lado de la canopia, para cada variedad por separado
(mayusculas para Grenache, minusculas para Syrah).
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Figura 4.5: Déficit de presion de vapor medio del aire (A) y de hoja-aire (B) para plantas de Grenache
y Syrah calentadas (rojo, rosado) y control (azul, celeste). La barra representa la media para todo el
periodo de ensayo (octubre-febrero) para n=2 en cada condicién (variedad, temperatura y lado), la
barra de error representa el error estandar. Las letras en la figura indican una diferencia significativa
para un test LSD (a=0.05), comparando el régimen de temperatura y el lado de la canopia, para cada
variedad por separado (mayusculas para Grenache, minusculas para Syrah).

5.3. Efectos del régimen de temperatura en el tamaio de los estomas

En Grenache, las hojas del lado este y oeste de las plantas control mostraron mayor frecuencia
relativa en uno de los intervalos de menor rango de longitud de estomas (intervalo 17-24 um, Figura
4.6). Por el contrario, las hojas de ambos lados de la canopia de las plantas calentadas mostraron
mayor frecuencia relativa en los rangos de mayor longitud de estomas (intervalos 24-31 hojas este, 31-
38 y 38-45 ym ambos lados). Respecto a Syrah, las hojas del lado este de las plantas control
evidenciaron mayor frecuencia en el rango de 17-24 ym; mientras que las hojas de las plantas
calentadas en el intervalo de 31-38 um. No obstante, no se observaron diferencias entre las hojas del
lado oeste de las plantas calentadas o control de Syrah. La densidad estomatica no fue afectada por el
régimen de temperatura (p = 0.20) o por el lado de la canopia (p = 0.18) en ninguna variedad, pero fue

diferente entre las variedades (p < 0.01). Grenache presento 168 +4.8 y Syrah 132 £4.5 estomas mm-
2
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Figura 4.6: Distribucion de frecuencia relativa de la longitud de estomas para hojas del lado este y
oeste de plantas de Grenache (A) y Syrah (B) calentadas (rojo) y control (azul). La significancia entre
frecuencias relativas a cada intervalo esta indicado con ** (p valor<0.05) y *** (p valor<0.01).

5.4. Efectos del régimen de temperatura y la variedad en el intercambio

de gases

La asimilacién neta (An), la conductancia estomatica (gs) y la eficiencia en el uso del agua
intrinseca (EUAit) fueron afectadas por la interaccién entre el tratamiento de temperatura y la variedad.

Estos efectos se evidenciaron en ambos lados de la canopia. Adicionalmente, la transpiracién foliar (E)
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de las hojas del lado oeste dependié de la interaccion entre la variedad y el tratamiento de temperatura,

pero solo el efecto de la variedad se confirmé en las hojas del lado este (Tabla 4.1).

Tabla 4.1: Asimilacion neta (A,), conductancia estomatica (gs), eficiencia en el uso del agua intrinseca
(EUAnt) y transpiracion (E) en hojas del lado este y oeste de plantas de Grenache y Syrah, bajo
condiciones calentadas y control.

Hojas lado este (mediciones 10 — 12 h)

Grenache Syrah Efecto
Control Calentado Control Calentado V T VxT
An (umol CO2m2s) 125+ 04 B 143 +04 A 147 + 04 A 13.8 £+ 04 A ns **
gs (mmol H20 m2s1) 3101 £ 21 C 360.0+21 BC 4318+21 A 39%.7+21 A * ns *
EUAint (umol CO2/mol H20) 515+ 1.6 A 445 + 16 B 374 £ 16 C 384 +16 C *™ ns **
E (mmol H20 m2s) 65+02B 70+ 02 B 76 +02 A 5+02 A * ns ns
Hojas lado oeste (mediciones 14 — 16 h)
Grenache Syrah Efecto
Control Calentado Control Calentado V T VxT
An (umol CO2m2s™) 96 + 06 B 128 + 0.6 A 123 + 06 A 119+06 A ns ns **
gs (mmol H20 m2s1) 2374 +36 B 351535 A 435735 A 4148+36 A ** ns *
EUAint (umol CO2/mol H20) 475 £+ 2.3 A 385+23 B 302 +23BC 31423 C ¥ * *
E (mmol H20 m2s) 7.1+04 B 87+04 A 97 +04 A 95+04 A * ns *

Los valores representan la media + error estandar, promediados durante todo el periodo de mediciones de
intercambio gaseoso (noviembre-febrero para hojas lado este, diciembre-febrero para lado oeste). La significancia
de los efectos de variedad (V), régimen de temperatura (T) y la interaccion (VxT) se indica como ns (p > 0.1), * (p
< 0.1), *™ (p < 0.05) y ** (p < 0.01), para cada lado de la canopia por separado. Las letras indican diferencias
para un test LSD (a=0.05) para la interaccion de variedad y régimen de temperatura.

Para Grenache, las plantas calentadas evidenciaron en ambos lados de la canopia una mayor A,
que las plantas control (Figura 4.7), con diferencias mas evidentes desde fines de diciembre hasta el
final del ensayo. En esta variedad, A, aumentd 14% en las hojas del lado este y 33% en las hojas del
lado oeste de las plantas calentadas, con respecto al control. Con respecto a Syrah, no se observo un
efecto del régimen de temperatura en A,. La A, promedié 14 y 12 umol CO.m2s™ para las hojas este

y oeste, respectivamente.
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Figura 4.7: Evolucién estacional de la asimilacién neta (A,) medida cada 15 dias, desde 11/11/2016
(A-C, hojas lado este) 0 26/12/2016 (B-D, hojas lado oeste) al 20/02/2017 en plantas de Grenache (A-
B) y Syrah (C-D), bajo dos regimenes térmicos, calentadas (rojo) y control (azul). Los simbolos
representan la media % error estandar para n=8 plantas por tratamiento. Las letras indican un test LSD
para a=0.05 para la interaccion de variedad y régimen térmico, comparando toda la curva y
separadamente hojas del lado este (mayusculas) y oeste (minusculas).

De manera similar a lo observado en A,, la respuesta de gs al tratamiento de temperatura fue
dependiente de la variedad. En Grenache calentado, gs incrementé 16% y 48% en las hojas del lado

este y oeste, respectivamente, en comparacién con las plantas control. Por otro lado, en Syrah, gs no
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fue afectada por el régimen de temperatura en las hojas del este ni del oeste. Comparando variedades,
se observo una mayor gs en Syrah que en Grenache (Figura 4.8).
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Figura 4.8: Evolucién estacional de la conductancia estomatica (gs) medida cada 15 dias, desde
11/11/2016 (A-C, hojas lado este) o 26/12/2016 (B-D, hojas lado oeste) al 20/02/2017 en plantas de
Grenache (A-B) y Syrah (C-D), bajo dos regimenes térmicos, calentadas (rojo) y control (azul). Los
simbolos representan la media + error estandar para n=8 plantas por tratamiento. Las letras indican un
test LSD para a=0.05 para la interaccion de variedad y régimen térmico, comparando toda la curva y
separadamente hojas del lado este (mayusculas) y oeste (minusculas).

Un patrén similar al observado en gs se encontré para E, con mayores tasas en Syrah que en

Grenache para ambos lados de la canopia (Tabla 4.1, Figura 4.9). Adicionalmente, Grenache presento
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mayor E en las plantas calentadas que en las plantas control, pero este efecto solo se evidencio en las

hojas del lado oeste.
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Figura 4.9: Evolucién estacional de la transpiracion foliar (E) medida cada 15 dias, desde 11/11/2016
(A-C, hojas lado este) 0 26/12/2016 (B-D, hojas lado oeste) al 20/02/2017 en plantas de Grenache (A-
B) y Syrah (C-D), bajo dos regimenes térmicos, calentadas (rojo) y control (azul). Los simbolos
representan la media + error estandar para n=8 plantas por tratamiento. Las letras indican un test LSD
para a=0.05 para la interaccion de variedad y régimen térmico para hojas del lado oeste (minusculas)
y sélo para variedad en hojas del lado este (mayusculas), comparando toda la curva.

El tratamiento de temperatura afecté la EUAi: en una manera dependiente de la variedad, y como

se observo para An Y gs, los efectos se evidenciaron en las hojas de ambos lados de la canopia (Figura
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4.10). Syrah bajo ambos regimenes térmicos presentd la menor EUAin. Por otro lado, las plantas control
de Grenache tuvieron la mayor EUAi,x mientras que las calentadas disminuyeron un 14% y un 19% en

las hojas del lado este y oeste, respectivamente.
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Figura 4.10: Evolucion estacional de la eficiencia en el uso del agua intrinseca (EUAin, An/gs) medida
cada 15 dias, desde 11/11/2016 (A-C, hojas lado este) o 26/12/2016 (B-D, hojas lado oeste) al
20/02/2017 en plantas de Grenache (A-B) y Syrah (C-D), bajo dos regimenes térmicos, calentadas
(rojo) y control (azul). Los simbolos representan la media + error estandar para n=8 plantas por
tratamiento. Las letras indican un test LSD para a=0.05 para la interaccion de variedad y régimen
térmico, comparando toda la curva y separadamente hojas del lado este (mayusculas) y oeste
(minusculas).
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En conjunto, estos resultados indican que las variedades respondieron de manera diferente al
régimen de temperatura en An, gs, E y EUAx. Los efectos en las hojas del lado oeste fueron mas
marcados que en las hojas del lado este, por estar las primeras expuestas a condiciones ambientales
de mayor demanda (durante la tarde, Figuras 4.3, 4.4 y 4.5). Las plantas calentadas de Grenache
incrementaron tanto A, como gs, pero dado que el aumento de gs fue mayor, la EUAi: disminuyo en las
plantas calentadas con respecto al control. Por otro lado, las diferencias varietales se evidenciaron en
el comportamiento estomatico, con mayores valores de gs y de E y menor EUAi.: para Syrah que para

Grenache.

5.5. Efectos del régimen de temperatura en la eficiencia en el uso del

agua del rendimiento

La eficiencia del uso del agua del rendimiento (EUAendimiento) disminuyé en las plantas calentadas
de ambas variedades en comparacion con el control, durante dos de las tres temporadas analizadas
(Tabla 4.2). En Grenache, estas diferencias se explicaron por un menor rendimiento en las plantas
calentadas, debido a un menor numero de racimos por planta y un menor peso medio del racimo
(Resultados en Capitulo 5, Tabla 5.5). Syrah calentado, por otro lado, presentdé menor EUA endimiento ¥
rendimiento debido principalmente a un menor peso de racimo. La menor EUAcndgimiento €N las plantas
calentadas se observo en la temporada 2017/18, que fue la de mayor diferencia térmica entre
tratamientos de temperatura. Comparando las variedades, |la EUArendimiento fue similar en dos (2016/17

y 2017/18) de las tres temporadas evaluadas.

Tabla 4.2. Eficiencia en el uso del agua del rendimiento (kg m®) en plantas de Grenache y Syrah,
control y calentadas, cultivadas en campo durante las cosechas 2017, 2018 y 2019.

Grenache Syrah Effecto
Afo Control Calentado Control Calentado v T VxT
p Gr Sy p Co Ca p
2017 359 + 027 258+ 027 326+ 030 286 + 025 ns - - ** A B ns
2018 329 £+ 022 271+022 323+022 280+022 ns - - * A B ns
2019 3.16 £ 0.24 3.04 + 024 3.77 +0.24 341 + 0.24 * B A ns - - ns

Los valores representan la media + error estandar para 20 plantas por tratamiento. La significancia de los
efectos de la variedad (V), el régimen de temperatura (T) y la interaccién (VxT) se indica como ns (p > 0.1), * (p
<0.1), ™ (p<0.05) y *** (p < 0.01).

6. Discusion

Este estudio reveld que los efectos del régimen de temperatura en la asimilacion neta (An), la
conductancia estomatica (gs), la transpiracion (E) y la eficiencia en el uso del agua intrinseca (EUAix)

dependieron de la variedad; es decir, hubo interaccion entre el tratamiento de temperatura y la variedad.
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Grenache respondié al calentamiento, aumentando A, gs, E y la longitud de los estomas, a expensas
de disminuir EUAi. El buen estado hidrico de las plantas llevé a incrementar E y mantener la
temperatura de la hoja (Thea), permitiendo que las plantas calentadas de Grenache hagan frente al
calentamiento. Por otro lado, An, gs, E, EUAI y la longitud de los estomas fueron similares en las plantas
calentadas y control de Syrah, indicando que esta variedad es capaz de tolerar mayores temperaturas
del aire y de las hojas sin modificar el funcionamiento de la hoja. En coincidencia con trabajos previos,
Syrah presentdé mayor E, gs y por lo tanto menor EUAi, comparado con Grenache. Los resultados
observados para enfrentar el calentamiento (aumento de E, gs y An y disminuciéon de EUAi) sugieren
que Grenache es mas sensible a factores ambientales debido a que su funcionamiento foliar se
modificd; mientras que Syrah podria considerarse tolerante debido a que mantuvo un funcionamiento
foliar similar en ambos regimenes térmicos. Aunque sélo se reportaron resultados para una temporada,
estas estrategias también han sido observadas en algunas plantas de desierto (Aparecido et al., 2020)
y en arboles forestales (Drake et al., 2018; Urban et al., 2017a) y tropicales (Slot y Winter, 2017), entre
otras especies (Sadok et al., 2021). A su vez, se han establecido estas estrategias para enfrentar otros
factores ambientales, como el déficit hidrico (Leakey et al., 2019). Por otro lado, ambas variedades
disminuyeron la eficiencia en el uso del agua del rendimiento en respuesta al aumento de temperatura.
Esta disminucion se relacioné con un menor rendimiento, lo que podria perjudicar la sostenibilidad del
vifiedo en el largo plazo (Flexas et al., 2010; Medrano et al., 2014; Salazar-Parra et al., 2012).

El calentamiento pasivo aplicado en este ensayo incrementé la temperatura media del aire entre
1.1 °C (2016/17), 2.7 °C (2017/18) y 1.5 °C (2018/19), respecto a las plantas crecidas a temperatura
ambiente. Considerando que las predicciones climaticas para Mendoza en un futuro cercano (2015-
2039) estiman un aumento de temperatura de entre 1 y 2 °C (Cabré y Nufiez, 2020), este abordaje
experimental parece apropiado para simular los futuros escenarios mas calidos. Ademas, el sistema
de calentamiento pasivo (SCP) fue efectivo para aumentar la temperatura foliar en ambas variedades.
A pesar del efecto del SCP sobre la temperatura de la hoja, el enfriamiento de la hoja (Thoja-Taire) fue
similar en los tratamientos calentados y control, indicando que ambas variedades fueron capaces de
controlar la temperatura foliar en rangos adecuados para un funcionamiento 6ptimo. Esta respuesta
también se ha reportado en otras especies, en ambientes con temperaturas mas extremas (Urban et
al., 2017a). De hecho, en suelos humedos las hojas que transpiran pueden estar 9 °C mas frias que
las que no transpiran, lo que permite que la fotosintesis continie en ambientes calidos (Urban et al.,
2017b).

