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RESUMEN GENERAL

El cambio climatico plantea una creciente amenaza a la seguridad alimentaria a nivel
mundial. Una de las principales consecuencias del cambio climatico son los eventos de
sequia, que pueden causar impactos negativos en especies de cultivo agricola, debido a que
este estrés es considerado como uno de los factores ambientales més severos que limita la
productividad y el rendimiento de los cultivos. La disponibilidad hidrica es un factor clave
que restringe la distribucion de las especies vegetales a través de los diferentes ambientes,
lo cual tiene un gran impacto en especies que poseen un sistema radicular poco profundo y
que dependen permanentemente de riego. Este es el caso del arandano de arbusto alto
(Vaccinium corymbosum L.), una de las especies frutales cultivada en Chile, siendo la
region centro-sur del pais el area mas importante de produccion. Sin embargo, los modelos
de cambio climatico predicen una reduccion en las precipitaciones en esta region y se
espera que se agudicen los eventos de sequia, lo que constituye un desafio para el cultivo de
esta especie, sumado a que existen pocos antecedentes de como los cultivares de arandanos
responden a condiciones de déficit hidrico, lo que a su vez impide llevar a cabo
predicciones respecto del desempefio del arandano en este tipo de escenarios. Considerando
estas premisas, surgen las siguientes interrogantes: ¢Existen diferencias respecto del grado
de tolerancia o sensibilidad a este tipo de estrés en cultivares de arandano? ;Como
responden los cultivares de arandano frente al estrés hidrico, en relacién a variables
fisioldgicas y moleculares? ¢Existen diferencias en las respuestas en arandanos de arbusto
alto del norte y del sur? ¢(Existe la posibilidad de generar correlaciones entre variables
respuesta medidas con indices de reflectancia espectrales? Para dar cuenta de estas
interrogantes, esta tesis se dividio en 4 capitulos.

En primer lugar, el capitulo | abordd la problematica existente respecto al modelo
de estudio, lo que conllevo al planteamiento de la hipotesis y objetivos. Luego, en el
capitulo 11 se presenta el estado del arte respecto del estrés hidrico y su efecto en plantas,
asi como también antecedentes del arandano como cultivo de importancia econémica. En el
capitulo 111 se llevo a cabo un estudio que permitié determinar el grado de tolerancia o
sensibilidad de 6 cultivares de V. corymbosum, 3 cultivares del norte (NHB) y 3 cultivares

del sur (SHB), sometidos a condiciones de déficit hidrico, mediante la evaluacion de sus
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respuestas fisioldgicas y moleculares. Se realizaron mediciones de pardmetros fisioldgicos
(contenido relativo de agua, contenido de prolina, discriminacion isotopica del carbono y
eficiencia fotoquimica del PSII) y también se estudiaron respuestas moleculares, mediante
la expresion relativa de genes candidatos de la familia LEA (Late Embryogenesis
Abundant). Especificamente, se compararon las respuestas entre cultivares, encontrandose
diferencias entre ellos, y ademas, diferencias entre cultivares NHB y SHB. Por ultimo, en el
capitulo 1V, se llevd a cabo un estudio prospectivo, donde se efectuaron mediciones de
reflectancia espectral en plantas sometidas a estrés hidrico simulado con Polietilenglicol-
6000 (PEG-6000), identificandose indices de reflectancia espectral (IRES) que tuvieron un
alto grado de correlacién con algunas de las variables fisioldgicas medidas. Se plantea que
estos IREs pueden ser Utiles para la estimacion rapida y no destructiva de parametros

fisioldgicos del arandano en respuesta a condiciones de déficit hidrico.

En conjunto, los resultados de esta tesis permiten concluir que existen diferencias en
las respuestas fisioldgicas y moleculares entre cultivares de arandano frente al estrés
hidrico, lo que apunta hacia la existencia de diferentes grados de sensibilidad y tolerancia
entre ellos; aparentemente, los cultivares SHB serian més tolerantes al estrés por déficit
hidrico respecto de los NHB. Més aun, también se detectaron diferencias en los datos de
reflectancia espectral medidos para estos cultivares bajo condiciones de estrés. Esto permite
proponer el uso de la reflectancia espectral como una herramienta para la prediccion de

respuestas fisioldgicas en el ardndano.
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ABSTRACT

Climatic change and global warming are posing a threat to food security worldwide. One of
the biggest consequences of climate change is severe drought events, which may
substantially impact economically important crop species. Thus, drought stress has been
considered to be one of the most limiting environmental factors affecting plant growth and
yield. Hence, hydric availability is a crucial factor to be considered, as it restricts plant
species distribution through different environments. This is even more important in plants
species with a shallow rooting system, which require a regular and permanent water supply.
This is the case of highbush blueberry (Vaccinium corymbosum L.), a fruit species widely
cultivated in Chile, mostly for exporting, while the main blueberry production area is
concentrated in the central-south part of the country. However, climate change models
estimate that there will be a further reduction in rainfall and growing water scarcity for this
region, resulting in severe drought events, which in turn poses a challenge for blueberry
growth and production. Despite this, there is little information regarding the phenological
and physiological effects of drought stress in blueberry cultivars, hindering the predictions
about blueberry performance in such scenarios. This poses several interesting questions: are
there differences in the sensitivity or tolerance to drought stress between blueberry
cultivars? How is the response of blueberry cultivars to drought stress, in terms of
physiological and molecular parameters? Are there any differences in these responses
between northern and southern high bush blueberries? Is it possible to correlate the
measured physiological and molecular parameters with spectral reflectance indices? To

address these questions, this thesis is divided in 4 chapters.

The first chapter (chapter 1) is a thorough examination of the existing issues and
knowledge gaps regarding the studied model, which led to the thesis hypothesis and
objectives. Then, in Chapter Il, an updated state-of-the-art regarding drought stress and its
effects on plants is presented, together with background knowledge on blueberry as an
economically important crop. In chapter Ill, we assessed the tolerance or sensitivity of 6
cultivars of V. corymbosum, 3 Northern Highbush blueberry (NHB) and 3 Southern
Highbush blueberry (SHB) to water deficit stress conditions. Several physiological
parameters were measured (relative water content, proline content, carbon isotopic

discrimination, and photochemical efficiency of PSII), while molecular responses were also
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studied, by measuring the relative expression levels of selected candidate genes coding for
LEA family proteins (Late Embryogenesis Abundant). When comparing these 6 cultivars,
we found significant differences in these measured parameters and responses; furthermore,
we also detected significant differences when comparing between groups of cultivars (NHB
and SHB). Finally, chapter IV describes a prospective study where spectral reflectance
measurements were performed in plants subjected to simulated water deficit stress using
Polyethylenglycol-6000 (PEG-6000). This prospective study allowed identification of
specific spectral reflectance indices (SRIs) which had high correlation levels with some of
the physiological measurements. Thus, these results suggest that these SRIs would be
useful in faster, non-destructive estimations of physiological parameters of blueberries in
response to water deficit conditions, thus allowing a quicker estimation of plant

physiological status.

Taken together, the results obtained in this thesis support the existence of significant
differences in the physiological and molecular responses between blueberry cultivars under
drought stress, which in turn suggests the existence of different levels of sensitivity or
tolerance between them. Seemingly, SHB cultivars would be more tolerant to drought stress
compared to NHB cultivars. Furthermore, we also detected differences in the spectral
reflectance results for these cultivars under the same stress conditions. This opens up the
possibility of using spectral reflectance as a tool for the prediction of physiological

responses in blueberry cultivars.
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INTRODUCCION GENERAL

Debido a su condicidn sésil, las plantas se encuentran expuestas a diversos factores
abidticos adversos, como sequia, alta salinidad y temperaturas extremas, lo que puede
perjudicar severamente su crecimiento y desarrollo (Seki et al., 2002). El estrés hidrico es
uno de los factores ambientales mas severos que limita la productividad de los cultivos.
Este puede surgir como resultado de dos condiciones, exceso o déficit hidrico, siendo este
Gltimo el mas comun (Mahajan & Tuteja, 2005). Por otro lado, se ha sugerido que, debido a
los efectos del cambio climatico global, el déficit hidrico podria intensificarse en muchos
lugares del mundo, disminuyendo el rendimiento de las especies de cultivo y amenazando
la seguridad alimentaria (FAO, 2008; Campbell et al., 2016; Misra, 2014; Myers et al.,
2017; Shinozaki et al., 2017; Wheeler & von Braun, 2013).

El estrés por déficit hidrico afecta el desempefio y productividad de las plantas,
causando deshidratacion celular, lo cual reduce el volumen citosolico y vacuolar,
estimulando la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS), lo que afecta
negativamente la estructura y metabolismo celular (Bartels & Sunkar, 2005).
Adicionalmente, existe pérdida de turgor celular, cambios en la fluidez y composicion de
membrana, estrés osmatico e interferencia con la disponibilidad de nutrientes (Chinnusamy
et al., 2004; Valliyodan & Nguyen, 2006). La sintesis de la fitohormona &cido abscisico
(ABA), inducida por déficit hidrico, gatilla el cierre estomatico, causando una disminucion
en la concentracion de CO: dentro de la célula, lo que inhibe la fotosintesis y causa dafio al
aparato fotosintético (Chaves et al., 2009).

Un gran numero de procesos moleculares, bioquimicos y fisiologicos, tanto a nivel
celular y de la planta completa, son alterados en respuesta a estrés por déficit hidrico.
Dentro de las respuestas inmediatas frente al estrés, las plantas detienen el crecimiento,
reducen la demanda metabdlica y movilizan metabolitos para la sintesis de componentes
protectores requeridos para el ajuste osmdtico (Bhargava & Sawant, 2013). Por otro lado,
se ha documentado que la sintesis de ciertos compuestos como prolina, glicina-betaina y
proteinas LEA (Late Embryogenesis Abundant), previenen la pérdida de agua desde las
células, manteniendo el balance osmético y protegiendo la integridad estructural de la
célula (Blum, 2005; Bray, 1993, 1997, 2002). Es interesante sefialar, que muchos de los
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mecanismos de respuesta inducidos por la falta de agua también se inducen por estrés por
frio, por ejemplo, la sintesis de osmolitos y proteinas LEA (Beck et al., 2007; Mahajan &
Tuteja, 2005).

El arandano de arbusto alto (Vaccinium corymbosum L.) es una especie nativa de
Estados Unidos, pero que esta siendo ampliamente cultivada en otros lugares del mundo,
como Europa, China y Sudameérica, de la cual proviene la mayor produccién que abastece a
los mercados mundiales (Hancock et al., 2008; Retamales & Hancock, 2012). La expansion
del cultivo a otras regiones (latitudes) se debe en gran medida, al desarrollo de hibridos con
otras especies del género Vaccinium, dando origen a nuevos cultivares con menores
requerimientos de horas-frio, las que han sido denominadas como “southern highbush
blueberry” (SHB) (Brevis et al., 2008). Por tanto, los cultivares se clasifican en cultivares
del norte (NHB: northern highbush blueberry) y del sur (SHB: southern highbush
blueberry), definidos en funcion del hemisferio norte y que difieren en sus requerimientos
de horas-frio que necesitan acumular para que, posteriormente, las yemas florales puedan
brotar (Retamales & Hancock, 2012; Rowland et al., 2011).

Asi como para otros cultivos frutales, Chile se ha convertido en un importante
productor y exportador de ardndanos en el hemisferio sur, incrementando en los ultimos
afios el area plantada en diferentes regiones del pais (ODEPA, 2012; Retamales et al.,
2014). La produccion total del pais bordea las 80.000 toneladas anualmente, provenientes
de las méas de 13.000 hectéareas plantadas a nivel nacional (principalmente NHB y SHB),
siendo la region centro-sur (latitudes 34° a 38°S) la que aporta con la mayor produccion

(Banados, 2006; Retamales et al., 2014). Gran parte es destinada a exportacién, siendo un

porcentaje menor lo que queda para consumo interno (www.comitedearandanos.cl;

www.blueberrieschile.cl), dado que el periodo de produccion en el hemisferio sur permite

abastecer en contraestacion a los mercados Norteamericano, Europeo y Asiatico (Caligari et
al., 2009). La mayor demanda actual de este fruto esta dada por el aumento de su consumo,
ya sea como fruto fresco o procesado, debido a los altos niveles de antocianinas que posee,
transformandolo en una importante fuente de antioxidantes (Huang et al., 2012; Routray &
Orsat, 2011; Rowland et al., 2011), tornandose en un producto atractivo y saludable para

los consumidores.
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El ardndano se ha adaptado muy bien a una variedad de condiciones de suelo y
clima en Chile, sin embargo, se requiere de mayor investigacion para aumentar el
rendimiento, reducir los costos de produccién, mejorar la calidad del fruto y ofrecer mayor
sustentabilidad econdmica y ecoldgica a la industria del arandano en Chile (Bafiados, 2006;
Retamales et al., 2014). Esto, sumado a las nuevas condiciones que enfrenta la actividad
fruticola debido al cambio climatico y las crecientes exigencias de los mercados (reduccion
de huella de carbono, huella de agua, productos organicos, entre otras), requieren de
programas de desarrollo cientifico-tecnoldgico que permitan competir con los productores
maés eficientes a nivel mundial (ODEPA, 2013).

Uno de los principales desafios para la expansion del cultivo de arandano (tanto en
regiones frias o célidas), sera la baja disponibilidad hidrica de los suelos debido a las
alteraciones en los patrones globales de temperatura y precipitacion (Lobos & Hancock,
2015; IPCC, 2014). El aumento en la temperatura esta asociado con variaciones extremas
en los patrones climaticos, resultando en sequias severas, lluvias inusualmente fuertes y
temperaturas calidas atipicas (Allen & Ingram, 2002). En Chile, durante el siglo XX, se ha
observado una disminucion de las precipitaciones, cercana al 25% en la principal zona
productora de ardndano (aproximadamente entre 35° y 38°S) y se estima un incremento en
el déficit de las precipitaciones entre un 10-15% en los proximos 30 afios (Santibafiez &
Santibafiez, 2007; Naciones Unidas, 2010). Altas temperaturas y sequia pueden reducir
significativamente la productividad y calidad de los cultivos (Moretti et al., 2010),
restringiendo las zonas donde las especies de importancia econémica para el pais puedan
ser cultivadas (Lobos & Hancock, 2015).

Se ha descrito que V. corymbosum es altamente sensible al déficit hidrico del suelo
debido a que presenta raices poco profundas (Ameglio et al., 2000; Erb, 1993; Pritts &
Hancock, 1992; Undurraga & Vargas, 2013). Por tanto, el riego es un factor determinante
en el crecimiento y produccion de los ardndanos debido a la baja capacidad que tiene el
sistema radicular de absorber agua, por lo que el déficit hidrico reduce el crecimiento
vegetativo y, por ende, el rendimiento, siendo necesario suplementar adicionalmente el
agua cuando la frecuencia y cantidad de precipitaciones no son suficientes para satisfacer
sus requerimientos (Holzapfel et al., 2004).
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Estudios fisiolégicos en V. corymbosum han demostrado que los cultivares
responden de manera diferenciada al estrés hidrico. Por ejemplo, al caracterizar las
relaciones hidricas en condiciones de invernadero del cultivar Bluecrop (NHB)
demostraron que es altamente sensible a la pérdida de agua, ya que ocurre un rapido cierre
de estomas y una reduccién en la tasa de transpiracion (Améglio et al. 2000). En el mismo
cultivar, también se evidencié una marcada sensibilidad a estrés hidrico a lo largo de todo
el ciclo vegetativo, en particular, desde la primera etapa de formacion del fruto hasta su
maduracién (Perrier et al., 2000). Por otro lado, en los cultivares Duke, Bluecrop y Elliott
(todos NHB) expuestos a periodos cortos de sequia en campo, se evalud la conductancia
estomatica y el potencial hidrico del tallo, observando diferencias en la sensibilidad a estrés
hidrico entre estos cultivares, asi como en el uso eficiente del agua (Bryla & Strik, 2007).
Adicionalmente, Estrada et al. (2015) demostraron que existen alteraciones de parametros
relacionados a la fotosintesis y fluorescencia de la clorofila en diferentes cultivares bajo
condiciones de sequia. Esto reforzaria la evidencia acerca de la sensibilidad al déficit
hidrico y, ademas, que existen diferencias en las respuestas entre cultivares a la condicién
de estres.