En las condiciones de este ensayo las plantas estuvieron bien regadas durante la mayor parte de
la temporada, como indican los valores de gs en las plantas control (Flexas et al., 2010; Medrano et al.,
2002) y también los valores de Thoa-Taie. Las plantas de Grenache control pudieron haber

experimentado un déficit hidrico moderado al inicio de la temporada, ya que se registraron valores de
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gs cercanos a 150 mmol m2s™ en hojas tanto del este como del oeste. El resto de la temporada y de
los tratamientos, gs fue mayor al umbral de déficit moderado (150 mmol m2s™), indicando un buen
estado hidrico en las plantas (Cifre et al., 2005; Romero et al., 2010). Bajo estas condiciones, se
observé una mayor gs en Syrah que en Grenache que es consistente con otros trabajos anteriores en
estas variedades (Prieto et al.,, 2010; Rogiers et al., 2009; Schultz, 2003a). Ademas, las plantas
calentadas de Grenache incrementaron E y gs con respecto al control, con un efecto mas marcado en
las hojas del lado oeste. Aunque no se evaluaron en este trabajo, el incremento de E en las plantas
calentadas de Grenache podria estar relacionado a procesos fisioldgicos o biofisicos. Entre los
primeros, se han reportado mayor expresién de acuaporinas en el mesoéfilo y mayor activacion de
canales de K* relacionados con la apertura estomatica (Sadok et al., 2021). Otros procesos que podrian
explicar estas respuestas incluyen cambios en la fluidez de las membradas, en la composicién de las
ceras y de la cuticula foliares o una disminucién en la viscosidad del agua (Sadok et al., 2021). Por otro
lado, una mayor gs en vid ha sido relacionada con un aumento en la conductividad hidraulica de las
hojas y del peciolo que llevan a una mayor capacidad de transporte de agua en el continuo suelo-
planta-atmdsfera (Hochberg et al., 2015b; Schultz, 2003a; Zufferey et al., 2011). Ademas, la longitud
de los estomas de Grenache se incrementd en las plantas calentadas. Esto mismo fue previamente
reportado en Syrah bajo un tratamiento similar y en Malbec bajo una ola de calor de corta duracion
(Galat Giorgi et al., 2019; Sadras et al., 2012). En ambos antecedentes y en este estudio, estomas mas
largos se relacionaron con mayores gs. Como la densidad y el tamafio estomaticos se fijan una vez que
la hoja alcanza la maxima expansién (Keller, 2015a; Sadras et al., 2012), los cambios deben ocurrir en
estadios tempranos del crecimiento de la hoja. Durante este periodo (octubre 2016), las hojas de las
plantas calentadas estuvieron expuestas a un aumento de 1.4 °C en la temperatura media del aire con
respecto al control. Otro efecto posible de una mayor temperatura en estadios tempranos, es un
aumento en el diametro de vasos xilematicos, que puede llevar a un incremento en la capacidad de
transporte de agua y por ende en gs, durante el resto de la temporada (Galat Giorgi et al., 2020). Las
condiciones ambientales durante el periodo brotacién-floracién, son cruciales para determinar aspectos
anatémicos de las hojas y los brotes, que pueden impactar en el comportamiento de la planta durante
el resto del ciclo (Keller y Tarara, 2010). En coincidencia con los resultados del presente trabajo, otros
estudios reportaron que la densidad estomatica fue dependiente de la variedad y que no vari6 frente a
cambios en factores ambientales como el déficit hidrico o la temperatura (Montoro et al., 2016; Sadras
et al., 2012). Ademas, la densidad estomatica y la gs no se relacionaron al comparar variedades, ya
que Syrah presentdé menor densidad pero mayor gs con respecto a Grenache. Esta controversia también
se ha reportado en un trabajo previo, donde se evaluaron 10 variedades diferentes (Rogiers et al.,
2009). No se encontraron en este trabajo diferencias en la densidad estomatica entre tratamientos

térmicos para ninguna de las dos variedades. En contraposicion, se ha reportado un incremento de la
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densidad estomatica asociada a un menor tamafio de hoja debido a un tratamiento de déficit hidrico y
temperatura (Galat Giorgi et al., 2019). Por otro lado en Syrah, gs, la densidad y la longitud de los
estomas fueron similares entre las plantas calentadas y control. Un trabajo de Sadras y colaboradores
(2012) encontré un aumento en la longitud y el ancho de los estomas de plantas de Syrah, expuestas
a un calentamiento de entre 1 y 1.5 °C, en combinacion con tratamientos de raleo de racimos y de
restriccion hidrica. Aunque ellos no reportaron efecto de interaccion entre los tratamientos (temperatura
y raleo o riego) es posible que los resultados opuestos encontrados en el trabajo de Sadras y
colaboradores y en este, sean debido a la combinacion de factores. Ademas, la falta de respuesta de
gs al tratamiento térmico en Syrah puede deberse al buen estado hidrico de las plantas, debido a que
las respuestas estomaticas al ambiente son mas evidentes en restriccion que en buena disponibilidad
hidrica (Edwards et al., 2011). El calentamiento desde los estadios tempranos, llevd a cambios
anatémicos y a las consecuentes respuestas fisioldgicas en las plantas de Grenache calentado pero
no en Syrah. Esto confirma resultados previos, donde plantas de Grenache resultaron mas sensibles a
cambios en las condiciones ambientales (por ejemplo, estrés hidrico) que plantas de Syrah, mediante
el rapido ajuste de la conductancia estomatica (Soar et al., 2006). Considerando las respuestas de
Grenache a diferentes factores ambientales, podria considerarse a esta variedad como mas sensible a
factores ambientales mientras que Syrah podria considerarse tolerante al estrés. Para Grenache, esta
estrategia puede conducir a respuestas estomaticas opuestas. En situaciones de déficit hidrico, gs
disminuye para mantener el potencial hidrico de las hojas, a expensas disminuye también la
transpiracion y en consecuencia aumenta la temperatura foliar. Este comportamiento podria ser
riesgoso en ambientes con alta demanda evaporativa, como los que se pronostican en el futuro.
Mientras tanto, a altas temperaturas y condiciones de agua no limitantes, gs aumenta para permitir el
enfriamiento de las hojas y proteger el aparato fotosintético de danos. Un comportamiento similar
(enfriamiento de la hoja a través de elevada transpiracion) fue observado en plantas de Touriga
Nacional expuestas a estrés térmico y alta radiacion; aunque bajo estrés hidrico la fotosintesis fue
severamente disminuida debido a un cierre estomatico (Carvalho et al., 2016)

Syrah es una variedad que esta ampliamente distribuida y se la considera bien adaptada a
ambientes contrastantes (Sadras y Soar, 2009; Soar et al., 2009). De acuerdo a estos resultados, en
el capitulo anterior se demostré que para esta variedad, la asimilacion neta (An), y otros procesos
bioquimicos (carboxilacion de la Rubisco y tasa de transporte de electrones) mantienen cerca del 80%
de su tasa optima en un amplio rango de temperaturas (Gallo et al., 2020). La A, de Syrah en este
ensayo fue alrededor de 13 pymol CO; m?s™, similar a los valores encontrados como 6ptimos en el
capitulo precedente. Es probable que el incremento de temperatura alcanzado (1.1 °C) esté dentro del
rango que Syrah es capaz de tolerar sin modificar su comportamiento, en particular cuando las tasas

de A, estan cerca del éptimo. En otras especies, se han reportado resultados similares, con tasas
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optimas de A, que no se modificaron en ambientes mas calidos (Slot y Winter, 2017) o en ambientes
con ciclos de alternancias de temperatura (Cerasoli et al., 2014). La elevada adaptabilidad de Syrah
para continuar funcionando con temperaturas foliares mas elevadas podria relacionarse con la
capacidad de mantener el sistema hidraulico funcional que permita continuar transpirando y enfriando
la hoja o con un sistema de raices capaz de aprovisionar de agua a la planta adecuadamente (Drake
et al., 2018). También puede explicarse por una mayor tolerancia térmica de las hojas, relacionada a
la sintesis de proteinas de choque térmico (heat shock proteins), que contribuyen a estabilizar y reparar
el aparato fotosintético en elevada temperatura (Carvalho et al., 2015; Drake et al., 2018). Por otro lado,
en especies lefiosas se ha reportado un incremento en el umbral de tolerancia térmica de la hoja (Tso:
medido como la temperatura de la hoja a la que la eficiencia fotoquimica maxima o Fv/Fm del PSII
desciende al 50%), a medida que se incremento la temperatura de crecimiento (Drake et al., 2018) pero
este parametro no fue evaluado en este ensayo. No obstante, los resultados obtenidos en el capitulo 3
mostraron que la respuesta a la temperatura de Jmax (relacionada a la fotoquimica de la cadena
transportadora de electrones) fue similar en hojas de Syrah calentadas y control, evidenciando la
tolerancia de esta variedad.

La vid se caracteriza por presentar una gran variabilidad intra-especifica en la eficiencia en el uso
del agua (EUA). Como este trabajo se realizé en el campo, reportar la EUA intrinseca (An/gs) resulta
mas apropiado que EUA instantanea (A./E) debido a que cambios en el DPV y por lo tanto en E son
esperables (Salazar-Parra et al., 2012). Ademas, la relativizacién a gs permite la comparacién de EUA
independientemente del DPV al que estuvieron expuestas las plantas (Leakey et al., 2019). En este
trabajo, Grenache control presenté la EUAi.: mas elevada, mientras que Syrah en ambos tratamientos
térmicos la menor. En comparacion con Syrah, la menor gs en Grenache contribuyd mas que A, a que
EUAi.: fuese mayor, ya que las diferencias entre las variedades en la condicion control fueron mayores
en gs (30%) que en A, (22%). Esto confirm¢ las diferencias en comportamiento estomatico previamente
reportadas para estas dos variedades (Rogiers et al., 2009; Schultz, 2003a). No osbtante, la dicotomia
entre variedades iso/anisohidricas ha sido recientemente cuestionada por varios autores; debido a que
las mismas variedades pueden comportarse de manera diferente dependiendo de la intensidad y el
momento del estrés hidrico aplicado y por lo tanto arrojar resultados variables (Charrier et al., 2018;
Levin et al., 2019; Lovisolo et al., 2010; Martinez-Vilalta y Garcia-Forner 2017; Villalobos et al., 2019).
En lugar de proponer dos comportamientos extremos e idealizados, deberia considerarse un grado de
iso-hidrismo continuo, considerando la variabilidad temporal y la intensidad del estrés aplicado (Charrier
et al., 2018; Martinez-Vilalta y Garcia-Forner 2017; Levin et al., 2019). El grado de iso-hidrismo ha sido
recientemente definido considerando tres aspectos: (i) el minimo potencial hidrico de la hoja al
mediodia (W) alcanzado estacionalmente; (ii) la variabilidad estacional de W, (menos variable, mas

isohidrico) y (iii) la relacion entre W, y potencial hidrico de la hoja al pre amanecer (Wp; Martinez-Vilalta
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y Garcia-Fornier 2017). Considerando estas definiciones y cuestionamientos, con los resultados de
este trabajo no fue posible evaluar el grado de iso-hidrismo.

El aumento de temperatura llevo a una disminucion de EUA« en Grenache, aunque se mantuvo
mas elevada que en Syrah. Esta disminucion de EUA relacionada a un genotipo puede ser importante
en regiones calidas y aridas. Una limitacion de este trabajo es que las mediciones de intercambio
gaseoso se determinaron en una sola temporada. Sin embargo, los resultados de eficiencia en el uso
del agua del rendimiento (EUArendgimiento) S€ repitieron durante 2 de las 3 temporadas de estudio. Las
plantas calentadas de ambas variedades disminuyeron EUAendgimiento CON respecto al control (en 2016/17
y 2017/18), lo que llevaria a pérdidas de 1 a 2 toneladas por hectarea para la misma cantidad de agua
aplicada. La medicion de EUAendgimiento permite estimar otros procesos que no son considerados cuando
se mide EUA a nivel de la hoja. Las pérdidas de agua a través de la cuticula, la transpiracion nocturna,
la respiracién de 6rganos como raices, tronco, brotes o frutos que no son medidos a través del
intercambio de gases pueden llevar a diferencias entre la EUAqs ¥ la EUA a nivel planta entera (Tomas
et al., 2014). En consecuencia, incluso si las hojas son capaces de hacer frente al aumento de
temperatura a través de la aclimatacion de la fotosintesis y del enfriamiento de la hoja, se observa una
disminucion en la EUA de la produccion (EUArendimiento). EN coincidencia, se observé una menor
EUAendimiento €N las plantas calentadas de Syrah con respecto al control, pero la EUAx fue similar. La
disminucion en EUAnt Y EUArendimiento Para un determinado genotipo puede ser importante en regiones
aridas. Es notorio que este ensayo se realizdé bajo condiciones bien regadas, lo que permitio el
incremento de gs y de E para mantener la temperatura foliar. El aumento de gs es una ventaja en
ambientes calidos con disponibilidad hidrica, permitiendo un enfriamiento de la hoja y una menor
limitacion estomatica a la fotosintesis (Urban et al., 2017b). En contraposicién, bajo restriccion hidrica,
la necesidad de conservacion de agua puede ocasionar cierre estomatico y en consecuencia una menor
transpiracion y un mayor calentamiento de la hoja y de esta manera pérdida de la capacidad
fotosintética (Aparecido et al., 2020; Edwards et al., 2011; Sadok et al., 2021). En regiones calidas y
aridas como Mendoza, las plantas en los vifiedos estan frecuentemente expuestas a estreses multiples,
como alta demanda evapotranspiratoria, alta radiacién y temperatura, baja disponibilidad hidrica
(Carvalho et al., 2016; Palliotti et al., 2009). En esas condiciones, otros mecanismos ademas del
enfriamiento de la hoja son necesarios para mantener el funcionamiento foliar. Entre ellos, se ha
reportado en otras variedades un incremento de la actividad del ciclo de las xantofilas para la disipacion
térmica o un incremento de los metabolitos antioxidantes en las hojas (Carvalho et al., 2016; Palliotti et
al., 2009). Las xantofilas son carotenoides que aceptan electrones de las clorofilas y se oxidan,
disipando la energia excedente del transporte de electrones (Sage y Kubien, 2007). Los resultados de
este estudio corresponden a condiciones bien regadas; situacion no muy frecuente en los vifiedos

locales. Teniendo en cuenta que se pronostica menor disponibilidad hidrica (Cabré y Nufez 2020;
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Santillan et al.,, 2019), la falta de agua en el futuro podria impedir el enfriamiento de la hoja,
incrementandose la temperatura foliar, el consumo de agua y afectando la fotosintesis y la EUA tanto
a nivel hoja como planta. Son necesarios mas estudios que combinen diferentes niveles de déficit
hidrico con aumento de temperatura en el campo, para poder diseiar practicas de riego y manejo que
lleven a mejorar la eficiencia en el uso del agua y de esta manera garantizar la sostenibilidad del vifiedo.

En resumen, en este capitulo se demostré que un aumento en la temperatura del aire durante la
temporada de crecimiento, en el mismo grado que el proyectado por los modelos de cambio climatico,
podria conducir a una disminucién en la EUA a nivel de hoja en variedades como el Grenache. De
manera similar a lo que se observa en situaciones de déficit hidrico o DPV alto, esta variedad ajusta su
funcionamiento para hacer frente a temperaturas mas calidas. Por otro lado, el funcionamiento foliar de
Syrah resulté mas tolerante al calentamiento. Sin embargo, se observé una disminucion en la EUA del
rendimiento en ambas variedades; lo que podria indicar que las pérdidas de agua a través de los frutos

y otros drganos de la planta aumentaron en respuesta al calentamiento.
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CAI?iTULO 5: PLASTICIDAD VARIETAL EN LA COMPOSICION
QUIMICA DE LA BAYA

1. Introduccion

La composicién de la uva esta determinada por factores genéticos, de manejo y climaticos que
afectan el metabolismo de la planta. El vino como producto final, depende fuertemente de las
caracteristicas de la uva asi como también de las practicas enoldgicas. Un aspecto importante de la
producciéon de uva y elaboracion del vino, es mantener afio a aio un producto estable en ambientes
cambiantes (Keller, 2010). Frente a las variaciones ambientales interanuales, las diferentes variedades
de vid pueden modificar en mayor o menor grado su comportamiento en respuesta a estas variaciones
ambientales, lo cual impactara en la composicién de la uva y por lo tanto del vino (Sadras et al., 2013).
La plasticidad fenotipica permite caracterizar cuanto se modifica la expresién de una caracteristica
individual de un genotipo en funcion de diferentes ambientes (Sadras et al., 2009a). Considerando que
debido al cambio climatico, la variabilidad interanual en las condiciones ambientales aumentara, es
importante comprender los procesos que determinan la composicion de la uva para vinificar en

diferentes variedades en ambientes contrastantes (Rienth et al., 2021).