A pesar de esta evidencia, existen escasos trabajos que dan cuenta del desempefio de
V. corymbosum en condiciones de déficit hidrico, los que principalmente se han llevado a
cabo, en cultivares NHB (Ameglio et al., 2000; Bryla & Strik, 2007; Mingeau et al., 2001;
Perrier et al., 2000); mientras que otros pocos antecedentes existentes corresponden a otras
especies del género, las que se han descrito como maés tolerantes al déficit hidrico (Estrada
et al, 2015; Glass et al., 2005; Percival et al., 2003). Sin embargo, no hay evidencia que
compare respuestas fisiologicas y moleculares a condiciones de estrés hidrico entre
cultivares NHB y SHB desde una perspectiva de escenario de cambio climatico.

Dado que en Chile existen regiones afectadas por déficit hidrico y se espera que esa
situacién se agudice en un escenario de cambio climatico a nivel mundial, surge la
necesidad de generar conocimiento en esta area, con la finalidad de identificar cultivares
que sean mas tolerantes a dichas condiciones y utilizar esta informacion en programas de
mejoramiento geneético, para generar el desarrollo de nuevos cultivares méas tolerantes a
estrés. Asimismo, es necesario identificar cultivares que puedan mantener un alto

desempefio fisioldgico, asi como también aquellos mecanismos involucrados en lograr un
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buen rendimiento incluso en condiciones de sequia. Por lo tanto, se requiere -en primer
lugar- conocer cémo los cultivares de arandano responden frente a condiciones de déficit
hidrico, lo cual demanda la evaluacion integrada de una serie de parametros fisioldgicos y
moleculares, que permitan comprender los mecanismos de respuesta a este tipo de estrés y,
de esta forma, identificar cultivares tolerantes o susceptibles a déficit hidrico.

A su vez, los datos fisiologicos pueden ser empleados en el desarrollo de modelos
matematicos predictivos que faciliten la caracterizacion del fenotipo a través de mediciones
rapidas y no destructivas, basadas en la reflectancia espectral (Araus & Cairns, 2014; Lobos
& Hancock, 2015). Estas herramientas pueden complementar el potencial de nuevas
técnicas moleculares y/o genotipificacién, las cuales, en conjunto pueden ser una
contribucion al desarrollo de estrategias que ayuden a mitigar el impacto del cambio
climético en la agricultura (Camargo & Lobos, 2016; Lobos & Hancock, 2015).

Considerando que los escenarios de cambio climtico predicen una disminucion de
las precipitaciones, que la baja disponibilidad hidrica perjudica tanto el crecimiento
vegetativo como la produccion de frutos y que existen pocos antecedentes acerca del
desempefio de cultivares de arandano en condiciones de deficit hidrico, se plante6 como
objetivo de esta tesis evaluar las respuestas fisiologicas y la expresion relativa de genes de
la familia LEA de cultivares de V. corymbosum, tanto NHB como SHB, bajo condiciones
de déficit hidrico. Para esto, se utilizaron seis cultivares de arandano: Elliott, Bluegold,
Brigitta (NHB) y Biloxi, Sharpblue, Oneal (SHB). La evaluacion de los cultivares en
condiciones de déeficit hidrico permitird comparar el grado de sensibilidad o tolerancia
frente al estrés, lo cual estaria determinado por los parametros fisiolégicos y moleculares
putativamente involucrados. Adicionalmente, se evalu6 la posibilidad de -efectuar
correlaciones entre los datos fisioldgicos obtenidos con mediciones de reflectancia
espectral, lo que podria ser utilizado como herramienta de apoyo en la fenotipificacion de
esta especie.

En conjunto, los resultados de esta tesis constituyen una primera aproximacion en la
caracterizacion de los efectos del estrés por déficit hidrico en distintos cultivares de
arandano, lo que puede ser relevante en programas de mejoramiento genético enfocados en
la obtencién de cultivares mas tolerantes a dicho estrés, un atributo que sera de gran interés

agronémico considerando el actual escenario de cambio climatico.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Hipotesis

Existen diferencias en las respuestas fisioldgicas y genético-moleculares en cultivares de
arandano sometido a déficit hidrico, siendo los cultivares de arbusto alto del sur (SHB) los
que presentan un mejor desempefio frente a este estrés respecto de sus conespecificos del
norte (NHB).

Objetivo general:
Evaluar las respuestas fisioldgicas y genético-moleculares de diferentes cultivares de

ardndano sometidos a estrés por déficit hidrico.

Objetivos especificos:

- Evaluar el desempefio fisiolégico y comparar la expresion relativa de genes
candidatos relacionados a las proteinas LEA en distintos cultivares de arandano,
bajo condiciones de déficit hidrico.

- Correlacionar datos de reflectancia espectral con pardmetros fisiologicos Yy
determinar asociacién entre absorcién de ciertas longitudes de onda en cultivares de
ardndano SHB y NHB.
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CAPITULO II

MARCO TEORICO
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2.1. Cambio climatico y plantas de cultivo

El cambio climatico plantea una creciente amenaza a la seguridad alimentaria a nivel
mundial. En muchas regiones, la produccion agricola estd siendo afectada de manera
negativa por el aumento de las temperaturas, cambios en los niveles y frecuencia de
precipitaciones, mayor frecuencia de periodos de sequias, incrementos en la intensidad y/o
frecuencia de eventos climéaticos extremos y la salinizacion de suelos cultivables (FAOQ,
2016; Wheeler & Braun, 2013).

Los modelos de cambio climatico predicen eventos de sequia y olas de calor que
cada vez seran mas frecuentes (Mittler & Blumwald, 2010). La sequia y las altas
temperaturas pueden causar impactos considerables en especies de cultivo agricola,
perturbando las funciones fisiologicas fundamentales de la planta, como fotosintesis,
adquisicion de nutrientes esenciales, transporte a través de xilema y floema, interacciones
entre 6rganos, asi como el rendimiento del cultivo y la calidad de los frutos (Feller, 2016;
Moretti et al., 2010).

Las especies de cultivo necesitan de condiciones especificas para lograr un
adecuado crecimiento, lo que incluye temperaturas éptimas y suficiente agua. En algunos
casos, temperaturas mas calidas pueden beneficiar el crecimiento de ciertas especies de
cultivo en algunos lugares del mundo, pero si la temperatura excede el éptimo para la
especie y, ademas, no hay disponibilidad de agua ni nutrientes suficientes, existira una
merma en el rendimiento (FAO, 2016; Myers et al., 2017).

La falta de agua es un factor clave a considerar, sobre todo en &reas donde se
proyecta un incremento en las temperaturas promedio, asi como disminucién en las
precipitaciones; esto incluso podria llevar a que las plantas sean incapaces de crecer en
estos ambientes hostiles (FAO, 2016). Por esto, es necesario el desarrollo y/o seleccién de
nuevas variedades de plantas cultivables que tengan mayor rendimiento usando menos
agua, con el fin de poder suplir la demanda por alimentacién a nivel mundial (Cominelli et
al., 2013).
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2.2. Las plantas y el estrés abiotico: mecanismos de respuestas a estrés hidrico

Los factores abidticos como sequia, inundacion, altas y bajas temperaturas, salinidad,
contaminacion y radiacion son considerados como limitantes en la productividad de las
especies de cultivo (Araus et al., 2002; Mittler, 2006; Mittler & Blumwald, 2010; Reddy et
al., 2004). Ademas, estos factores juegan un papel importante en definir la distribucion de
las especies vegetales a través de los diferentes ambientes. El estrés abiotico y sus efectos
en plantas, tanto en ambientes naturales como agricolas, es un tema de gran interés, debido
a los potenciales impactos del cambio climatico en los patrones de precipitaciones y
temperaturas extremas (Verslues et al., 2006).