1.1. Crecimiento y desarrollo de la baya

La baya crece siguiendo una curva doble sigmoidea en la que pueden distinguirse 3 fases (Figura
5.1). Cada una de ellas esta caracterizada por determinados procesos. La sintesis, concentracion y
composicion de los compuestos quimicos de la baya cambian con el desarrollo de la misma y son
afectados por diversos factores, tanto internos como externos. Entre los internos se encuentra el
numero de semillas por baya, la relacion fuente/destino, el estado sanitario de las plantas, el equilibrio
hormonal y los componentes del rendimiento (Dai et al., 2010; Keller, 2015b). Los externos incluyen
factores ambientales y practicas culturales. La interaccién de estos factores sobre el crecimiento y
desarrollo de la baya impactara en la composicién quimica de la uva. Esta ultima incluye azicares,

acidos organicos, compuestos fenolicos y otros compuestos aromaticos (Rienth et al., 2021).

Primera fase: Formacion de la baya

Se caracteriza por una intensa division celular (Dai et al., 2010). Hay un rapido aumento del
tamano de las semillas y del pericarpio (Keller, 2015b). La divisién celular esta relacionada con el
numero de semillas, posiblemente por la sintesis de hormonas en las mismas. Auxinas, citocininas y
giberelinas son producidas por el embrion y liberadas en el pericarpo (Keller, 2015b). También hay
sintesis y acumulacion de &cidos organicos, principalmente tartarico y malico (Coombe y McCarthy,

2000; Keller, 2015b; Kliewer, 1965; Ollat et al., 2002). Los acidos son el principal componente osmatico
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de la baya en esta etapa (Ollat et al., 2002). El transporte de agua y solutos a la baya se realiza via
xilema y floema, principalmente xilema (Coombe y McCarthy, 2000). La primera fase de crecimiento
tiene una duracién de entre 6 a 9 semanas. Cuando cesa la division celular, se define el niumero de
células y con esto el tamafio potencial de la baya que al finalizar esta etapa es aproximadamente la
mitad de su tamafo y peso finales (Dai et al., 2010; Keller, 2015b). Este periodo es muy sensible a
factores internos y externos, como la temperatura, el estado hidrico o el suministro de fotoasimilados,

y pueden ocasionarse alteraciones irreversibles (Dai et al., 2010; Ollat et al., 2002).

Sequnda fase: Fase lag

Se caracteriza por una disminucion en la tasa de crecimiento y en consecuencia poco cambio en
el tamano de la baya (Dai et al., 2010; Ollat et al., 2002). Se produce la maduracion de la semilla y del
embrion. Esta etapa finaliza con el envero, que marca el inicio de la acumulacion rapida de azucar y de
potasio y el inicio de la sintesis de compuestos de color en variedades tintas (Dai et al., 2010). Entre
10 a 15 dias previos al envero las semillas alcanzan su tamafio final, maximo peso y maximo contenido
de taninos. El embrién madura gracias a un pico de auxinas que a su vez, evita que la baya madure
antes de que la semilla complete su desarrollo, debido al efecto inhibitorio de esta hormona (Keller,
2015b). Ademas hay un impedimento del flujo xilematico; es decir, el agua y los azlucares que ingresan
a la baya durante esta etapa provienen en su mayoria del floema (Coombe y McCarthy, 2000). La
duracion de esta fase varia entre 1 a 6 semanas, es dependiente de la variedad y determina en gran

parte la fecha de cosecha (Keller, 2015b).

Fin de la segunda fase: envero.

El envero se caracteriza por un ablandamiento de la baya (Dai et al., 2010). Hormonas como
ABA, brasinosteroides y etileno inducen los cambios en la composicion quimica de las paredes
celulares que hacen que la baya se ablande (Keller, 2015b; Ollat et al., 2002). En el envero a su vez,
hay un cambio de metabolismo de parcialmente fotosintético a completamente heterotréfico debido a
que la clorofila se degrada (Keller, 2015b). Al final del envero, también puede apreciarse un cambio de
color en la piel de la baya, de verde a rojo, violeta o azul en variedades tintas o a tonalidades mas o
menos amarillas en variedades blancas. La coloracién en variedades tintas es debida a la acumulacion

de antocianos en vacuolas de las células del exocarpo (de Rosas et al., 2017; Keller, 2015b).

Tercera fase: Madurez de la baya

Al inicio de esta fase, la tasa de crecimiento de la baya es maxima (Ollat et al., 2002). Se produce
una expansion celular que duplica el tamafio de la baya debido a la acumulacion activa de hexosas

(glucosa y fructosa) y agua (Dai et al., 2010; Ollat et al., 2002). Las hexosas son el principal compuesto
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osmoticamente activo en esta etapa (Ollat et al., 2002). El ingreso de agua y solutos a la baya es
principalmente floematico (Coombe y McCarthy, 2000). En esta etapa el xilema funciona para reciclar
el exceso de agua del floema, de regreso al brote (Keller, 2006). El incremento de volumen es
inicialmente muy rapido pero se ralentiza a medida que avanza la madurez. La baya alcanza una
meseta o incluso puede disminuir su peso debido a la pérdida de agua por evaporacion en los estadios
tardios de madurez (Dai et al., 2010; Keller, 2015b). También hay una disminucion de la acidez, por un
lado debida a un efecto de dilucién del acido tartarico debido al crecimiento de la baya (Ollat et al.,
2002). Por otro lado, hay una degradacién de acido malico (Keller, 2015b; Kliewer, 1965). Los cambios
que ocurren en la semilla también implican un cambio de color, de verde a amarillo o marrén por la
oxidacion de los taninos del tegumento. En esta etapa hay una acumulacién de proteinas, lipidos,
almidéon y minerales en el endosperma (Keller, 2015b). La fase de madurez de la baya tiene una

duracion de entre 5 a 10 semanas.
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Figura 5.1: Desarrollo y crecimiento de la baya. Se indican la primera fase de formacion (cuaje y
division celular), la segunda fase (lag), el envero y la tercera fase (madurez). Se indica en cada una la
duracién estimada en dias después de floracion (eje X), los principales eventos (recuadros verdes), los
compuestos que se sintetizan y acumulan (rectangulo gris) y las vias de transporte a la baya (celeste
xilema y rosado floema). Figura tomada de Keller, 2015b, adaptada de Coombe y McCarthy, 2000.
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1.2. Familias de compuestos polifendlicos

Los compuestos fendlicos se encuentran entre los constituyentes principales de las uvas tintas.
Determinan importantes caracteristicas organolépticas de los vinos, relacionadas con el color, sabor,
textura y astringencia (Rienth et al., 2021). Son sintetizados en el citoplasma y almacenados en
vacuolas. Todos los compuestos fendlicos derivan de los mismos precursores y comparten genes que
regulan sus rutas metabdlicas. En condiciones de crecimiento normales y sin estrés, se estima que un
20% del total del C fijado por fotosintesis es derivado a la via del acido shikimico, responsable de la
sintesis de fenoles (Gouot et al., 2019).

Los compuestos fenolicos de la uva estan formados por un anillo benceno aromatico unido a un
radical hidroxilo (Rienth et al., 2021). Estas moléculas poseen grupos hidroxilo y uniones dobles
insaturadas, que les confieren susceptibilidad a oxidarse y por lo tanto elevada capacidad antioxidante

(Keller, 2010). Los compuestos fendlicos se clasifican dentro de los metabolitos secundarios:

Alcaloides
Estilbenos

Metabolitos No flavonoides

secundarios Terpenos

Acidos fendlicos

Fenilpropanoides
Flavonoles

Flavonoides Antocianos

Flavan-3-oles
(proantocianidinas)

Se resumen a continuacion las principales caracteristicas de los mismos (extraido de Gouot et al.,
2019):

Flavonoles

- Sin color en la uva.

- Mayoritariamente se acumulan en la piel.

- Los mondmeros se diferencian por el nimero de sustituyentes en el nucleo lateral.

- Pueden ser mono- (kaempferol), di- (quercetina) o tri-hidroxilados (miricetina).

- Se acumulan bajo forma glicosilada y contribuyen a la estabilidad del color durante la crianza
del vino.
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Antocianos

- Se acumulan en la piel en variedades tintas y son las responsables del color.

- Resultan de la condensacién de una antocianidina con un azucar en el C3.

- Las antocianidinas individuales mayoritarias en la uva son: delfinidina, cianidina, peonidina,
petunidina, malvidina (la mas abundante) y pelargonidina (la menos abundante).

- La diferencia entre los antocianos individuales radica en los dos sustituyentes del anillo lateral.
Estos pueden ser en la posicion 1 un H (pelargonidina), un grupo hidroxi (OH, cianidina) o metoxi
(OCHgs, peonidina, delfinidina, petunidina, malvidina). En la posiciéon 2 pueden ser H (pelargonidina,
cianidina, peonidina), OH (delfinidina, petunidina) o OCH3; (malvidina).

- El azucar puede ser acilada con acidos no-flavonoides, como acético dando lugar a antocianos
acetiladas o cumarico o cafeico, dando lugar a antocianos cinamiladas.

- Las formas monoglicosiladas representan el 60-70% vy las aciladas el 30-40%.

- La estabilidad de los antocianos aumenta con el grado de metilacién de la antocianidina y con
la acilacion del azucar.

Flavan-3-oles y proantocianidinas

- Son sintetizados en la piel, pulpa y semillas.

- Los mondmeros (flavan-3-oles) son catequina, galocatequina, epicatequina y epigalocatequina.

- Los diferentes mondmeros se originan por sustituciones con H o grupo hidroxi (OH), una en el
anillo lateral o dos en el carbono 3 del anillo central.

- Pueden acilarse, uniéndose a acido galico o di-hidroxilarse (2 OH"), dando origen a las
proantocianidinas o también llamados, taninos condensados.

- Difieren en su grado de polimerizacién, lo que da origen a diferentes composiciones y
longitudes.

1.3. Efectos de la temperatura en la composiciéon de la baya

La temperatura influye en las reacciones metabdlicas responsables del crecimiento y madurez de
la baya, lo cual tiene consecuencias importantes en los aspectos relacionados a la produccién de uva
(Keller, 2010; Ollat et al., 2002). Por ejemplo, en varias regiones viticolas se ha observado un adelanto
en la fecha de cosecha en los ultimos 10 a 30 afios que ha sido relacionado con diferentes grados de
aumentos en la temperatura durante la estacion de crecimiento de la vid (Mira de Orduna, 2010). Otro
efecto observado es que la madurez de la uva ocurre durante los meses mas calidos del verano y esto
podria afectar su composicion (Mira de Ordufia, 2010; Rienth et al., 2021; Van Leeuwen y Destrac-
Irvine, 2017). Sin embargo, el momento de cosecha puede basarse en criterios subjetivos que han ido
cambiando con el tiempo, junto con practicas en el vifiedo y tendencias de mercado (Mira de Ordufa,
2010; Rienth et al., 2021). Algunos de estos criterios subjetivos han contribuido a un atraso en la fecha
de cosecha por ejemplo para generar una mayor concentracion de compuestos fendlicos.

El aumento de temperatura ha sido principalmente relacionado con una mayor concentracion de
azucar y una menor acidez al momento de cosecha (Petrie y Sadras, 2008; Sadras et al., 2013). La
consecuencia son vinos de elevado grado alcohdlico y desequilibrados en sus componentes. Sin
embargo, algunos trabajos donde se aumento la temperatura no evidenciaron cambios en los sélidos
solubles en la uva en algunas variedades (de Rosas et al., 2017; Sadras et al., 2013). Por otro lado, la

disminucion en la acidez de la uva es frecuentemente relacionada a situaciones (regiones o
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temporadas) mas calidas (Sadras et al., 2013). El acido tartarico, mayoritario en la baya, se ha
considerado relativamente estable a temperaturas elevadas. La disminucion del mismo durante el
crecimiento de la baya es probablemente debida a un efecto de dilucién (Rienth et al., 2021). No
obstante, el acido malico (de menor proporcion en la uva) disminuye con altas temperaturas diurnas o
con grandes amplitudes térmicas post-envero. Esta disminucién se relacioné con una menor actividad
de la enzima responsable de la sintesis de acido malico (PEP carboxilasa) y una mayor actividad de la
enzima responsable de la conversion del acido malico a piruvato (NAD-ME) en la uva (Kizildeniz et al.,
2015; Sweetman et al., 2014). Estos cambios pueden aumentar el pH de la uva y comprometer la
estabilidad microbioldgica del mosto, el potencial de guarda y el balance del vino (Dai et al., 2010). Sin
embargo, en algunos trabajos donde se compararon plantas control y calentadas de manera directa no
se encontraron efectos de la temperatura sobre la acidez ni el pH de la uva y estas respuestas fueron
dependientes de la variedad (de Rosas et al., 2017; Sadras et al.,, 2013). Por ejemplo, la acidez
disminuyé y el pH aumentd en Cabernet Franc y Chardonnay; mientras que Semillbn aumenté
unicamente el pH y Malbec, Bonarda y Syrah no presentaron cambios (de Rosas et al., 2017; Sadras
et al., 2013).

Respecto a los polifenoles, los antecedentes estan principalmente focalizados en los antocianos.
Por ejemplo, se ha observado en distintas situaciones que un aumento de la temperatura puede generar
un desacople entre la acumulacién de azucares y de antocianos (Sadras y Moran, 2012). Esta situacion,
bastante comun en regiones calidas, genera que la uva alcance concentraciones elevadas de azucar
mucho antes que los antocianos, dando lugar a tiempos de espera prolongados para esperar la cosecha
hasta alcanzar la “madurez fendlica”. Sadras y Moran (2012) realizaron un ensayo a campo en el que
compararon la relacién entre antocianos y sdlidos solubles (SS), en plantas de dos variedades
expuestas a calentamiento, déficit hidrico y carga de fruta, en comparacién con un control. En este
estudio, demostraron que el calentamiento retrasé en el inicio de la sintesis de antocianos respecto al
inicio de la acumulacién rapida de azucar. Este resultado estuvo relacionado a una mayor duracién de
la fase lag de la relacién entre antocianos y SS debido al calentamiento. Adicionalmente, se ha
reportado una disminucidén en el contenido total de antocianos debido a una menor expresion de
enzimas y factores de transcripcion responsables de la sintesis (de Rosas et al., 2017) o también a una
mayor degradacién por peroxidasas (Mori et al., 2007b). La temperatura también puede modificar la
composicion individual de los antocianos. Por ejemplo, Fernandes de Oliveira y colaboradores (2015)
reportaron en una temporada mas calida, una mayor proporcion de los derivados acilados (antocianos
acetiladas y cumariladas), con respecto las formas no aciladas, para bayas de Carignan. Un trabajo
local en las variedades Bonarda y Malbec demostrd que a mayor temperatura aumento la proporcion
de antocianos acilados (mas estables) con respecto a los no acilados (de Rosas et al., 2017). No

obstante, la mayor proporcién de antocianos mas estables no compensé la disminucion en el contenido
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total de antocianos. Por lo tanto, el aumento de temperatura puede perjudicar la calidad de uvas y vinos
tintos, principalmente en regiones calidas. Los efectos de la temperatura sobre otros compuestos de
interés, como los flavonoles, las proantocianidinas o los aromas han presentado resultados variables
(Gouot et al., 2019). En la figura 5.2 (extraida de Gouot et al., 2019) se resumen los efectos del aumento

de temperatura sobre los principales compuestos fendlicos de la uva, mostrando a su vez las diferentes
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Figura 5.2: Resumen de los efectos de las temperaturas diurnas y/o nocturnas elevadas en los
flavonoides de uvas. Se indican diferentes escalas de aplicacion de los tratamientos de temperatura,
planta entera, racimo y baya. PAs corresponde a proantocianidinas. Extraido de Gouot et al., 2019.

1.4. Plasticidad fenotipica

El cambio climatico ha incrementado el interés cientifico por comprender la aclimatacién de las
plantas a diversos factores del ambiente. La capacidad de aclimatacion cumple un rol fundamental en
la tolerancia al estrés y puede ser manifestada en cambios morfoldgicos o fisiolégicos que aseguren la
supervivencia y la reproduccién (Dayer, 2017; Taiz y Zeiger, 2015c¢). La magnitud de los cambios puede
medirse a través de la plasticidad fenotipica, la cual refiere a cuanto se modifica la expresion de una
caracteristica individual de un genotipo en funcién de diferentes ambientes (Sadras et al., 2009a). Una
plasticidad elevada se relaciona con la capacidad de un genotipo de cambiar el fenotipo, a medida que
el ambiente en el que se encuentra favorece la expresion de dicho fenotipo (Trentacoste et al., 2011).
La produccién viticola estd condicionada por factores ambientales que varian espacial y
temporalmente, y pueden reflejar la plasticidad fenotipica en las caracteristicas de la uva y en
consecuencia del vino (Sadras et al., 2013). Los diferentes genotipos (variedades) pueden tener mayor

o menor plasticidad frente a la variacion de los factores ambientales y por lo tanto producir diversos
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fenotipos. Por ejemplo, Cabernet Franc y Chardonnay presentaron elevada plasticidad para pHy acidez
en la uva, en respuesta a diferentes tratamientos de temperatura. Esto es, incrementaron el pH (o
disminuyeron la acidez) a medida que en el ambiente mas calido se favorecieron mayores valores de
pH (o menores valores de acidez; Sadras et al., 2013). Es importante destacar que, dependiendo de la
caracteristica fenotipica en evaluacién, del factor ambiental y del destino de la produccién, seria
deseable una mayor o menor plasticidad. Una forma de medir la plasticidad fenotipica es comparando
pendientes de regresiones lineales en normas de reaccion (Sadras et al., 2012). La construccién de las

normas de reaccion se explica con mayor detalle en materiales y métodos.

2. Hipotesis especifica

El aumento de temperatura de crecimiento modifica la composicién quimica de la uva, aumenta
la concentracion de solidos solubles y el pH y disminuye el peso de baya, la acidez y los compuestos
polifendlicos (antocianos y taninos). Las variedades Syrah y Grenache presentan diferente plasticidad

de los compuestos polifendlicos en respuesta al calentamiento.

3. Objetivo especifico

Determinar el efecto de un aumento de 1.5 °C en temperatura de crecimiento sobre la
composicion quimica de la uva para vinificar, en parametros relacionados al crecimiento (peso de baya),
la madurez (solidos solubles, pH) y a la composicion quimica de la uva (antocianos, taninos) y la
plasticidad varietal de los compuestos polifendlicos frente al calentamiento, en uvas de plantas de las

variedades Syrah y Grenache.

4. Materiales y métodos

4.1. Sitio, material vegetal, disefio experimental y caracterizacion del

tratamiento

El ensayo fue conducido en un vifiedo de la EEA Mendoza, con las variedades Syrah y Grenache,
durante las temporadas 2016/17, 2017/18 y 2018/19. Se compararon plantas expuestas a temperatura
ambiente con plantas calentadas mediante un sistema de calentamiento pasivo (SCP, Figura 2.2). Las
plantas fueron conducidas en corddn bilateral con 24 a 26 yemas planta™”. No se aplicé desbrote
(unicamente se eliminaron los chupones) o raleo de racimos. Mayores detalles de la descripcion del
material vegetal, sitio y SCP pueden encontrarse en el Capitulo 2 (Materiales y métodos generales).

Para caracterizar el tratamiento de temperatura, se tuvo en cuenta la temperatura del aire

registrada a nivel de la canopia (Capitulo 2, Materiales y métodos generales). Con estos registros, se
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calculo la diferencia de temperatura media diaria entre plantas calentadas y control durante toda la
temporada de crecimiento. Se contaron los dias con temperaturas maximas mayores a 35 °C y se

calcularon dos indices bioclimaticos de caracterizacién viticola:

- indice de Winkler (Winkler et al., 1974):
30 Abr

W = z (Tmensual - 10) * nd
01 Oct

- Indice heliotérmico (Tonietto y Carbonneau, 2004):
30 Abr
IH = Z (Tmed - 10) + (Tmax - 10)

> * d

01 O0ct

donde, Tmensual €S la temperatura media del mes, nd el numero de dias del mes, Tmed €S la
temperatura media diaria, Tmax la temperatura maxima diaria y /d un coeficiente de longitud de dia que

para Mendoza equivale a 1.

4.2. Seguimiento de madurez y componentes del rendimiento

Durante 2017 y 2018, el peso fresco de baya, la concentracion de sélidos solubles (SS) y el pH
de la baya fueron determinados desde envero hasta cosecha, en intervalos de 10 dias; mientras que
en 2018/19 las determinaciones comenzaron a mediados de febrero. En cada ocasion, se recolectaron
muestras compuestas de 30 bayas por unidad experimental (subparcela que incluye las 5 plantas del
claro), tomando 6 bayas por planta de diferentes racimos y posiciones dentro del racimo (superior,
media, inferior, interna, externa). Se tomaron muestras de 5 repeticiones por tratamiento (combinacion
variedad-temperatura). Se excluyeron del muestreo de uva los racimos de los brazos externos de las
plantas calentadas en contacto con la bordura del SCP. Luego, se pesaron con balanza de precision.
Se molieron manualmente y sobre el jugo extraido se determiné el pH y contenido de sdélidos solubles
con refractémetro digital (PAL-1, Atago, Tokio, Japon). En 2017/18 adicionalmente se determind la
acidez, titulando el jugo extraido con NaOH 0.1 N.

Una vez alcanzado un promedio de 24 °Bx entre las 5 repeticiones del mismo tratamiento
(combinacion variedad-temperatura), se cosecho la uva. En simultaneo se determinaron los kg pl™,
racimos pl' y el peso medio del racimo. Ademas del contenido de sélidos solubles, la cosecha de las
uvas se realiz6 teniendo en cuenta la disponibilidad operativa para la vinificacion en la bodega de la

EEA. Esto llevd a que la cosecha fuese realizada como se detalla en la siguiente tabla:
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Tabla 5.1: Fechas de cosecha y contenido de sélidos solubles (°Bx) promedio para cada tratamiento
(combinacion variedad y régimen térmico) y afio de cosecha.

Grenache Control Grenache Calentado Syrah Control Syrah Calentado

2017
Fecha de cosecha 15/03 15/03 15/03 15/03
SS 23.2 234 241 255
2018
Fecha de cosecha 13/03 13/03 15/03 15/03
SS 22.7 23.8 23.9 24.5
2019
Fecha de cosecha 21/03 11/03 21/03 11/03
SS 241 23.8 225 23.8

4.3. Determinaciones de antocianos y taninos totales

Las muestras para la determinacion de los compuestos fendlicos totales fueron tomadas en
envero, media madurez y cosecha en 2017 y 2018, y unicamente cosecha en 2019. Con el mismo
criterio que para los parametros de madurez, se recolecté una muestra compuesta de 20 bayas por
repeticion (unidad experimental de 5 plantas, excluyendo brazos de la bordura). Las muestras se
almacenaron a -20 °C para posteriormente separar manualmente hollejo de pulpa, y reservar los
hollejos.

Las determinaciones de compuestos fendlicos totales se realizaron mediante el método de
Harbertson (Harbertson et al., 2003, Anexo S5), que comprendid 3 etapas: extraccion, evaporacion y
determinacion.

Extraccion: La extraccién se realizé sobre los hollejos. En cada muestra, se colocaron 40 mL de
acetona al 70% (30% agua ultrapura) y se dejo en agitador orbital a 105 rpm, durante 17-18 h y a
temperatura constante de 15 °C. Luego, se colocd el extracto en un tubo tipo Falcon de 50 mL y se
centrifugd 7 minutos a 2500 rpm (Centrifuga Eppendorf 5810 R, Rotor F-34-6-38, San Luis, Misuri,
Estados Unidos).

Concentracion: el extracto se colocod en un matraz corazon y se conecté a rotavapor (BUCHI R-
100, Flawil, Suiza). En el mismo, se evaporo el solvente a 37 °C y a presién reducida (270 mbar) hasta
reducir el volumen de 40 mL a 12 mL. Sobre el extracto concentrado, el volumen se completé a 20 mL
con agua ultrapura (miliQ). El extracto acuoso se conservo a -20 °C para posterior analisis.

Determinacion: el extracto acuoso fue centrifugado a 14000 rpm durante 5 minutos (Centrifuga

Biofuge pico, Heraeus, Rotor F 164630 Heraeus 3325, Hanau, Alemania). Sobre este extracto se

realizaron reacciones sucesivas con soluciones auxiliares (Tabla 5.2).
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Tabla 5.2: Soluciones auxiliares empleadas para la determinacion de antocianos totales y taninos
totales en extracto acuoso de uvas de Syrah y Greanche.

Nombre Descripcion Uso

200 mM &cido acético glacial
Buffer A — sol. de lavado 170 mM NaCl Pigmentos poliméricos y taninos
pH 4.9 (NaOH)
5 g/L bitartrato de K Antocianos totales, pigmentos
Buffer B — sol. simil vino 12% etanol oliméricos tanin’os
pH 3.3 (HCI) P y

5% drietanolamina (v/v)

Buffer C — sol. de resuspension 5% SDS' (v/v) Pigmentos poliméricos y taninos,

pH 9.4 (HCI) calibracion del espectrofotometro
200 mM &cido maleico
Buffer D — sol. para antocianos 170 mM NacCl Antocianos totales
pH 1.8 (NaOH)
Reactivo de cloruro férrico 10 mM FeCls Pigmentos poliméricos y taninos,
0.01 N HCI calibracion del espectrofotometro
Reactivo de decoloracién 0.36 M metabisulfito de K Pigmentos poliméricos y taninos
Solucidn proteica 1 mg/mL BSAZ? en Buffer A
1 mg/mL catequina en 10%

Solucidon madre de catequina Calibracién del espectrofotémetro

etanol
1SDS dodecil sulfato sadico, 2BSA sero albumina bovina.

El proceso se baso en la distincion de dos clases de pigmentos poliméricos en uvas: pequeios y
grandes. Los pequeios no precipitan en reaccion con proteina y se blanquean a pH acido en reaccién
con bisulfito mientras que los grandes reaccionan de manera opuesta (precipitan y no se blanquean).
Basandose en estas propiedades diferenciales, se realizaron las reacciones sucesivas de separacion
de compuestos y la lectura por espectrofotometria (T60U PG Instruments Limited UV-visible,
Lutterworth, Reino Unido), a diferentes longitudes de onda (510 y 520 nm). Las muestras y las
soluciones auxiliares se colocaron en cubetas plasticas de 1 cm de espesor y 0.5 cm de paso optico.
A cada lectura, se utilizd de blanco de reactivo una cubeta con las soluciones auxiliares
correspondientes pero sin muestra. De esta manera, se determind el contenido total de antocianos,
fenoles y taninos. Debido a las caracteristicas de la técnica, los fenoles totales representan en su

mayoria taninos y por lo tanto no fueron tenidos en cuenta.

4.4, Plasticidad fenotipica: Normas de reaccién

Para evaluar las diferencias varietales en la plasticidad fenotipica de los compuestos polifendlicos
frente a diferentes regimenes de temperatura se construyeron normas de reaccién, que son funciones
que relacionan el fenotipo y el ambiente (Sadras et al., 2012). Las normas de reaccion permiten medir
la plasticidad de un genotipo a través de la pendiente (a) de una recta de regresion. La regresion se
construye colocando en el eje X la media ambiental (correspondiente a la media calculada
considerando todos los tratamientos) para la caracteristica fenotipica en evaluacion y en el eje Y los
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valores de cada tratamiento individual. La pendiente se calcula mediante un Modelo de regresion |l,
que tiene en cuenta los errores en ambos ejes. Las normas de reaccidn se construyeron con los valores
de taninos y antocianos totales, considerando la media del tratamiento de temperatura el eje X y a cada
variedad en el eje Y. Esto permite comparar las respuestas varietales en diferentes ambientes de
temperatura. Luego, la pendiente a se comparé a 1 para su interpretacion (Sadras et al., 2012;
Trentacoste et al., 2011):

- a=1 indica una plasticidad promedio: el tratamiento de temperatura no tuvo impacto significativo
en la plasticidad fenotipica de los antocianos/taninos totales en cada variedad;

- a>1 indica una plasticidad superior a la media: el tratamiento de temperatura increment6 la
plasticidad la plasticidad fenotipica de los antocianos/taninos totales en cada variedad;

- a<1 indica una plasticidad por debajo del promedio: el tratamiento de temperatura disminuyé la

plasticidad la plasticidad fenotipica de los antocianos/taninos totales en cada variedad.

4.5. Analisis estadistico

Los parametros de madurez (SS y pH para las tres temporadas y peso de baya para 2019) fueron
analizados como medidas repetidas en el tiempo, mediante modelos lineales mixtos (MLM)
considerando la Variedad (V), el tratamiento de temperatura (T) y los dias de medicion (D) como
factores fijos. El peso de baya en 2017 y 2018 se analizé6 como ANCOVA, utilizando los grados dias
como covariable, una pendiente lineal para cada tratamiento (VXT) y un componente cuadratico comun
a todos los tratamientos (el peso de baya 2019 no se analizé de esta manera debido a que el muestreo
comenzo a mediados de febrero y no se contd con datos suficientes para representar el crecimiento de
la baya como una funciéon cuadratica). La parcela principal y la subparcela se consideraron como
factores aleatorios anidados para correlacionar las mediciones provenientes de la misma unidad
experimental. Los componentes del rendimiento se analizaron con ANOVA bifactorial. Para
comparaciones post-hoc, se utilizé la prueba LSD (least square difference). Estos analisis se realizaron
el software Infostat (Di Rienzo et al., 2018). La regresion entre solidos solubles y antocianos totales asi
como la regresion de las normas de reaccion se realizaron con el software R (R Core Team, 2020) y la
libreria smatr (Warton et al., 2018). Se utilizé la funciéon “ma” (major axis), que considera para el calculo

de la pendiente, errores en ambos ejes.
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5. Resultados

5.1. Efecto del calentamiento pasivo

La temperatura media diaria del aire medida a nivel de canopia durante los meses del ensayo (de
octubre a principios de marzo) en las plantas control fue de 21.6, 21.6 y 22.9 °C en las temporadas
2016/17, 2017/18 y 2018/19 respectivamente. En las plantas calentadas durante el mismo periodo, la
temperatura media del aire fue de 22.7, 24.3 y 24.4 °C. Esta diferencia llevé a un incremento medio de

temperatura de 1.1, 2.7 y 1.5 °C para las 3 temporadas de estudio (Figura 5.3).
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Figura 5.3: Diferencia en la temperatura del aire media diaria entre plantas calentadas y control durante
los meses de octubre a principios de maro para las temporadas 2016/17 (turquesa), 2017/18 (violeta)
y 2018/19 (naranja).