En el campo, una planta puede experimentar distintas condiciones abidticas
estresantes al mismo tiempo o en diferentes momentos a través de la temporada de
crecimiento, como, por ejemplo, disminucion de la disponibilidad de agua, temperaturas
extremas (incluyendo congelamiento), disminucion de la disponibilidad de nutrientes
esenciales desde el suelo, exceso de luz o suelos muy duros que restringen el crecimiento
de raices (Verslues et al., 2006). Las distintas combinaciones entre los factores abidticos
limitantes, son comunes en muchas areas agricolas alrededor del mundo y afectan la
productividad vegetal. Se ha visto que las respuestas de las plantas a combinacion de
factores de estrés son Unicas y no se pueden extrapolar directamente a lo que ocurre en
presencia de un solo tipo de estrés (Mittler, 2006; Mittler & Blumwald, 2010).

La sequia esta definida como la condicion causada por escasez 0 ausencia de agua.
En otras palabras, es cuando la disponibilidad hidrica es restringida para las plantas, lo cual
puede interferir con los distintos procesos celulares que ocurren dentro del organismo
(Zargar et al., 2017). Las plantas responden y se adaptan a la escasez hidrica para poder
sobrevivir bajo estas condiciones. La respuesta se inicia cuando reconocen el estimulo, el
cual activa vias de transduccion de sefiales para transmitir la informaciéon dentro de las
células, donde ocurriran cambios en la expresion génica, los cuales seran integrados dentro
de la respuesta adaptativa para modificar el crecimiento y desarrollo (Bray, 1997; Wang &
Bughrara, 2007). La capacidad de la planta para responder y sobrevivir al déficit hidrico
celular dependera de todos los mecanismos que ella pueda integrar. Ademas, la respuesta
dependeré de la especie y genotipo, la duracion y severidad del estrés, la edad y estado de

desarrollo de la planta, entre otros factores (Bray, 1997; Zargar et al., 2017).
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Los primeros sintomas que presentan las plantas sometidas a estrés por sequia son:
rapida inhibicion del crecimiento de raices y en menor grado, crecimiento del tallo, seguido
por un cierre parcial o completo de los estomas (Osakabe et al., 2014; Zargar et al., 2017).
Este altimo, va asociado con una reduccion en la transpiracion y absorcion de CO; para la
fotosintesis y dafio en el aparato fotosintético, lo que genera que el proceso se vea mermado
(Chinnusamy et al., 2004; Zargar et al., 2017). Si la sequia no es mitigada, puede llevar a
interrumpir el desarrollo reproductivo, senescencia foliar prematura, marchitamiento,
desecacion y muerte (Neumann, 2008). A nivel celular, el déficit hidrico genera pérdida de
turgor, alteracion en los gradientes de potencial hidrico, cambios en la fluidez y
composicion de membrana, alteracion de la integridad de membrana y desnaturalizacién de
proteinas (Bray, 1993; Valliyodan & Nguyen, 2006).

Cuando la planta se enfrenta a un estrés hidrico moderado, ésta responde
potenciando la absorcidn de agua y evitando su pérdida (Shinozaki et al., 2017; Verslues et
al., 2006) y reduce el tamafio de la hoja para evitar la transpiracion (Zargar et al., 2017).
Para reducir la pérdida de agua, el acido absicico (ABA) induce el cierre de los estomas, y
ademas, el crecimiento de la planta podria ser inhibido y la senescencia foliar acelerada
(Shinozaki et al., 2017). EI cierre estomético ocurre en respuesta a una disminucion en el
turgor de las hojas y/o el potencial hidrico, o incluso a baja humedad del aire. No obstante,
la respuesta estomatica esta mas relacionada al contenido de humedad del suelo que al
estatus hidrico foliar (Brestic & Zivcak, 2013).

Independiente de la causa del cierre estomético, la mayoria de las plantas tienden a
mostrar un incremento en el uso eficiente del agua cuando el déficit hidrico es moderado.
Este incremento resulta de una relacién no lineal entre la asimilacion de carbono vy la
conductancia estomatica, esto quiere decir, que la pérdida de agua comienza a ser
restringida antes que la inhibicion de la fotosintesis; las plantas han ido optimizando la
absorcién de carbono versus la pérdida de agua (Chaves et al., 2003; Lambers et al, 1998;
Lawson & Blatt, 2014). Las variaciones en el metabolismo de fijacion de carbono ocurren
tempranamente en el proceso de deshidratacion. En el caso de especies tolerantes a sequia,
existen mecanismos de control de funcién estomatica, que permiten la fijacion de carbono,

incluso en condiciones estresantes, por lo tanto, la eficiencia en el uso del agua aumenta.

24



Mas aln, en estas especies, los estomas se abren mas rapido cuando la condicion de estrés
finaliza (Brestic & Zivcak, 2013).

En las plantas, la productividad y la evapotranspiracion estdn linealmente
correlacionadas; esta relacion refleja un compromiso entre la transpiracion y la fotosintesis,
ya que los estomas regulan las tasas de difusion de vapor de agua hacia la atmdsfera y del
dioxido de carbono hacia la hoja (Lawson & Blatt, 2014). Un parametro utilizado
frecuentemente para describir el compromiso entre fotosintesis y transpiracién es la
eficiencia en el uso del agua (EUA), la que se define como la proporcion molar del carbono
asimilado en la fotosintesis (A) y el agua perdida por transpiracién (E) (Nobel, 2005). Se ha
demostrado que la EUA vy el potencial hidrico estdn negativamente correlacionados; es
decir, aumentos en la EUA estan asociados con aumentos de estrés hidrico (potencial
hidrico mas negativo) (Squeo & Ehleringer, 2004). Adicionalmente, la EUA puede ser
estimada como la tasa de acumulacion de materia seca a través del tiempo con respecto al
agua transpirada (eficiencia de transpiracion), o como la tasa de asimilacion de CO:
respecto a la conductancia estomatica o transpiracion (EUA de intercambio gaseoso o
instantaneo) (Moghaddam et al., 2013).

Por otro lado, el carbono en la atmdsfera estd presente en més de una forma
isotdpica, siendo el istopo mas liviano (*C) el que se encuentra de manera mas abundante
naturalmente respecto del is6topo mas pesado (*3C). Las moléculas con el is6topo mas
pesado (**CO>) difunden lentamente, debido a la diferencia de masa y también reaccionan
mas lento durante los procesos bioquimicos (O’Leary, 1988). La discriminacion contra el
isotopo de carbono (A*C) més pesado durante la difusion del CO, a través del estoma y
luego, durante la reaccion de carboxilacion, es catalizado por la enzima ribulosa-1,5-
bifosfato carboxilasa/oxigenasa (Rubisco) (Kumar & Singh, 2009). Se ha propuesto que la
discriminacion es causada principalmente en plantas C3 por: fraccionamiento debido a la
difusion del CO2; cambios en la resistencia estomatica o la tasa de asimilacion, lo cual
afecta la relacion de la concentracion interna y ambiental de CO; y, fraccionamiento por la
enzima Rubisco. Por lo tanto, los principales componentes de la fotosintesis que influyen
en la discriminacion son la difusién del CO. a través del estoma y los procesos de
carboxilacién mediados por la Rubisco (Farquhar et al., 1989; Kumar & Singh, 2009).
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La discriminacion isotopica del carbono (AC) también ha sido descrita como una
forma util para estimar el uso eficiente del agua (EUA) en plantas C3, dada la existencia de
una correlacion negativa entre EUA y ABC (Moghaddam et al., 2013). En general, las
plantas discriminan contra este isétopo durante la fotosintesis, lo que lleva a una
disminucion en la proporcion del 3C respecto del ?C en la materia seca vegetal
(Moghaddam et al., 2013). Este proceso depende a su vez de la relacion entre la
concentracion intercelular foliar (Ci), con respecto a la concentracion atmosférica (Ca) del
COo, lo que ha sido relacionado con la conductancia estomatica (Cativelli et al., 2008;
Farquhar & Richards, 1984). Por lo tanto, un aumento en la asimilacion del CO, 0 una
disminucion en la conductancia estomatica tiene como consecuencia un aumento en la
EUA, una disminucion en la Ci y, en consecuencia, una disminucion en la A®C
(Moghaddam et al., 2013).