En las plantas a temperatura ambiente, los dias con temperaturas maximas mayores a 35 °C
fueron el 21, 13 y 25% de los dias registrados de octubre a principios de marzo en cada una de las 3
temporadas. Debido al tratamiento de temperatura, estos porcentajes incrementaron al 32, 61 y 48%
en las plantas calentadas, en el mismo periodo. La acumulacién grados dias fue superior en las plantas
calentadas con incrementos de 182, 327 y 159 GD con respecto a las plantas control, en las 3
temporadas de estudio (Tabla 5.3). De la misma manera, en la temporada 2017/18 el tratamiento de
calentamiento se clasifico en categorias superiores tanto para IW como para IH. En 2016/17, sdlo
cambié el IW. Por el contrario, en 2018/19, la clasificacion de los tratamientos térmicos segun los
indices bioclimaticos no arroj6 diferencias en las categorias de clasificacion, ya sea para el indice de
Winkler (IW) o el indice heliotérmico (IH; Tabla 5.3).

107



Tabla 5.3: indices bioclimaticos de caracterizacion viticola (grados dias acumulados, Winkler y
Heliotérmico) durante los meses octubre-marzo de las temporadas 2016/17, 2017/18 y 2018/19 en
plantas de Syrah y Grenache calentadas y control.

Temporada - tratamiento Grados dias  Indice de Winkler Indice Heliotérmico
2016/17 Control 2988 2063 (1V) 2696 (warm)
Calentado 3170 2244 (V) 2708 (warm)
2017/18 Control 2933 2080 (1V) 2416 (warm)
Calentado 3260 2416 (V) 3179 (very warm)
2018/19 Control 2837 2002 (1v) 2510 (warm)
Calentado 2998 2164 (1V) 2746 (warm)

5.2. Parametros de madurez y componentes del rendimiento

El peso fresco de baya aumenté desde envero hasta media madurez y luego disminuyé
levemente al aproximarse la cosecha en ambas variedades y tratamientos de temperatura (Figura 5.4).
En consecuencia, el patron de crecimiento se ajustd a una curva con un componente cuadratico que
explicé la disminucion de peso cercano a la cosecha. Esta respuesta se observé en las temporadas
2017 y 2018. En la primera temporada, adicionalmente se observé un menor peso en las bayas de
Grenache calentado (Tabla 5.4) y al comparar las variedades en la condicién control, se encontré mayor
peso en las bayas de Grenache para 2019. El peso de baya presentd gran variabilidad entre

temporadas.
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Figura 5.4: Evolucion estacional del peso fresco de baya (g) medido cada 10 dias, desde envero a
cosecha en uvas de plantas de Grenache (A, linea continua) y Syrah (m, linea punteada) bajo
condiciones control (azul) y calentadas (rojo); durante las temporadas 2017 (A) y 2018 (B). Los
simbolos representan la media * error estandar para 5 repeticiones por tratamiento. Las lineas
representan una ecuacion cuadratica ajustada para cada tratamiento.

Tabla 5.4: Parametros medios de madurez (peso de baya, sdlidos solubles, pH y acidez) en uvas de
Grenache y de Syrah expuestas a dos regimenes de temperatura (control y calentadas) durante las
temporadas 2017, 2018 y 2019.

Grenache Syrah Efecto
\') T VxT
Control Calentado Control Calentado Gr Sy p Co Ca p
2017
Peso de baya (g) 1.73 £ 0.08 A 1.54 £ 0.07B 1.63 + 0.07 AB 158 + 0.07AB ns - - ** A B **
Solidos solubles (°Bx) 18.30 + 0.43 18.94 + 043 19.53 + 0.43 20.61 = 0.43 * A A ™™ B A ns
pH 3.16 + 0.02 3.24 + 0.02 3.32 + 0.02 3.44 + 0.02 B A *™ B A ns
Acidez* (mg L") 5.80 + 0.80 440 + 0.20 5.50 + 0.10 5.30 + 0.10 ns - - ns - - ns
2018
Peso de baya (g) 165 £ 0.05A 1.57 £ 0.05 A 1.67 + 0.06 A 162 + 0.05A ns - - ns - -
Solidos solubles (°Bx) 16.60 + 0.40 17.50 + 0.40 18.10 = 0.40 19.00 = 0.40 * B A ™™ B A ns
pH 3.16 £ 0.01 3.21 £ 0.01 3.24 + 0.01 3.30 = 0.01 B A * B A ns
Acidez (mg L") 8.82+ 0.18C 841 +0.19C 11.08 = 0.18 A 947 + 0.18B B A ™ A B ***
2019
Peso de baya (g) 1.90 + 0.06 1.87 + 0.06 1.74 + 0.05 1.75 + 0.05 * A B ns - ns
Soélidos solubles (°Bx) 20.50 + 0.44 2140 + 043 18.5 + 0.43 21.20 + 0.43 * A B *™™ B A ns
3.12 + 0.02 3.18 + 0.02 3.25 + 0.02 3.34 + 0.02 *** B * B A ns

Los valores representan la media * error estandar para todo el periodo de madurez de la baya (excepto
acidez 2017, que corresponde a cosecha) para 5 repeticiones por tratamiento. Los efectos de la variedad (V), el
tratamiento de temperatura (T) y la interaccion (VXT) se analizaron con Modelos Lineales Mixtos, a excepcion del
peso de baya 2017 y 2018 que se analizaron con ANCOVA (utilizando los grados dias como covariable). La
significancia de los efectos de variedad (V), régimen de temperatura (T) y la interaccion (VxT) se indica como ns
(p>0.1),*(p<0.1), "™ (p <0.05 y * (p < 0.01). Las letras indican diferencias para un test LSD (0=0.05) para
los efectos fijos que fueron significantes.
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En 2017 para Grenache, el contenido de sélidos solubles al momento de envero, fue 0.5 °Bx
mayor para las uvas de plantas calentadas con respecto a las uvas control. Esta diferencia aumentoé
hasta alcanzar 1.9 °Bx previo a la cosecha (Figura 5.5). Para Syrah, el incremento de sélidos solubles
en las uvas calentadas al inicio de muestreo fue de 0.65 °Bx, alcanzé un maximo de 2.4 °Bx a media
madurez y luego se redujo hacia la cosecha. En promedio, las uvas de plantas calentadas tuvieron 0.8
°Bx mas que las plantas control (Tabla 5.4, p < 0.01). Al comparar variedades, Syrah presenté 1.4 °Bx
mas que Grenache (p = 0.03). Durante 2018 el patron de diferencias observadas en la primera
temporada se repitié. Las uvas de Grenache calentado tuvieron 0.6 °Bx mas que las control en envero
y 1.1 °Bx en cosecha. Por otro lado, las uvas de Syrah calentado alcanzaron una diferencia maxima de
1.4 °Bx post envero y previo a la cosecha mantuvieron 0.8 °Bx mas que las uvas de las plantas control.
A cosecha, el incremento fue de 0.9 °Bx para las uvas de plantas calentadas con respecto a las control
(p < 0.01), y de 1.5 °Bx para Syrah, con respecto a Grenache (p = 0.02). En 2019, las uvas de plantas
calentadas tuvieron en promedio 1.8 °Bx mas que las control (p < 0.01) y en la condicién control,

Grenache tuvo mayor contenido de SS que Syrah.
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Figura 5.5: Evolucién estacional del contenido de sdlidos solubles (°Bx) medido cada 10 dias, desde
envero a cosecha en uvas de plantas de Grenache (A) y Syrah (m) bajo condiciones control (azul) y
calentadas (rojo); durante las temporadas 2017 (A) y 2018 (B). Los simbolos representan la media +
error estandar para 5 repeticiones por tratamiento. Las lineas unen las diferentes fechas de muestreo.
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En la primera temporada el pH en envero fue similar entre uvas calentadas y control (Figura 5.6).
A medida que avanzé la madurez, la diferencia de pH entre las uvas de Grenache calentado y control
fue de 0.12 unidades y se mantuvo hasta la cosecha. En Syrah, la mayor diferencia entre las uvas
calentadas y las de control fue de 0.15 y se observé en media madurez. En promedio, el pH de las uvas
calentadas fue mayor que en las uvas control lo que implicé una pérdida de acidez (medida como [H*])
del 25% (Tabla 5.4, p < 0.01); asi como en Syrah con respecto a Grenache (p < 0.01). Durante 2018,
las diferencias entre uvas calentadas y control para ambas variedades fueron de menor magnitud que
en la temporada anterior. No obstante, en promedio las bayas calentadas tuvieron mayor pH que las
control (p < 0.01) y la disminucion de acidez ([H']) fue del 12%. Comparando variedades y en
coincidencia con 2017, las bayas de Syrah presentaron pH mas elevado que Grenache (p < 0.01). Al
igual que en las temporadas anteriores, en 2019 el pH fue mayor en las uvas de plantas calentadas
con respecto al control (p = 0.02) y en Syrah con respecto a Grenache (p < 0.04). Por otro lado, las
variedades se diferenciaron en el efecto del tratamiento de temperatura sobre la acidez titulable (Tabla
5.4). En 2018, en Syrah calentado la acidez titulable disminuyd con respecto al control, mientras que

en Grenache no hubo diferencias entre uvas calentadas o control.
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Figura 5.6: Evolucion estacional del pH medido cada 10 dias, desde envero a cosecha en uvas de
plantas de Grenache (A) y Syrah (m) bajo condiciones control (azul) y calentadas (rojo); durante las
temporadas 2017 (A) y 2018 (B). Los simbolos representan la media * error estandar para 5
repeticiones por tratamiento. Las lineas unen las diferentes fechas de muestreo.
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El rendimiento y sus componentes fueron variables entre temporadas en cada variedad y
tratamiento de temperatura (Tabla 5.5). En las plantas control, el rendimiento fue mayor que en las
plantas calentadas en las dos primeras temporadas. Adicionalmente, las plantas control tuvieron mayor
numero de racimos en 2018 y mayor peso de racimo en 2017 y 2019. Al comparar las variedades,
Syrah presentd mayor nimero de racimos en las tres temporadas evaluadas y Grenache mayor peso

del racimo en 2019.

Tabla 5.5: Componentes del rendimiento (kg pl”, racimos pl"' y peso del racimo) en plantas de
Grenache y de Syrah expuestas a dos regimenes de temperatura (control y calentadas) en las
cosechas 2017, 2018 y 2019.

Grenache Syrah Efecto
v T VxT
Control Calentado Control Calentado Gr Sy p Co Ca b
2017
Rendimiento (kg planta™') 10.5 + 0.9 7.8 £ 0.9 93 £ 1.0 89+08 ns - - ™ A B *
Racimos planta - 477 £ 1.8 37.0 £ 43 53.2 + 34 51.3+35 * B A ns - - ns
Peso del racimo (g) 277 £ 37T A 149 + 33B 181 £ 35B 175+ 33B ns - - * A B o
2018
Rendimiento (kg planta™®) 9.7 + 0.7 8.3+ 0.7 9.5+ 0.7 82+07 ns - - * A B ns
Racimos planta - 322+ 138 282 + 1.9 364 + 1.8 336+19 = B A * A B ns
Peso del racimo (g) 300 + 19 292 + 19 264 + 19 249 + 19 ns - - ns - - ns
2019
Rendimiento (kg planta®) 9.3 + 0.7 89 + 0.7 11.1 £ 0.7 10.0 £ 0.7 * B A ns - - ns
Racimos planta - 346 + 2.3 359 + 22 499 + 2.2 544 +22 *™ B A ns - - ns
Peso del racimo (g) 276 + 17 251 + 17 225 + 17 189 + 17 * A B * A B ns

Los valores representan la media + error estdndar para 5 repeticiones por tratamiento. La significancia de
los efectos de la variedad (V), el tratamiento de temperatura (T) y la interaccién (VxT) se indica como ns (p > 0.1),
*(p<0.1), ™ (p<0.05) y* (p <0.01). Las letras indican diferencias para un test LSD (a=0.05) para los efectos
fijos que fueron significantes.

En sintesis, el tratamiento de temperatura modificd los parametros de madurez. Los efectos
generales incluyeron mayor contenido de solidos solubles y pH en uvas de plantas calentadas. Las
variedades también se diferenciaron, con mayor peso de baya para Grenache y mayor contenido de
solidos solubles y pH en Syrah. Estos resultados fueron consistentes durante las tres temporadas
evaluadas. Por otro lado, las plantas calentadas presentaron menor rendimiento que las control pero
con variabilidad en los componentes del rendimiento que explicaron las diferencias entre temporadas

(2017 peso de baya, 2018 racimos por planta y 2019 peso del racimo).

5.3. Composicioén polifendlica: respuestas fenotipicas varietales

Los taninos totales y los antocianos totales fueron analizados mediante ANOVA y MLM,
considerando los tres momentos de medicidén o cada momento por separado para comparar variedades

y tratamientos de temperatura. Este analisis demostré que no hubo efecto del régimen de temperatura
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en los compuestos polifendlicos de la uva, expresados como mg baya™ (Tabla 5.6), mg g de baya™ y
mg g de hollejo™ (resultados no mostrados). No obstante, se encontré un efecto de la variedad. Por
este motivo, para comparar la plasticidad de Syrah y Grenache se construyeron normas de reaccién

considerando los valores de taninos y antocianos totales de 2017 y 2018 en conjunto.

Tabla 5.6: Compuestos polifendlicos totales determinados en envero, media madurez y cosecha, en
plantas de Grenache y Syrah expuestas a temperatura ambiente y a calentamiento pasivo, durante las
temporadas 2017, 2018 y 2019.

Compuesto Momento de Grenache Syrah Efecto
(mg baya™) muestreo Control Calentado Control Calentado \' T VxT
2017
Taninos totales Envero 040+£0.15 053+£050 0.38+0.10 0.33+0.12 ns ns ns
Cosecha 0.78+0.09 0.70+0.13 042+0.15 0.48+0.19 rrE ns ns
Envero 0.07 £0.03 0.07+0.04 0.27+0.08 0.24 +0.05
Antocianos totales Media madurez 0.27 £+ 0.12 0.28+0.13 042+0.09 0.56 +0.12 b ns ns
Cosecha 0.30+0.08 025+0.02 0.52+0.09 0.56+0.17
2018
Envero 1.06 £+0.13 1.26+0.08 0.85+0.12 0.76 +0.25
Taninos totales Media madurez 1.08 +0.12 1.10+£0.05 1.05+0.03 0.86 + 0.06 b ns ns
Cosecha 1.19+0.14 132+0.26 090+0.05 0.82+0.12
Envero 0.05+0.02 0.05+0.03 0.29+0.10 0.23+0.05
Antocianos totales Media madurez 0.25+0.11 0.18+0.04 0.89+0.13 0.57 +0.01 rrE ns ns
Cosecha 0.58+0.16 0.53+0.08 0.87+0.10 0.75+0.09
2019
Taninos Cosecha 0.79+0.08 1.14+0.09 068+0.08 0.83+0.09 ** ** ns
Antocianos Cosecha 0.39+0.09 046+0.09 0.79+0.09 0.74+0.10 rrE ns ns

Los valores presentados son la media + error estandar para 5 repeticiones por tratamiento. La significancia
de los efectos de la variedad (V), el régimen de temperatura (T) y la interaccion (VxT) se indica como ns (p < 0.1),
*(p<0.1), *(p<0.05)y*** (p<0.01).

Las normas de reaccion de los taninos totales fueron paralelas entre las variedades y mostraron
un aumento de taninos a medida que la media ambiental del tratamiento de temperatura aumentaba
(Figura 5.7). Las pendientes no fueron distintas de 1 para Syrah (p = 0.65) ni para Grenache (p = 0.12),
y a su vez fueron similares entre si (p = 0.59). Los interceptos no fueron diferentes de 0 (Syrah p =
0.08, Grenache p = 0.66). Esto indicé una plasticidad promedio para ambas variedades en los taninos
totales o bien que el tratamiento de temperatura no tuvo efecto en la plasticidad fenotipica de los taninos

totales.
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Figura 5.7: Norma de reaccién de taninos totales (mg baya™') para Grenache (A, linea continua) y
Syrah (m, linea punteada) en respuesta a la media ambiental segun el tratamiento de temperatura
(calentado, rojo; control, azul). Los puntos representan los valores de taninos totales de las temporadas
2017 y 2018, de muestras tomadas en envero, media madurez y cosecha.