En el caso de programas de seleccion de mejoramiento genético, se puede utilizar la
variacion en la asimilacion del CO; (a través de la AC) como una herramienta Gtil para
estimar indirectamente el EUA. Por lo tanto, cuando la discriminacion isotopica del
carbono es evaluada en la materia vegetal seca, se integra informacion sobre la eficiencia
de transpiracion y la tasa de fotosintesis neta respecto del agua transpirada durante el
periodo en el cual la materia seca es asimilada, por lo que A y la eficiencia de transpiracion
estan correlacionadas negativamente (Araus et al., 2003; Farquhar & Richards, 1984). Sin
embargo, es necesario sefialar que, si bien las plantas fraccionan el is6topo de carbono mas
pesado (*3C) durante la fotosintesis, la magnitud del fraccionamiento varia con el tipo de
planta, el genotipo, el ambiente, entre otros factores (Cattivelli et al., 2008; Farquhar &
Richards, 1984; Kumar & Singh, 2009).

Se ha descrito que la disminucion en el contenido relativo de agua (RWC) y el
potencial hidrico induce el cierre estomatico, lo que a su vez conlleva una disminucion en
la tasa fotosintética foliar (Cornic, 2000; Mahajan & Tuteja, 2005; Reddy et al., 2004). Por
ejemplo, en cultivares de Olea europea, sometidos a un periodo de 28 dias de estrés severo
(suprimiendo el riego), se observaron diferencias significativas entre cultivares de olivo al
medir el RWC, asi como también al comparar plantas control versus las estresadas, donde
éstas Ultimas muestran una disminucion que llega al 55% contra el 90% de RWC que

mantienen las plantas control a los 28 dias de tratamiento (Faraloni et al., 2011).
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Por otro lado, la limitacién de la fotosintesis bajo condiciones de estrés por sequia,
ocurriria por cambios en el metabolismo celular del carbono, reduciendo la capacidad
bioguimica para la asimilacion y utilizacion del carbono, debido a la baja actividad y
cantidad de la enzima Rubisco y la regeneracion de ribulosa-1,5-bifosfato (RuBP), debido a
escasez de ATP (Lawlor, 2002). El estrés hidrico también puede incrementar la actividad
oxigenasa de la Rubisco, reduciendo asi la eficiencia de la carboxilacion (Brestic & Zivcak,
2013; Mahajan & Tuteja, 2005; Reddy et al., 2004). Ademas, se ha visto que las plantas
pierden clorofila o desvian la luz absorbida a otros procesos, como disipacion térmica para
proteger el aparato fotosintético (Mahajan & Tuteja, 2005 Reddy et al., 2004), mediante un
proceso no radiativo, jugando un papel central en la fotoproteccion foliar. Este proceso
puede disipar 75% o méas de los fotones absorbidos por las hojas, lo que lleva a una
disminucion en la eficiencia fotoquimica del Fotosistema Il (PSII) (Chaves et al., 2003).

La eficiencia fotosintética bajo estrés hidrico puede ser monitoreada a través de
mediciones de fluorescencia de la clorofila. Esta herramienta es utilizada como un método
rapido y no destructivo para obtener informacion acerca del estado del aparato fotosintético
y especialmente del PSIlI (Baker, 2008), debido a que éste es uno de los procesos
fisiologicos que primero se afecta bajo condiciones de estrés, incluso antes de que los
sintomas visibles aparezcan (Lawlor & Cornic, 2002). El dafio al centro de reaccion del
PSII inhibe los procesos fotoquimicos primarios, afectando el transporte de electrones
desde el centro de reaccion a la quinona A, quinona B y plastoquinona (Falqueto et al.,
2017; Zushi & Matsuzoe, 2017). Sin embargo, el grado del dafio al PSIl varia entre
especies, ya que existen algunas tolerantes y otras altamente susceptibles a la falta de agua
(Ow et al., 2011).

La eficiencia fotoquimica del PSII ha sido propuesta como un buen indicador del
estado fisioldgico de las plantas, la cual puede ser estudiada a través del rendimiento
fotoquimico del PSIlI (Fv/Fm, la relacion entre la fluorescencia variable y maxima)
(Falqueto et al., 2017; Guo & Tan, 2015; Ow et al., 2011). Por ejemplo, en estudios
llevados a cabo en cultivares tolerantes y susceptibles de O. europea a estrés por falta de
agua, se observd una disminucion en la tasa de Fv/Fm a los 21 dias iniciado el tratamiento
en los cultivares estudiados (Faraloni et al., 2011). Sin embargo, a los 28 dias existieron

cultivares que mantuvieron los rangos de Fv/Fm cercanos a los valores reportados como
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Optimos a plantas no estresadas (~0,8), mientras que otros, decayeron abruptamente, por lo
tanto, el rendimiento fotoquimico del PSII permite discriminar entre cultivares tolerantes y
susceptibles a la sequia (Faraloni et al., 2011; Ow et al., 2011).

Por lo tanto, las plantas poseen mecanismos fisioldgicos que permiten disminuir la
pérdida de agua en condiciones de estrés hidrico y de esta forma mantener procesos
fisioldgicos claves, como la fotosintesis, lo que a su vez se ha correlacionado positivamente
con una mantencién de la productividad en diferentes especies de cultivo (Silva et al.,
2013). Es por esto, que existen diversos pardmetros que, en su conjunto, entregan
informacion acerca del estado fisioldgico de las plantas bajo condiciones de estrés hidrico,
los que han sido utilizados como indicadores que permitirian estimar la actividad
metabdlica y el desempefio de las plantas bajo este tipo de estrés, por ejemplo, el RWC,
Fv/Fm y la ABC (McCann & Huang, 2008).

2.3. Respuestas moleculares a estrés por déficit hidrico: acumulacion de prolina y
proteinas LEA como mecanismos de respuesta

Las plantas responden y se adaptan a condiciones de deficit hidrico, tanto a nivel celular y
molecular, mediante la acumulacién de osmolitos y proteinas especificas involucradas en la
tolerancia al estrés, en donde un conjunto de genes con diversas funciones es inducido o
reprimido (Shinozaki & Yamaguchi-Shinozaki, 2007). Diferentes aproximaciones, basadas
en estudios moleculares y genéticos, han mostrado que muchos genes, proteinas y
metabolitos modulan una red muy compleja de respuesta a estrés ambiental en las plantas
(Cominelli et al., 2013; Munns, 2011), quienes protegen a las células del dafio por estrés
osmotico (Shinozaki et al., 2017).

Dentro de los principales productos de los genes inducibles por déficit hidrico, se
pueden distinguir dos grupos: proteinas cuya funcion es aumentar la tolerancia bajo
condiciones de estrés abiotico y proteinas regulatorias (genes con unica funcion y genes
regulatorios). El primer grupo incluye moléculas como chaperonas, late embryogenesis
abundant proteins (proteinas LEA), osmotinas, proteinas anticongelantes, proteinas de
unién a ARNm, enzimas claves para la biosintesis de osmolitos, proteinas de canales
hidricos, transportadores de azucares, enzimas de detoxificacion y proteasas (Shinozaki &

Yamaguchi-Shinozaki, 2007). El segundo grupo relne varios factores de transcripcion,
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proteinas quinasas y fosfatasas, enzimas del metabolismo de lipidos, entre otros (Cominelli
et al., 2013; Nakashima et al., 2014; Shinozaki & Yamaguchi-Shinozaki, 2007).