Por otro lado, las normas de reaccion de los antocianos totales fueron divergentes debido a que
las pendientes entre las variedades se diferenciaron entre si (p < 0.01). De manera general se observé
que el ambiente mas calido condujo a un menor contenido de antocianos (Figura 5.8). Para Grenache,
la pendiente fue similar a 1 (p = 0.16) y el intercepto fue diferente de 0 (p < 0.01), lo que representé
una plasticidad promedio. En Syrah, la pendiente fue mayor que 1 (p < 0.01) indicando para esta
variedad una mayor plasticidad. Esto significa que el tratamiento de temperatura modificé la plasticidad

de los antocianos totales en esta variedad (Figura 5.8).
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Figura 5.8: Norma de reaccion de antocianos totales (mg baya™) para Grenache (A, linea continua) y
Syrah (m, linea punteada) en respuesta a la media ambiental segun el tratamiento de temperatura
(calentado, rojo; control, azul). Los puntos representan los valores de antocianos totales de las
temporadas 2017 y 2018, de muestras tomadas en envero, media madurez y cosecha.

5.4. Relacién soélidos solubles — antocianos

La regresion entre solidos solubles y antocianos totales se construyd de manera conjunta para
las temporadas 2017 y 2018 y se compararon las pendientes y ordenadas al origen entre tratamientos.
Las pendientes de esta regresion fueron paralelas entre los tratamientos (pendiente = 0.043, p = 0.52;
Figura 5.9), lo que indica la misma tasa de aumento de los antocianos a medida que avanza la madurez
(medida como incremento de sélidos solubles) entre tratamientos de temperatura y variedades. No
obstante, se observaron diferencias en las ordenadas al origen (p < 0.01) que representan el contenido
de antocianos a un determinado contenido de sodlidos solubles. Estos valores fueron mayores en los
tratamientos control para ambas variedades, lo que indica que a la misma concentracién de sélidos
solubles (°Bx), las plantas calentadas presentaron una menor acumulacion de antocianos. Por ejemplo,
a 24 °Bx, el contenido de antocianos totales en uvas control es 0.492 y 0.752 mg baya™ para Grenache

y Syrah respectivamente; mientras que en uvas calentadas es 0.422 y 0.622 mg baya™.
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Figura 5.9: Relacion entre solidos solubles (°Bx) y antocianos totales (mg baya™) para plantas de
Grenache (A, linea continua) y Syrah (m, linea punteada) calentadas (rojo) y control (azul). Las lineas
representan una regresion lineal, ajustada considerando en conjunto las determinaciones en 2017 y
2018.

6. Discusion

El aumento de temperatura aplicado en este ensayo modifico los parametros de madurez de la
baya y los componentes del rendimiento durante las 3 temporadas evaluadas. Los efectos principales
fueron un aumento en los sélidos solubles y en el pH en la uva y una disminucién del rendimiento en
plantas calentadas. Por otro lado, los antocianos totales también fueron afectados por el tratamiento
de temperatura, al comparar a una misma concentracion de solidos solubles. En cuanto a la plasticidad
de las variedades, se observé que el tratamiento de temperatura incrementé en Syrah la plasticidad de
los antocianos totales, en tanto que en los taninos ambos genotipos respondieron de manera similar a
la variabilidad ambiental. Las variedades también se diferenciaron en la evolucion del peso de baya,
los solidos solubles y el pH.

Algunas proyecciones para fines del siglo XXI, estipulan para Mendoza un cambio en la
clasificacion de las regiones viticolas hacia categorias mas célidas, considerando diversos indices
bioclimaticos (Cabré y Nufiez, 2020; Cabré et al., 2016). Implementando el sistema de calentamiento
pasivo se logré aumentar la temperatura y por lo tanto, cambiar algunos de los indices bioclimaticos
mas utilizados en viticultura. Por ejemplo, el indice de Winkler cambio la clasificacion de la zona de
estudio a una region mas calida en dos de las tres temporadas estudiadas y el indice heliotérmico varié
unicamente en 2017/18. Ademas, los grados dias acumulados fueron mayores en las plantas

calentadas que en las control (entre 180 y 320 GD dependiendo la temporada). Esto demuestra que un
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leve aumento de la temperatura media a lo largo de la temporada (entre 1.1 y 2.7 °C) puede generar
cambios en los indices bioclimaticos poniendo en riesgo la sostenibilidad de los vifiedos ubicados en
zonas que ya son consideras calidas (zonas IV y V del IW). En consecuencia, podria verse afectada la
adaptabilidad actual de ciertas regiones para producir uvas y vinos de determinada calidad (Santillan
et al., 2019; Tonietto y Carbonneau, 2004). Ademas, en las 3 temporadas se observd un incremento
en el numero de dias con temperaturas maximas mayores a 35 °C, las cuales afectan la sintesis y
favorecen la degradacién de compuestos polifendlicos relacionados con la calidad de vinos tintos (de
Rosas et al., 2017; Mori et al., 2007a, 2007b; Rienth et al., 2021; Sadras y Moran, 2012)

El rendimiento en las plantas calentadas de ambas variedades fue menor que en los respectivos
controles. Los componentes del rendimiento que explicaron esta disminucién fueron variables entre
temporadas. En Syrah se observé principalmente un menor peso de racimo, y en Grenache esta
diferencia estuvo explicada por un menor nimero y peso de racimos. El nimero de racimos por planta
es el componente del rendimiento mas variable (hasta un 60%) y puede disminuir en plantas muy
vigorosas, en bajas radiaciones o frente a elevadas concentraciones internas de giberelinas después
de floracion (Carmo Vasconcelos et al., 2009). En las plantas calentadas de Grenache también podria
haber acontecido una desdiferenciacién de racimos a zarcillos y por esto explicarse el menor nimero
de racimos por planta. Este ultimo proceso se relaciona con carencia de fésforo o exceso de giberelinas,
pero estos aspectos no fueron evaluados en este estudio (Carmo Vasconcelos et al., 2009).

En el presente trabajo, las bayas de plantas calentadas tuvieron menor peso (en la primera
temporada) y mayor concentracion de sélidos solubles (en las tres temporadas evaluadas) que las
bayas de plantas control. En coincidencia con estos resultados, un estudio en Syrah reporté una
disminucion en el peso de baya y un aumento en el contenido de azucar, cuando plantas en maceta se
expusieron a 11 dias de calentamiento sostenido aplicado en pre-envero y envero (Sweetman et al.,
2014). Sin embargo, en otro trabajo con la misma variedad se observd que un aumento de la
temperatura maxima en diferentes momentos fenoldgicos no afectd la acumulacion de azucar en la
baya ni el rendimiento (Sadras y Soar, 2009). En el estudio se Sweetman y colaboradores, el aumento
de temperatura fue durante toda la temporada, mientras que Sadras y Soar (2009) aplicaron un
calentamiento en determinados estadios fenolégicos (brotacién, floracion, grano arveja, envero y pre-
cosecha), lo cual podria explicar las diferencias. De hecho, otros estudios locales en Malbec también
evidenciaron disminucion en el peso de baya y en el peso medio del racimo, en uvas de plantas
expuestas a un calentamiento sostenido (Malovini, 2016). Un aumento en la temperatura media durante
largo plazo puede acelerar el desarrollo fenoldgico y alterar la composicién de la baya (Mira de Ordufia,
2010; Sadras y Soar, 2009). La diferencia de sélidos solubles observada entre las uvas calentadas y
las control al momento del envero soporta esta evidencia, sugiriendo un adelanto en el inicio de la

acumulacion de azucares en las plantas calentadas (Sadras y Moran, 2012). Ademas, esa diferencia
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se mantuvo hasta la cosecha y se repiti6 durante todas las temporadas evaluadas. Por otro lado, el
aumento en los sdlidos solubles a cosecha podria explicarse por un efecto de concentracion, debido a
que bayas expuestas a alta temperatura son mas propensas a deshidratarse (Keller, 2015b; Mira de
Ordufa, 2010). En este estudio, las uvas de las plantas tanto calentadas como control presentaron una
marcada disminucion del peso desde alrededor de 20 dias antes de cosecha, lo cual estaria relacionado
con un fendmeno de deshidratacion y concentracion de sélidos solubles.

Tanto el aumento de sodlidos solubles como el de pH han sido previamente asociados a
temporadas o regiones mas calidas (Mira de Ordufa, 2010). No obstante, estos antecedentes se
basaron en comparaciones indirectas. En otros trabajos que compararon de manera directa uvas de
plantas calentadas con condiciones control, las respuestas fueron variables (de Rosas et al., 2017;
Sadras et al., 2013). El pH de la baya depende principalmente de la relacién de concentracion entre los
acidos organicos y el potasio (Ollat et al., 2002). En este trabajo se encontré mayor pH en uvas de
plantas calentadas, y para la temporada 2018 menor acidez en Syrah. Se ha observado que en
situaciones de elevada temperatura hay mayor ingreso de potasio a la baya, lo que podria explicar el
aumento de pH tanto en Syrah como en Grenache (Mira de Ordufia, 2010). En esta ultima variedad, no
hubo diferencias en la acidez entre plantas calentadas y control, por lo que las diferencias de pH
observadas posiblemente estén asociadas a variaciones en el potasio. Se cree que en la baya, el
ingreso de K* a la célula es acompanado por la salida de H* mediante una proteina transportadora de
membrana, provocando el consecuente aumento de pH (Mira de Ordufia, 2010). Por otro lado, en este
trabajo solo se modificé la temperatura diurna mientras que la temperatura nocturna no presenté
diferencias. Esta limitacion es importante de resaltar debido a que tanto la temperatura nocturna como
la amplitud térmica pueden tener un rol importante en la acidez de la baya a cosecha (Sweetman et al.,
2014).

Pese a que el mayor contenido de taninos de la baya se encuentra en la semilla, en este trabajo
se evaluaron en el extracto de hollejo. Los taninos de la piel podrian ser mas afectados por los factores
externos que los de la semilla, debido a que la piel es la primera capa de la baya expuesta directamente
a los factores abiéticos (Gouot et al., 2019). Las diferencias varietales en los taninos, incluyeron mayor
contenido total en Grenache con respecto a Syrah, al momento de cosecha. Considerando que
proantocianidinas (taninos) y antocianos comparten la via de sintesis (fenilpropanoide), podria haber
una particion mayoritaria hacia las primeras en Grenache y hacia las segundas en Syrah (Gouot et al.,
2019). Otros estudios reportaron cambios en el contenido de mondmeros en pre-envero (Rienth et al.,
2021), pero esto no fueron evaluados en el presente trabajo. El efecto de la temperatura sobre los
taninos ha sido menos evaluado que sobre otros polifenoles (por ej. antocianos) y los resultados son

contradictorios debido a que algunos trabajos demuestran un aumento y otros observaron una
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disminucion (Gouot et al., 2019). En este trabajo, los taninos no fueron afectados por el calentamiento
y en ambas variedades se reportd una plasticidad promedio en los diferentes ambientes térmicos.

Por otro lado, se ha demostrado que los antocianos disminuyen directa y significativamente por
alta temperatura diurna, aunque estas respuestas varian fuertemente con el genotipo (Rienth et al.,
2021). Las causas posibles son degradacién, inhibicion de enzimas y/o desregulacién de genes de la
via fenilpropanoide, responsable de su sintesis (Gouot et al., 2019). En este estudio, no se encontraron
cambios en la pendiente de contenido de antocianos con respecto a acumulacién de sélidos solubles
entre tratamientos. No obstante, es importante resaltar que las uvas de plantas calentadas presentaron
menor contenido de antocianos totales, para un mismo grado de madurez (diferentes interceptos;
Figura 5.10), similar a lo observado en otros estudios (Sadras y Moran, 2012). El adelanto en el inicio
de acumulacion azucares en el envero respecto al inicio de acumulacion de antocianos genera al
momento de cosecha un desacople entre ambos constituyentes de la uva. Esta situacion suele ser uno
de los desafios en la vitivinicultura de zonas calidas, donde la acumulacién de azucares ocurre muy
rapidamente mientras que los antocianos se acumulan mas lentamente. Por otro lado y ademas del
desacople, también se observé un efecto negativo de la temperatura sobre los antocianos en Syrah a
través de las normas de reaccion, indicando que hay una mayor plasticidad en respuesta a la
variabilidad ambiental (Figura 5.8, Trentacoste et al., 2011). EI Grenache present6 un contenido de
antocianos totales muy bajo (0.42 +0.13 mg baya™ promedio en cosecha) con respecto a los valores
normales esperados en una variedad tinta (1.5 mg baya™). Sin embargo, esta caracteristica pareceria
ser comun en Grenache (Fernandes de Oliveira et al., 2015). Esta variedad present6 una pendiente de
la norma de reaccion igual a 1, indicando que su plasticidad fue similar a la media. Otros trabajos
realizados en Mendoza determinaron menores concentraciones de antocianos en respuesta a mayores
temperaturas de crecimiento, debido principalmente a una menor expresioén de enzimas y factores de
transcripcién involucrados en la ruta metabdlica de sintesis (de Rosas et al., 2017).

En conjunto, en este estudio se logréo a través de un calentamiento pasivo, una mayor
acumulacion de grados dias y un cambio en la clasificacion de la zona para las temporadas de estudio,
a través de algunos indices bioclimaticos (IW, IH). Este cambio de zona en la clasificacion de IW, tal
como es pronosticado por distintos modelos climaticos (Cabré et al., 2016), tuvo un impacto negativo
en la composicidon quimica de la uva (con destino a vinificacion) de ambas variedades. Los resultados
del presente trabajo se refieren a plantas con buen estado hidrico. Sin embargo, dada la emergencia
hidrica en la que se encuentra la provincia desde hace mas de 10 anos (Departamento General de
Irrigacion, 2018) y los prondsticos de menor disponibilidad hidrica (Boninsegna, 2014; Cabré et al.,
2016), un estrés hidrico severo o una falta de agua en un estadio fenoldgico sensible podrian exacerbar
los efectos negativos observados (Greer y Weston, 2010; Malovini, 2016; Van Leeuwen et al., 2019).

Algunos estudios han demostrado que la mayor concentracion de polifenoles que se induce en la
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composicion de la baya por aplicar un estrés hidrico moderado, podria verse revertida en combinacién
con un aumento de temperatura (Poni et al., 2018).

En resumen, los cambios reportados en este trabajo en las uvas de plantas calentadas (mayor
sélidos solubles, menor rendimiento, pH y acidez, alteraciones en los compuestos polifendlicos) pueden
afectar la calidad del vino y conducir en consecuencia a una pérdida de tipicidad y expresion del terrufio
(Rienth et al., 2021). La magnitud de este impacto dependera de la capacidad del sector para adaptar
nuevas practicas de cultivo y disefar estrategias de mitigacién (Santillan et al., 2019; Van Leeuwen et
al., 2019).
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CAPITULO 6: DISCUSION DE HIPOTESIS ESPECIFICAS

Hipotesis especifica 1 - Capitulo 3

La aclimatacion de la fotosintesis a un aumento en la temperatura de crecimiento (T;) esta
relacionada a un cambio en la respuesta a la temperatura de las variables bioquimicas velocidad de
carboxilacién de la Rubisco (V:max) y tasa de transporte de electrones (Jmax). EStos cambios implican un
desplazamiento del 6ptimo de Vemax ¥ Jmax hacia mayores temperaturas o un incremento en la tasa de
estos procesos. Estos cambios contribuyen a aclimatar la asimilacion neta (A.) a la nueva temperatura
de crecimiento. Los mecanismos subyacentes en la respuesta a la temperatura de Vemax ¥ Jmax @Si como

la aclimatacion de A, al aumento en la temperatura de crecimiento son dependientes de la variedad.

La hipdtesis especifica del capitulo 3 puede aceptarse parcialmente. Por un lado, se verificd que
la fotosintesis se aclimatd al calentamiento en ambas variedades (considerando las definiciones de
aclimatacion dadas por Yamori et al.,, 2014 y Way y Yamori, 2014), a través de un aumento en la
temperatura optima (Topt) de la tasa de asimilaciéon. El incremento en Top (de plantas calentadas con
respecto al control) fue menor durante la segunda temporada en ambas variedades, cuando el
calentamiento alcanzado fue mayor, en comparacién con la primera temporada. Cuando las
temperaturas foliares son muy elevadas, como las registradas durante 2017/18, la aclimatacién de la
fotosintesis puede estar mas limitada que cuando las temperaturas iniciales de la hoja son mas bajas
(Vico et al.,, 2019). Estas respuestas son comunes cuando el incremento en la temperatura de
crecimiento excede la Topt (Slot y Winter, 2017; Vico et al., 2019). Por otro lado, los mecanismos
subyacentes a la aclimatacion fueron dependientes de la variedad, lo que implica la verificacién de la
hipotesis propuesta en cuanto a las respuestas varietales. La aceptacion parcial de la hipétesis se debe
a que para Syrah, la aclimatacion de la fotosintesis no estuvo explicada por cambios en las variables
bioquimicas (Vemax ¥ Jmax), Ya que esta variedad presentd una respuesta homeostatica. Esto es, un
aumento de la temperatura 6ptima de la tasa de fotosintesis neta en las plantas calentadas, sin cambios
en la asimilacién de C (Yamori et al., 2014). En Grenache se observaron cambios en la respuesta a la
temperatura de Vcmax ¥ Jmax (variables bioquimicas), que implicaron una disminucién menos marcada
de estas tasas a temperaturas foliares por encima de 35 °C, en las plantas calentadas con respecto a

las plantas control.
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Hipétesis especifica 2 - Capitulo 4

Frente a un aumento en la temperatura de crecimiento, las plantas incrementan la transpiracion
foliar (E) a través de una mayor conductancia estomatica (gs) para mantener la temperatura de las
hojas cercana a la temperatura del aire. El aumento en E y gs produce una disminucion de la eficiencia
en el uso del agua (EUA). El incremento de gs y del tamarfio de estomas es mayor en las plantas

calentadas de la variedad Syrah que en Grenache.

La hipotesis especifica 2 se formuld postulando que Syrah, en base a lo reportado en la literatura,
podria incrementar la conductancia estomatica (gs) y el tamano de los estomas en las plantas
calentadas en mayor grado que Grenache. Sin embargo, los resultados evidenciaron la respuesta
contraria. Las hojas de plantas calentadas de Grenache incrementaron gs, la transpiracion (E) y la
longitud de los estomas; mientras que en Syrah se mantuvieron similares al control. En consecuencia,
pese al incremento en la tasa de asimilacion para Grenache, se reporté una disminucion en la eficiencia
en el uso del agua debido a que el aumento de gs fue mayor. Estos resultados indican que Grenache
es mas sensible a los cambios ambientales y Syrah es mas tolerante. Por un lado, para Grenache la
estrategia de evitar los factores ambientales de estrés podria llevar a comportamientos estomaticos
contrastantes. En situaciones de déficit hidrico, gs disminuye para mantener el potencial hidrico de las
hojas. Por otro lado, a altas temperaturas y en condiciones de agua no limitantes, gs aumenta para
permitir una mayor transpiracion y el enfriamiento de las hojas para proteger el aparato fotosintético de
danos (Sadok et al., 2021). Para Syrah, el incremento de temperatura alcanzado en este estudio no
representd un factor de estrés, ya que las plantas calentadas presentaron tasas de gs, E y tamafio de
estomas similares a las plantas control. Ambas variedades estuvieron bajo buenas condiciones
hidricas, lo que les permiti6 mantener la temperatura foliar cercana al aire que las rodeaba (ya sea en
plantas calentadas o control; Urban et al., 2017b). Sin embargo, se observé una disminucién en la
eficiencia en el uso del agua del rendimiento (kg de uva por planta / ldmina de riego) en ambas
variedades, lo que podria indicar un aumento en la tasa respiratoria de brotes, frutas y raices (Escalona
et al.,, 2012) y una mayor pérdida de agua a través de los frutos y otros 6rganos de la planta en

respuesta al calentamiento.
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Hipétesis especifica 3 - Capitulo 5

El aumento de temperatura de crecimiento modifica la composiciéon quimica de la uva, aumenta
la concentracion de sélidos solubles y el pH y disminuye el peso de baya, la acidez y los compuestos
polifendlicos (antocianos y taninos). Las variedades Syrah y Grenache presentan diferente plasticidad

de los compuestos polifendlicos en respuesta al calentamiento.

La hipétesis especifica 3 es aceptada. En base a los resultados encontrados y que concuerdan
con otros antecedentes, se confirmo el efecto de un aumento de temperatura en los parametros de
madurez de la baya (Malovini, 2016; Mira de Ordufia, 2010; Sweetman et al., 2014). En ambas
variedades, las uvas de plantas calentadas tuvieron mayor concentracion de solidos solubles y pH. A
su vez, se observd menor rendimiento en las plantas calentadas. Por otro lado, los compuestos
polifendlicos presentaron respuestas diferenciales. Los antocianos disminuyeron en ambas variedades
en uvas expuestas al aumento de temperatura al compararse a una misma concentracién de soélidos
solubles. Las diferencias entre variedades se observaron en una mayor plasticidad de antocianos
totales para Syrah que para Grenache. Con respecto a los taninos, ambas variedades presentaron una
plasticidad media frente a los tratamientos de temperatura, sin un efecto directo del calentamiento en

los mismos.
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CAPITULO 7: CONCLUSIONES GENERALES

El objetivo general de esta tesis fue estudiar en Mendoza, oasis norte, los posibles impactos del
calentamiento asociado al cambio climatico en la produccion viticola. El ensayo se realizd en un vifiedo
experimental, comparando de manera directa plantas sin déficit hidrico de las variedades Syrah y
Grenache, expuestas a condiciones control con plantas calentadas. Los rangos de calentamiento
alcanzados se encuentran dentro de lo pronosticado para fines de este siglo por algunos modelos de
cambio climatico.

Con respecto a las respuestas de la fotosintesis al aumento de temperatura, se encontraron
diferentes mecanismos en la aclimatacion fotosintética en las plantas de Grenache y Syrah. En
condiciones mas calidas, la capacidad fotosintética incrementé (es decir, la velocidad de carboxilacion
de la Rubisco 0 Vemax Y la tasa de transporte de electrones o Jmax) en Grenache. Esto llevé a un aumento
de la temperatura éptima y de la tasa de asimilacién neta (An) en la nueva temperatura de crecimiento.
Por otro lado, Syrah mantuvo la capacidad fotosintética, sin cambios en Vcmax Ni €n Jmax, dando lugar a
una respuesta homeostatica. Este tipo de respuesta implica un ajuste de la fotosintesis neta a la nueva
temperatura de crecimiento, sin ganancia de asimilacion de C. Esta parte del trabajo demostrd que un
aumento entre 1.5 y 3.6 °C, no afectaria directamente la asimilacién de C en estas variedades en
condiciones de buen aprovisionamiento de agua. A su vez, se demostréo en ambas variedades que
cuando la temperatura de crecimiento excede la temperatura 6ptima de la fotosintesis, hay una
limitacion a la aclimatacion.

Por otro lado, se evaluaron las respuestas estomaticas al aumento de temperatura y su relacion
con la eficiencia en el uso del agua (EUA). Se demostré que pese al aumento en asimilacion neta
mencionado, las plantas calentadas de Grenache disminuyeron la EUA intrinseca con respecto a las
plantas control. Por otro lado, Syrah no manifesté cambios en la conductancia estomatica, la asimilacion
neta o la EUA intrinseca. Sin embargo, se observé una disminucion en la EUA del rendimiento en
ambas variedades; lo que podria indicar que las pérdidas de agua a través de los frutos y otros érganos
de la planta aumentaron en respuesta al calentamiento.

Finalmente, en ambas variedades, el aumento de temperatura afectdé negativamente los
parametros de madurez al incrementar los solidos solubles y el pH. La disminucién del rendimiento en
las plantas calentadas podria amenazar la sostenibilidad de los vifiedos en el largo plazo. Ademas, los
antocianos disminuyeron en las uvas calentadas de ambas variedades, pero en mayor grado en Syrah.
Por otro lado, los taninos del hollejo no fueron afectados por el tratamiento de temperatura.

Los resultados aqui presentados permiten afirmar que frente a un aumento de temperatura y sin
restriccion hidrica, la fotosintesis se aclimatara, pero al mismo tiempo habra una disminucién de la EUA

y del rendimiento y la calidad de la uva se vera afectada negativamente.
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ANEXOS

CLARO| 1 | 2 | 3 | 4 | 5 | 6 | 7 | 8 | 9 | 10 | 11 | 12 | 13 | 14 | 15 | 16 | 17 |
HIL I I I
I I I ]
[ I I I I I ]
[ I I I I I I ]
[ 1 I I 1 1 I I 1
6 CROATIN; SYRAH | [ | | | Norte >
BLOQUEL BLOQUEZ
7| RIESLING VERDICCHIO I I | | ]
8| RONDINELLA GRENACHE [ [ [ [ |
9 NEBBIOLO| NEBBIOLO] [ [ [ [ |
10| CORVINA | RONDINELLA I I | | ]
11] ANCELLOTTA CALADOC | [ [ [ [ |
12| CALADOC | MOURVEDRE | [ [ [ |
13 VERDICCHIO NERO D'AVOLA I I | | I ]
14| TOURIGA | AMCELLOTTA | | | | | | |
15[ GRENACHE CORVINA | | I | | | I | ]
16| MOURVEDRE RIESLING | I I | | I I | | ]
[ TouRieA | T T T T T T T T ]
18 NERO D'AVOLA CROATINA | | | | | | | | | I |
19] [ NERO D'AVOLA GRENACHE RIESLING | MOURVEDRE CORVINA | MOURVEDRE ANCELLOTTA |
BLOQUE3 BLOQUEA BLOQUES BLOQUEG BLOQUEZ BLOQUES BLOQUES
20 VERDICCHIO ANCELLOTTA RONDINELLA SYRAH ANCELLOTTA RONDINELLA NEBBIOLﬁ
21] | CROATINA[ CALADOC | VERDICCHIO TOURIGA | NERO D'AVOLA SYRAH [ CALADOC | |
22| [ RIESLING | CORVINA | GRENACHE RIESLING [ CROATINA ANCELLOTTA MOURVEDRE |
23 | ANCELLOTTA MOURVEDRE ANCELLOTTA CROATINA RONDINELLA cALADOC | CORVINA | |
24| | NEBBIOLO] VERDICCHIO SYRAH | CORVINA | TOURIGA | NERO D'AVOLA SYRAH | |
25[ [ MOURVEDRE NEBBIOLO] CALADOC | GRENACHE NEBBIOLO[ CORVINA | TOURIGA [ |
26| [ RONDINELLA SYRAH | CROATINA CALADOC | RIESLING | NEBBIOLO] RONDINELLA |
27| | cALADOC | RONDINELLA TOURIGA | ANCELLOTTA MOURVEDRE CROATINA RIESLING [ |
28 [ TOURIGA | CROATINA MOURVEDRE VERDICCHIO CALADOC | GRENACHE VERDICCHIO |
29| | GRENACHE RIESLING | NERO D'AVOLA RONDINELLA GRENACHE TOURIGA | GRENACHE |
30| | SYRAH | NERO D'AVOLA CORVINA | NEBBIOLO] SYRAH | VERDICCHIO NERO D'AVOLA |
31 [ CORVINA | TOURIGA | NEBBIOLO] NERO D'AVOLA VERDICCHIO RIESLING | CROATINA |

Figura S$2.1: Plano de vifiedo experimental donde se realizé el ensayo. El vifiedo cuenta con 13
variedades de vid, hileras plantadas norte-sur y formando 9 bloques en sentido este-oeste. La unidad
de cada bloque esta formada por dos claros consecutivos, con 5 plantas cada uno. Estaciéon
Experimental Agropecuaria Mendoza, INTA.
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Figura S2.2: Temperatura de aire para un dia representativo (28/12/2016) medida a tres alturas del
espaldero (A 0.8, B 1.2 y C 1.5 m) en plantas calentadas mediante el Sistema de Calentamiento Pasivo
(rojo) y control (azul). Se observa mayor temperatura en las plantas calentadas para las alturas 0.8 y
1.2 m, a partir de 1.5 m no hay diferencias. Estacién Experimental Agropecuaria Mendoza, INTA.
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Figura S2.3: Potencial hoja (W, MPa) medio dia (A, B, linea en guiones) y pre amanecer (A, linea
continua) medido cada 15 dias en plantas de Grenache (A)y Syrah (m) expuestas a condiciones control
(azul) y calentadas (rojo) durante las temporadas 2017/18 (A) y 2018/19 (B). Los valores representan
la media + error estandar de 5 plantas por tratamiento (combinacién variedad-temperatura).
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Figura S3.1: Evolucion estacional de la temperatura maxima diaria para los tratamientos control (azul)
y calentado (rojo) durante las temporadas 2016/17, 2017/18 (B) y 2018/19 (C). Los valores representan
la media de 4 réplicas, dos en Syrah y dos en Grenache. La temperatura fue medida con termocuplas
en la zona de racimos y registrada cada 20 minutos.
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Figura $3.2: Evolucién estacional de la temperatura minima diaria para los tratamientos control (azul)
y calentado (rojo) durante las temporadas 2016/17, 2017/18 (B) y 2018/19 (C). Los valores representan
la media de 4 réplicas, dos en Syrah y dos en Grenache. La temperatura fue medida con termocuplas
en la zona de racimos y registrada cada 20 minutos.

129



40 1A Grenache Control B Grenache Calentado
30 -
5
E(\I 20 H
@)
Q
o)
€ 10 4
=
o
<
0 - ® 25°C @ 25°C
v 30° v 30°
& 40°C B 40°C
-10 4
40 4C Syrah Control D Syrah Calentado
30 -
S
EN 20 -
(@]
Q
@)
€ 10 A
=2
<C
0 ® 25°C @ 25°C
v 30°C v 30°C
10 - & 40°C ® 40°C
T T T T T T T T T T T T
0 200 400 600 800 1000 1200 O 200 400 600 800 1000 1200

C, (mmolmol™)

C, (mmolmol'1)

Figura S3.3: Curvas A./Ci a 25, 30 y 40 °C en plantas de Grenache control (A), Grenache calentado
(B), Syrah control (C) y Syrah calentado (D) durante 2016/17. Las curvas a 20 y 35 °C no se presentan
para mejor claridad en la figura. Los valores representan la media £ desvio estandar para 3 o0 4 réplicas

por tratamiento.
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Figura S3.4 Curvas A./Ci a 25, 30 y 40 °C en plantas de Grenache control (A), Grenache calentado
(B), Syrah control (C) y Syrah calentado (D) durante 2017/18. Las curvas a 20 y 35 °C no se presentan
para mejor claridad en la figura. Los valores representan la media £ desvio estandar para 3 o0 4 réplicas
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Tabla S3.1: Velocidad de carboxilacion de la Rubisco (Vemax) y tasa de transporte de electrones (Jmax)
en hojas de Syrah y Grenache calentadas y control, a temperaturas controladas de 20 a 40 °C. Los
valores fueron determinados a través de las curvas A,/C; a temperaturas controladas de 20 a 40 °C (en
intervalos de 5 °C) distintas temperaturas, durante dos temporadas de ensayos (2016/17 y 2017/18).