El ajuste osmdtico es un mecanismo que permite a las plantas responder a estrés por
déficit hidrico. Se define como la disminucion del potencial osmotico debido a la
acumulacion neta de solutos (Chen & Jiang, 2010). La osmorregulacion, en cambio, esta
definida como la regulacién del potencial osmotico dentro de una célula por la adicién o
remocion de solutos de la solucion hasta que el potencial osmético intracelular es similar al
potencial osmético del medio que rodea la célula (Zhang et al., 1999).

Las plantas para evadir la deshidratacién sintetizan y acumulan osmolitos (o solutos
compatibles). Estos se pueden acumular en grandes cantidades sin interrumpir las funciones
celulares; actian como agentes osmoticos balanceantes y posteriormente son degradadas
una vez finalizado el evento estresante (Valliyodan & Nguyen, 2006). Son moléculas de
bajo peso molecular, altamente solubles y no toxicas para la célula a altas concentraciones
celulares (Bray, 1997; Hayat et al., 2012). Ademas, se pueden acumular uno o mas tipos de
solutos compatibles (Verslues et al., 2006). Dentro de ellos podemos mencionar
aminoacidos como prolinas; alcoholes azucarados, como por ejemplo pinitol y azlcares
como glicina betaina, entre otros. La acumulacion de estos solutos compatibles permite el
ajuste osmotico, disminuyendo el potencial osmotico, lo que permite mantener el turgor
celular (Bray, 1997; Chaves et al., 2003; Valliyodan & Nguyen, 2006).

La prolina es uno de los osmolitos que ha sido ampliamente estudiado en respuesta
a estrés hidrico en plantas. Ademas, se ha reportado su acumulacion frente a otros eventos
de estrés, como salinidad, bajas temperaturas, exposicion a metales pesados, radiacién UV,
entre otros (Hayat et al., 2012; Liang et al., 2013; Szabados & Savouré, 2010). Son
aminoacidos con una excepcional rigidez conformacional y son esenciales en el
metabolismo primario (Szabados & Savouré, 2010; Verbruggen & Hermans, 2008). Su
acumulacion en el citoplasma de la célula disminuye el potencial osmoético para balancear
la disminucién del potencial hidrico en el suelo (ajuste osmotico), permitiendo mantener el
turgor y el contenido de agua dentro de ella (Hayat et al., 2012), protegiendo las estructuras
celulares y macromoléculas durante la deshidratacion, es decir, cuando el contenido de
agua celular disminuye pueden actuar como “sustitutos” del agua, estabilizando la

estructura celular a través de interacciones hidrofilicas y puentes de hidrogeno (Verslues &
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Sharma, 2010). Las prolinas, en conjunto, funcionan como moléculas chaperonas, capaces
de proteger la integridad de proteinas y potenciar las actividades de distintas enzimas.
También, se le han atribuido caracteristicas antioxidantes, ya que protege al aparato
fotosintético y enzimas involucradas en la detoxificacion de ROS (Reactive oxygen species,
entre otras funciones descritas (Liang et al., 2013; Szabados & Savouré, 2010; Valliyodan
& Nguyen, 2006).

Existe un grupo de proteinas muy hidrofilicas conocidas como late embryogenesis
abundant (LEA), las cuales se acumulan en grandes cantidades durante el ultimo estado de
maduracion de la semilla, esto es, cuando ocurre la adquisicidn de tolerancia a desecacion
por parte del embrién y durante déficit hidrico en 6rganos vegetativos, lo que sugiere que
poseen un rol de proteccion cuando hay limitaciones hidricas (Battaglia et al., 2008;
Pedrosa et al., 2015). La presencia de proteinas LEA ha sido asociado con tolerancia celular
a la deshidratacion, la cual puede ser inducida por falta de agua, estrés salino y bajas
temperaturas (Hundertmark & Hincha, 2008). Estas proteinas pueden ser parte del
mecanismo de respuesta que tienen las plantas frente a ambientes limitantes, aminorando el
efecto de los factores estresantes (Batagglia et al., 2008).

Se ha observado que la sobreexpresion de genes que codifican para proteinas LEA
en plantas transgénicas ha resultado en un incremento de la tolerancia a estrés abi6tico. Por
esta razon, se ha propuesto que existe una correlacion positiva entre la acumulacion de
proteinas LEA y la tolerancia de las plantas a estrés abiético (Babu et al., 2004; Duan &
Cai, 2012; Pedrosa et al., 2015). En condiciones de estrés, las posibles funciones que
cumplen estas proteinas pueden ser: prevenir la inactivacion de enzimas; evitar la
agregacion de proteinas interactuando directamente con ellas; estabilizador de membrana y
secuestradores de iones (Pedrosa et al., 2015).

La mayoria de las proteinas LEA estan compuestas de aminoacidos hidrofilicos
ordenados en secuencias repetidas (familia de las “hidrofilinas™), caracterizado por una
composicion rica en glicinas y otros residuos pequefios, como alanina y serina, que
favorecen una conformacion flexible en soluciones acuosas (Battaglia & Covarrubias,
2013). Analisis de las secuencias aminoacidicas han separado a las proteinas LEA en 7
grupos, cada uno de ellos conteniendo motivos conservados a través de las especies, los
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cuales son unicos a cada grupo (Battaglia et al., 2008; Olvera-Carrillo et al., 2011; Pedrosa
etal., 2015).

2.4. Reflectancia espectral y su aplicacion en estudios de fenotipificacion en diferentes
condiciones ambientales.

Una técnica que tiene aplicaciones en la investigacion de caracteres fisiologicos es la
reflectancia espectral. Esta permite estimar, entre otras cosas, el contenido de clorofila,
indice de area foliar, estatus hidrico de la planta, asi como otros rasgos agronémicos y
fisioldgicos, los cuales son de gran de interés para programas de mejoramiento genético
(Araus et al., 2002). Esta técnica se basa en la capacidad que poseen las plantas de absorber
y reflejar ciertas longitudes de onda de la radiacién solar (Knipling, 1970), con respecto a
las caracteristicas fisioldgicas y estructurales de las plantas (Araus et al., 2002). La ventaja
de estas mediciones es que son rapidas y no destructivas, lo que permite realizar
seguimientos a un gran numero de individuos a lo largo de las temporadas o de un periodo
de tiempo determinado (Araus & Cairns, 2014; Lobos et al., 2014).

La reflectancia espectral se define como la proporcion entre la cantidad de fotones
de luz que se reflejan en un objeto respecto de la cantidad que incide (Gates et al., 1965).
Con el uso de espectrorradiometros que miden en las longitudes de onda del rango visible e
infrarrojo cercano (VIS/NIR), es posible determinar la energia reflejada por la hoja y
establecer la relacion entre la reflectancia a ciertas longitudes de onda y determinadas
propiedades o condiciones fisioldgicas de la hoja (Araus et al., 2002).

Los datos de reflectancia son utilizados para calcular indices de Reflectancia
Espectral (IREs) (Lobos & Hancock, 2015), los cuales se definen como relaciones entre
valores de reflectancia de ciertas longitudes de onda. Sin embargo, el potencial uso de IREs
como una herramienta para estimar diferentes variables fisioldgicas y/o caracteristicas
fenotipicas en diferentes condiciones ambientales en un gran numero de individuos,
requiere necesariamente de la generacion de bases de datos de parametros fisiologicos que
puedan, posteriormente, ser correlacionados con los IREs (Garriga et al., 2014; Lobos et al.,
2014; Lobos & Hancock, 2015). Una vez obtenidas las correlaciones entre IRES y variables
fisioldgicas, se deben llevar a cabo analisis de modelos matematicos (por ejemplo, analisis
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de regresiones) para determinar el potencial predictivo de cada IRE (Garriga et al., 2017;
Lobos et al., 2014).