Grenache
T 2016/17 2017/18
°C) Vemax (Wmol m2s™) Jmax (Umol m2s™") Vemax (Wmol m2s™) Jmax (Umol m2s™)
Control Calentado Control Calentado Control Calentado Control Calentado
20 - - 443 + 52 512 + 6.1 100.1 + 9.4 116.1 £ 10.5
25 76.6 £ 55 69.5 + 4.3 1357 £ 52 1154 + 1.4 528 + 1.8 56.8 +5.3 1066 + 4.0 1192 £+ 74
30 895 + 7.8 999 + 135 136.1 + 10.2 1342 + 10.8| 88.1 + 7.5 90.8 = 10.1 1475 + 9.1 1555 £ 304
35 | 1388 + 8.2 1448 + 10.9 1534 + 43 1508 + 0.6 |1349 + 26 133.7 = 122 203.3 + 9.3 204.1 + 14.1
40 90.7 = 13.3 148 + 3.1 86.5 + 0.7 1521 +25 |1148 + 3.3 140.0 £ 104 100.1 + 160.3 + 10.7
Syrah
T 1 2016/17 2017/18
(%) Vemax (WMol m2s) Jmax (Umol m2s) Vemax (WMol m2s™) Jmax (Umol m2s)
Control Calentado Control Calentado Control Calentado Control Calentado
20 509 + 7.3 556 + 5.2 1112 + 182 1304 + 105 | 448 + 11 466 *+ 25 1131 + 42 106.1 + 8.8
25 706 + 4.3 80.2 + 53 136.9 + 5.1 1435 + 145 | 519 + 3.2 64.6 + 0.1 1346 + 139.9 + 0.2
30 90.3 + 6.7 975 + 26 167.8 + 159 1653 + 2.8 829 + 34 813 + 24 226.8 + 3.8 1979 + 2.2
35 |128.3 + 10.8 144.7 £ 11.7 2035 £ 9.3 198.3 = 291 116 + 43 1119 + 3.6 181.2 + 0.1 1812 + 7.7
40 | 1477 + 9.7 1621 += 119 163.9 + 123 1989 + 95 |1076 + 7.8 116.7 £ 6.2 1529 + 8.4 169.9 £ 10.9

Los valores representan la media + desvio estandar de 3 o 4 repeticiones por condicién
"Tn temperatura foliar controlada por el IRGA.
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Figura S4.1: Evolucion estacional de la eficiencia en el uso del agua instantanea (EUAins) medida cada
15 dias, desde 11/11/2016 (A-C, hojas lado este) o0 26/12/2016 (B-D, hojas lado oeste) al 20/02/2017
en plantas de Grenache (A-B) y Syrah (C-D), bajo dos regimenes térmicos, calentadas (rojo) y control
(azul). Los simbolos representan la media + error estandar para n=8 plantas por tratamiento. Se realizé
un MLM para medidas repetidas en el tiempo (factores fijos variedad, temperatura y dia de medicion;
factores aleatorios parcela principal, subparcela y planta). Las letras indican un test LSD para a=0.05
para la interaccion de variedad y régimen térmico, comparando toda la curva y separadamente hojas
del lado este (mayusculas) y oeste (minusculas).
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Anexo S5. Protocolo para extraccion de fenoles a partir de hollejos de
bayas y para determinacién de proantocianidinas y pigmentos poliméricos
mediante el empleo de seroalbumina bovina.

5.1. Extraccién de fenoles a partir de hollejos de bayas

5.1.1. Reactivos
Disolvente de extraccion: Acetona al 70% en agua destilada (v/v)

5.2.2. Procedimiento

Preparacion de muestra:

1. Tomar 20 bayas (anotar el numero exacto) con pedunculo y pesar. Congelar a -80°C.

2. Separar cuidadosamente los hollejos y las semillas, pesar ambas porciones separadamente
y conservar a -80°C. Eliminar toda la pulpa (mesocarpo) de los hollejos con ayuda de una espatula
metalica. En el caso de las semillas eliminar la pulpa mediante lavado con agua destilada.

Extraccidon de compuestos fendlicos a partir de hollejos o semillas:

1. Colocar la muestra de hollejos o semillas en un frasco de 100 mL color caramelo con tapa a
rosca, y adicionar 40 mL del disolvente de extraccién. Cerrar el frasco herméticamente.

2. Realizar la extraccion mediante incubacién durante una noche (17-18 hs) en agitador orbital a
100-150 rpm y 15-20°C.

3. Trasvasar el liquido a un tubo falcon de 50 mL con tapa a rosca y centrifugar 5 min a 2500 rpm.

4. Tomar el liquido sobrenadante y colocar en un balén de destilacién. Eliminar el contenido de
acetona en rotavapor a 35-40°C y a presion reducida. El volumen final a considerar en el balén para la
evaporacion completa de la acetona es de aproximadamente 12 mL. Por lo tanto, realizar una marca
en el balén (con marcador indeleble) correspondiente a ese volumen y realizar la evaporacion de la
muestra hasta alcanzar dicha marca.

5. Posteriormente al secado, tomar el extracto acuoso remanente y trasvasarlo a una probeta de
50 mL. Enjuagar el balén 2-3 veces con agua destilada y trasvasar a la probeta. Ajustar el volumen
final de la probeta a 20 mL con agua destilada.

6. Conservar los extractos acuosos a -20°C, en frascos color caramelo con tapa rosca, hasta el
momento de analisis.

5.2 Determinacion de proantocianidinas y pigmentos poliméricos mediante el empleo de
seroalbumina

5.2.1. Reactivos

Acido acético glacial p.a.

NaCl p.a.

NaOH p.a.

Bitartrato de potasio p.a.
Etanol p.a.

HCI concentrado (12 N).
Metabisulfito de potasio p.a.
Dodecil sulfato de sodio (SDS).
Trietanolamina (TEA).

Proteina (sero albumina bovina, BSA).
Cloruro férrico hexahidratado.
(+)-catequina.

Agua milliQ.
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5.2.2. Materiales

Cubetas plasticas de 1,5 mL de 1 cm de paso o6ptico.
Micropipetas de 1-5000 ul.

Vasos de precipitado.

Erlenmeyers.

Matraces aforados.

Tubos eppendorf fondo-conicos de plastico de 1,5 mL.
Vortex.

Agitador magnético.

Centrifuga (14000 rpm).

Espectrofotometro UV

5.2.3 Preparacion de soluciones auxiliares

Buffer A (solucién de lavado): para 500 mL de buffer, agregar 200 mL de agua milliQ en un
matraz y adicionar 6 mL de acido acético glacial. Pesar 4.93 g de NaCl, disolver en un vaso con
agua y trasvasar cuantitativamente al matraz enjuagando el vaso con agua. Luego pesar 2.95 g
de perlas de NaOH (ajuste de pH a 4.9), disolver en un vaso con agua Yy trasvasar
cuantitativamente al matraz enjuagando el vaso con agua. Enrasar a 500 mL con agua. Medir
el pH colocando la soluciéon en un erlenmeyer de 500 mL y si fuese necesario ajustar a 4,9 con
NaOH 5 N. Guardar en botella de vidrio color caramelo a 4°C.

Buffer B (solucién simil-vino): para 500 mL de buffer, agregar 200 mL de agua milliQ en un
matraz y adicionar 60 mL de etanol p.a. Pesar 2.5 g de bitartrato de potasio, disolver en un vaso
con agua agitando 5 min. con buzo magnético (no preocuparse si no de disuelve completamente)
y trasvasar cuantitativamente al matraz enjuagando el vaso con agua. Enrasar a 500 mL con
agua. Colocar el contenido del matraz en un erlenmeyer de 500 mL y ajustar el pH a 3.3 con HCI
12 N. Filtrar con papel y guardar en botella de vidrio color caramelo a temperatura ambiente.

Buffer C (soluciéon de resuspension): para 500 mL de buffer, pesar 25 g de SDS, colocar
en un erlenmeyer de 500 mL, agregar 300 mL de agua y disolver agitando con buzo magnético.
Adicionar 25 mL de TEA y 50 mL de agua. Medir el pH durante la agitacion, una vez estabilizado el
pH, ajustar a 9.4 con HCI 12 N (2.5 mL). Trasvasar cuantitativamente al matraz enjuagando con
agua. Enrasar a 500 mL con agua y guardar en botella de vidrio color caramelo a temperatura
ambiente.

Buffer D (solucién para antocianinas): para 500 mL de buffer, pesar 4.93 g de NaCl y

11.6 g de acido maleico, colocar en un erlenmeyer de 500 mL, agregar 300 mL de agua y disolver
agitando con buzo magnético. Adicionar 1,9 g de perlas de NaOH (ajuste de pH a 1.8), disolver
con agitacién y trasvasar cuantitativamente al matraz enjuagando con agua. Enrasar a 500 mL
con agua. Colocar el contenido del matraz en un erlenmeyer de 500 mL, controlar el pH vy si
fuese necesario ajustar a 1.8 con NaOH 5 N. Guardar en botella de vidrio color caramelo a 4°C.

Reactivo de cloruro férrico: para 250 mL de solucién, pesar 0.676 g de cloruro férrico
hexahidratado, colocar en un erlenmeyer de 300 mL, agregar 100 mL de agua Yy disolver
agitando con buzo magnético. Trasvasar cuantitativamente al matraz enjuagando con
agua. Adicionar 200 uL de HCI 12 N y enrasar a 250 mL con agua. Guardar en botella de vidrio color
caramelo a 4°C.

Solucién proteica:

Solucién madre (20 mg/mL): pesar 1 g de BSA, colocar en un vaso de 50 mL, adicionar 25 mL de
Buffer A y agitar con buzo magnético hasta su completa disolucién. Trasvasar al matraz de 50 mL y
enrasar a volumen con Buffer A. Dividir la solucién en tubos eppendorf de 1.5 mL y guardar a -80°C.

Solucién de trabajo (1 mg/mL): descongelar un tubo eppendorf, tomar 1 ml de la solucién madre,
colocar en matraz de 25 mL, adicionar 19 mL de Buffer A y homogeneizar. De esta forma tendremos
una solucion con una concentracion de 1 mg/ml, para analizar 19 muestras. Preparar la cantidad
necesaria segun el numero de muestras a analizar en un dia de trabajo.
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Reactivo de decoloracion: para 100 mL de solucién, pesar 7.9 g de metabisulfito de potasio,
colocar en un erlenmeyer, agregar 50 mL de agua y disolver. Trasvasar cuantitativamente al matraz
y enrasar a 100 mL con agua. Utilizar en el dia de trabajo.

Soluciéon madre de catequina: (ver apartado curva de calibracion).

5.2.4 Procedimiento
Diluir la muestra (extracto) 1:3 con agua milliQ y ajustar el pH a 3.6.

Preparacion de la muestra

1. Para cada muestra problema, se utilizaran 1 tubo eppendorf para centrifuga de 1,5 mL.

2. Centrifugar la muestra (vino, extracto de hollejo o semilla) a 3500 rpm durante 10 min.

3. Realizar una dilucién 1:5 de la muestra (vino, extracto de hollejo o semilla) empleando el
Buffer B, por ejemplo: tomar 500 uL de muestra y agregar 2000 pyL de buffer en un tubo plastico
de 5 mL con tapa a presion y homogeneizar con vortex. Evaluar segun la muestra la dilucion adecuada.

Medicion antocianinas totales

1. Tomar 500 ul de muestra diluida, colocar en cubeta de 1.5 mL (1 cm paso 6ptico), agregar
1 mL de Buffer D y homogeneizar. Mantener en reposo en la oscuridad durante 5 min.

2. Leer la A a 520 nm (Medicién D), empleando como blanco (llevar a cero) 500 pl de Buffer
B + 1000 pl de Buffer D.

Medicion de pigmentos poliméricos y taninos

1. Tomar 500 ul de muestra diluida, colocar en cubeta plastica de 1.5 mL (1 cm de paso 6ptico),
agregar 1 mL de Buffer A y homogeneizar. Mantener en reposo en la oscuridad durante 10 min.

2. Leer la A a 520 nm (Medicién A), empleando como blanco (llevar a cero) 1.5 mL de Buffer

A.

3. Agregar 80 pl del reactivo de decoloracion, homogeneizar por inversion, mantener en reposo
10 min. y leer la A a 520 nm (Medicion B), empleando como blanco (llevar a cero) 1.5 mL de
Buffer A + 80 ul de reactivo de decoloracion.

Tubo eppendorf N°1

1. Tomar 500 pl de muestra diluida, colocar en el tubo, agregar 1 mL de solucién proteica y
homogeneizar. Mantener el tubo en reposo en la oscuridad durante 15 min.

2. Centrifugar a 14000 rpm durante 5 min.

3. Tomar 1 mL de sobrenadante sin mover el pellet, colocar en una cubeta y adicionar 80 ul de
reactivo de decoloracién, homogeneizar por inversién, mantener en reposo 10 minyleerla A a
520 nm (Medicién C), empleando como blanco (llevar a cero) 1 mL de Buffer A + 80 ul de reactivo de
decoloracion.

4. Eliminar el sobrenadante remanente del tubo 2, agregar por las paredes del tubo 250 ul de
Buffer A para lavar el pellet, centrifugar (14000 rpm, 1 min.), eliminar el sobrenadante
cuidando de no remover el pellet. Repetir este lavado 2 veces.

5. Agregar sobre el pellet 875 ul de Buffer C y mantener el tubo en reposo en la oscuridad durante
10 min.

6. Disolver completamente el pellet empleando el vortex, colocar en cubeta, mantener en reposo
10 min. y leer la A a 510 nm (A510 background tanino), empleando como blanco (llevar a cero)
875 ul de Buffer C.

7. Agregar 125 pl de reactivo de cloruro férrico a la muestra y al blanco, homogeneizar por
inversion, mantener en reposo 10 min. y leer la A a 510 nm (A510 final tanino), empleando como
blanco (llevar a cero) 875 ul de Buffer C + 125 pl de cloruro férrico.

5.2.5. Curva de calibracion
Solucién madre de catequina: pesar 10 mg de catequina, colocar en matraz aforado de 10 mL
y adicionar 1 mL de etanol p.a., disolver y enrasar a volumen con agua destilada.
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Preparacion de soluciones de trabajo:

1. En cubetas plasticas de 1.5 ml de 1 cm de paso Optico

Concentracion Volumen solucién Volumen Buffer C | Volumen reactivo de cloruro
(mgl/L) madre (M) (M1) férrico (M)
blanco 0 1000 0
0 0 875 125
50 50 825 125
100 100 775 125
150 150 725 125
200 200 675 125
250 250 625 125
300 300 575 125

2. Homogeneizar por inversion, mantener las cubetas en reposo durante 10 min y leer la

A a510 nm.

3. Repetir cada punto de calibracién por triplicado.

5.2.6. Calculos y expresion de resultados

Antocianinas totales

AT (mg/L, Mv-3-gl eq.) = (D —A)/0,0102
[(Factor dilucién x D) — (Factor de dilucion x A)] / 0.0102

Taninos totales: se calcula a partir de la curva de calibracion utilizando los valores de

A510 background tanino y A510 final tanino.

A510 final tanino — (A510 background tanino x 0.875)
A partir de la absorbancia obtenida con los datos de la curva se cuantifican:
2 x (A-intercepto/pendiente) x factor de dilucion
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