Actualmente, los IREs reportados en literatura han sido recopilados y se encuentran
disponibles en bases de datos publicas (Lobos & Poblete-Echeverria, 2017). Esto genera la
posibilidad de llevar a cabo estudios que utilicen mediciones de reflectancia espectral, en
donde se evalie un gran nimero de IREs, los cuales deben ser correlacionados
necesariamente con datos fisiologicos, morfolégicos y moleculares obtenidos de manera
experimental, para luego ser empleados como herramienta predictiva. En el caso del
arandano, esta aproximacion puede ser de gran utilidad para estimar a gran escala el
rendimiento fisiologico de diferentes cultivares bajo distintas condiciones climaticas, por

ejemplo, en condiciones de déficit hidrico.

2.5. El arandano como cultivo fruticola de interés: generalidades de la especie, estrés
hidrico y su situacion en Chile.

Los arandanos (blueberries) son miembros de la familia Ericaceae, la cual incluye
rododendron, azaleas, cranberry, bilberry, entre otras (Sakhanokho et al., 2018). Esta
familia esta dividida en cuatro subfamilias; una de ellas es Vaccinioideae, la cual contiene
el género Vaccinium L., que a su vez contempla a la seccién Cyanococcus, donde se
encuentran las principales especies cultivadas comercialmente: ardndano de arbusto bajo
(V. angustifolium Ait.), la cual se cosecha de predios silvestres manejados en las provincias
este de Canadd y el noreste de Estados Unidos; arandano ojo de conejo (V. ashei Reade), el
cual crece en el sureste de Estados Unidos y ardndano de arbusto alto (V. corymbosum L.),
la principal especie cultivada en Norteamérica y que se puede encontrar de manera silvestre
desde el sur de Nueva Escocia oeste, hacia el sur de Wisconsin y a lo largo de la costa
Atlantica y al este de Texas (Pritts & Hancock, 1992).

El arandano de arbusto alto (“higbush blueberry: HB”) esta ampliamente distribuido
como cultivo. Se dividen en tipos del norte (northern highbush: NHB) y del sur (southern
highbush: SHB), dependiendo de sus requerimientos de horas frio y resistencia al frio
invernal para un desarrollo normal de las yemas florales (Lobos & Hancock, 2015; Pritts &
Hancock, 1992; Retamales & Hancock, 2012).
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La mayoria de las especies que integran esta familia requieren de suelos acidos (pH
entre 4,4 hasta 6) para un buen crecimiento y reproduccion (Pritts & Hancock, 1992). Son
arbustos caducifolios, que poseen un sistema radicular poco profundo, compuesto
principalmente por raices finas y fibrosas, las cuales carecen de pelos radiculares y tienen
relativamente baja capacidad de absorcion, que lo hace muy sensible al déficit y exceso de
agua (Pritts & Hancock, 1992). Ademas, no son capaces de atravesar superficies de suelos
compactas y requieren de suelos sueltos y bien drenados, con buen contenido de materia
organica (Undurraga & Vargas, 2013).

Actualmente, es posible encontrar una gran diversidad de cultivares de arandano de
arbusto alto, que derivan de programas de mejoramiento genético. Dichos programas han
generado hibridos entre cultivares de la misma especie, asi como hibridos interespecificos
(Brevis et al., 2008; Retamales & Hancock, 2012; Rowland et al., 2011); estos programas
han apuntado a la reduccién de requerimiento de horas-frio y un aumento de vida post-
cosecha, entre otros atributos de interés comercial (Retamales & Hancock, 2012; Rowland
etal., 2011).

Por ejemplo, la incorporacion de caracteristicas como tolerancia a sequia, bajos
requerimientos de frio y maduracion temprana ha sido logrado a través de la transferencia
de genes con arandano ojo de conejo y con otras especies nativas, como V. darrowii, lo cual
deberia ser un rico pool genético para futuros mejoramientos (Lobos & Hancock, 2015;
Pritts & Hancock, 1992; Rowland et al., 2011). Por lo tanto, muchos cultivares de ardndano
de arbusto alto son hibridos complejos, teniendo genes desde cuatro o cinco especies. Por
ejemplo, el cultivar Oneal, contiene genes de V. corymbosum, V. darrowii, V. ashei y V.
angustifolium (Hancock et al., 2008; Retamales & Hancock, 2012).

La falta de pelos radiculares en el arandano hace que el sistema conductor de agua
sea relativamente ineficiente, a diferencia de lo que ocurre en otras especies del género, tal
como V. arboreum, donde la presencia de una raiz principal profunda estaria confiriendo
una mayor tolerancia frente a la baja disponibilidad hidrica en el suelo (Gough, 1994;
Lobos & Hancock, 2015). Por el contrario, V. corymbosum posee raices poco profundas,
provocando que esta especie sea altamente sensible al déficit hidrico del suelo (Ameglio et
al., 2000; Erb, 1993; Pritts & Hancock, 1992; Undurraga & Vargas, 2013)
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Estudios previos han descrito la existencia de alteraciones en los parametros
fisioldgicos en respuesta a condiciones de estrés por sequia. Por ejemplo, Moon et al.,
(1987) encontraron que la tasa de transpiracion y la conductancia foliar fue mas baja en V.
darrowii que en un cultivar de V. corymbosum a altas temperaturas, lo que sugiere que V.
darrowii puede tener mayor tolerancia a déficit hidrico a través de una disminucién de la
apertura de estomas y la subsecuente restriccion de la pérdida de agua. En cambio, V.
corymbosum ha mostrado ser altamente sensible al déficit hidrico, mostrando un rapido
cierre estomatico y reducido intercambio gaseoso (Rho et al., 2012), ademas de una
disminucion en el tamafio del fruto y del rendimiento (Ameglio et al.,, 2000).
Adicionalmente, Estrada et al. (2015) demostraron que existen alteraciones de parametros
relacionados a la fotosintesis y fluorescencia de la clorofila en diferentes cultivares de
Vaccinium, pero combinando condiciones de sequia y estrés térmico. Es posible que las
diferencias observadas puedan ser atribuidas a la composicion genética de cada cultivar,
pues existen hibridos con aportes de especies como V. ashei o V. darrowii, que han sido
descritas como mas tolerantes a condiciones de estrés (Lobos & Hancock, 2015).

El ardndano se ha adaptado muy bien a la variedad de climas y condiciones de suelo
que estan presente en Chile (Bafiados, 2006), sin embargo, aun falta por conocer como esta
especie y sus cultivares toleran nuevas condiciones ambientales. En la principal area de
produccion de arandano del pais, las precipitaciones han disminuido un 25% durante el
siglo XXy se estima que habra una reduccion mayor, entre un 10-15% en los préximos 30
afios, lo cual restringiria las &reas donde las especies de importancia econémica pueden
crecer (Lobos & Hancock, 2015; Moretti et al., 2010; Santibafiez & Santibafiez, 2007). Esta
situacion marca la necesidad de realizar estudios para evaluar como esta especie es afectada
por la falta de agua y de esa forma, seleccionar genotipos que sean mas tolerantes a dicha

condicion.
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CAPITULO 11

DIFERENCIAS FISIOLOGICAS Y MOLECULARES EN
RESPUESTA AL ESTRES POR DEFICIT HIDRICO EN

CULTIVARES DE ARANDANO (Vaccinium corymbosum L.)
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3.1. Introduccion

El estrés hidrico es uno de los factores ambientales méas severos que limita la productividad
de los cultivos. Este puede surgir como resultado de dos condiciones, exceso o déficit
hidrico, siendo el mas comun la falta de agua (Mahajan & Tuteja, 2005). Por otro lado, este
efecto puede verse exacerbado ya que el calentamiento global puede potenciar el déficit
hidrico en muchos lugares del mundo, disminuyendo la productividad en especies
cultivables que tienen importancia econémica (Shinozaki et al., 2017).

Los actuales modelos de cambio climatico predicen incrementos drasticos en la
temperatura, asi como reducciones en las precipitaciones, en especial en zonas de climas
mediterraneos, lo que puede llevar a eventos de sequia prolongada (IPCC, 2014; Mittler &
Blumwald, 2010). La sequia puede generar impactos considerables sobre las funciones
fisiologicas fundamentales de la planta, como fotosintesis, adquisicion de nutrientes
esenciales, asi como en el rendimiento (Feller, 2016). Diferentes aproximaciones, basadas
en estudios moleculares y genéticos, han mostrado que muchos genes, proteinas y
metabolitos modulan una red muy compleja de respuesta a estrés ambiental en las plantas
(Cominelli et al., 2013; Nakashima et al., 2014).

Por ejemplo, se ha documentado que la acumulacién de osmolitos y proteinas
especificas, reguladas por un conjunto de genes gque se inducen o reprimen por el estrés,
seria un mecanismo exitoso que permite tolerar condiciones de déficit hidrico (Shinozaki &
Yamaguchi-Shinozaki, 2007). Uno de estos osmolitos es la prolina, quien participa en el
ajuste osmatico, permitiendo mantener el turgor y el contenido de agua intracelular.
Ademas, protege las estructuras celulares y macromoléculas durante la deshidratacion y se
ha mostrado que funcionan como moléculas chaperonas, capaces de proteger la integridad
de proteinas y potenciar las actividades de distintas enzimas, entre otras funciones (Hayat et
al., 2012; Liang et al., 2013; Szabados & Savouré, 2010; Valliyodan & Nguyen, 2006;
Verslues & Sharma, 2010). Por otro lado, la acumulacion de proteinas LEA ha sido
asociada con tolerancia celular a la deshidratacion, la cual puede ser inducida por falta de
agua, estrés salino y/o bajas temperaturas (Hundertmark & Hincha, 2008).

En la literatura se han reportado diversos genes que se inducen en respuesta a
condiciones de déficit hidrico. Por ejemplo, AREB1 y AREB2 (los cuales son factores de

transcripcion tipo bZIP) son inducidos por déficit hidrico en raices y tallos de tomate; a su
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vez, AREB1 induce la expresion de genes que codifican para proteinas relacionadas a estrés
oxidativo, proteinas de transferencia de lipidos y proteinas LEA, quienes ayudan a
aumentar la tolerancia a estrés (Orellana et al., 2010). Otro caso es el gen LEA3 (del grupo
3 de proteinas LEA) identificado en maiz, en donde la acumulacion de transcritos aumento
en tejido foliar bajo distintos tipos de condiciones estresantes, entre ellas, estrés osmotico;
ademas, la sobreexpresion de este gen en plantas transgénicas de tabaco confirié tolerancia
a estrés osmatico y oxidativo (Liu et al., 2013). Por Gltimo, analisis de perfiles de expresion
mostraron que muchos genes que codifican para proteinas LEA fueron altamente
expresados en cultivares de algoddn tolerantes a déficit hidrico (G. tomentosum) comparado
con los cultivares susceptibles a este estres (G. hirsutum) (Magwanga et al., 2018).

A nivel fisiologico, cuando la planta se enfrenta a estrés hidrico, ésta responde
potenciando la absorcién de agua y reduciendo su pérdida por transpiracion, a través del
cierre de los estomas, proceso regulado por ABA (Shinozaki et al., 2017; Verslues et al.,
2006). Este mecanismo, si bien reduce la pérdida de agua por transpiracion, genera también
una disminucion en la absorcion de CO- para la fotosintesis, provocando que el rendimiento
fotosintético disminuya (Chaves et al., 2009; Chinnusamy et al., 2004; Zargar et al., 2017).
A pesar de estas respuestas de mitigacion, el déficit hidrico puede llevar a una reduccion en
el crecimiento y una disminucion en el rendimiento del cultivo (Seki et al., 2002; Shinozaki
et al., 2017). Esta situacion se agudiza aun mas en especies que poseen un sistema radicular
poco profundo, ya que se genera una permanente dependencia de riego, como es el caso de
frutillas (Adak et al., 2018), frambuesas (Morales et al., 2013) y arandanos (Retamales &
Hancock, 2012).

El ardndano de arbusto alto (Vaccinium corymbosum L.) es un arbusto caducifolio,
que posee un sistema radicular compuesto de raices finas y sin pelos radiculares (Pritts &
Hancock, 1992), las cuales se concentran, en su mayoria, dentro de los primeros 30 cm del
suelo (Bryla & Strick, 2007). Esto significa que el déficit hidrico tendra un efecto rapido en
la planta (Estrada et al., 2015). En Sudameérica, el arandano estd siendo ampliamente
cultivado, ya que permite abastecer en contraestacion al mercado norteamericano. La
mayor demanda de este fruto estd dada por los altos niveles de antocianinas que posee el
fruto, transformandolo en una fuente de antioxidantes naturales (Huang et al., 2012;
Routray & Orsat, 2011).
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La especie se subdivide en cultivares del norte (NHB: northern highbush blueberry)
y del sur (SHB: southern highbush blueberry). Los cultivares NHB estan adaptados a bajas
temperaturas, son mas resistentes al frio invernal y tienen requerimientos de frio superiores
que los SHB; éstos ultimos no toleran temperaturas inferiores al congelamiento y requieren
menos horas-frio de acumulacion para que las yemas florales puedan brotar (Hancock et al.,
2008; Lobos & Hancock, 2015; Retamales & Hancock, 2012). Estas caracteristicas definen
donde pueden crecer y ser explotados comercialmente (Strik, 2005). Los cultivares SHB
han derivado de programas de mejoramiento genético que buscan reducir el requerimiento
de horas-frio, obteniéndose hibridos entre V. corymbosum con otras especies del género que
tienen menores requerimientos de horas-frio (Brevis et al., 2008). A raiz de este hecho, se
ha mencionado en la literatura que los SHB pudiesen ser mas tolerantes a condiciones de
déficit hidrico, debido a que muchos de los cultivares de este grupo son hibridos
interespecificos, en donde las especies parentales son mas tolerantes a este tipo de estrés,
caracteristica que podria ser transferida a la descendencia (Galleta & Ballington, 1996;
Lobos & Hancock, 2015; Retamales & Hancock, 2012). Sin embargo, no existe evidencia
experimental que confirme esta hipotesis.

Chile se ha convertido en un importante productor y exportador de frutos de
arandanos en el hemisferio sur. La region centro-sur del pais (34° a 38°S) es el area mas
importante de produccion de arandanos, caracterizada por excelentes condiciones para su
crecimiento y es donde se obtienen los mayores rendimientos (Bafiados, 2006; Retamales et
al., 2014). Sin embargo, esta region productora ha mostrado una disminucion en las
precipitaciones, lo cual se espera que se agudice en los préximos afios (Naciones Unidas,
2010; Santibafiez & Santibafiez, 2007), producto de las alteraciones en los patrones
globales de temperatura y precipitaciones (Lobos & Hancock, 2015). La falta de agua para
riego pone en alerta a los productores, ya que el arandano, debido a las caracteristicas del
sistema radicular que posee depende de riego suministrado (Lobos & Hancock, 2015).

A pesar de que el ardndano se ha adaptado muy bien a una variedad de condiciones
de suelo y clima en nuestro pais, aun existen desafios en diversos aspectos de este cultivo,
como, por ejemplo, mayor tolerancia a déficit hidrico (Bafiados, 2006; Retamales et al.,
2014). Este hecho es relevante dada las nuevas condiciones que enfrenta la actividad

fruticola debido al cambio climatico a nivel mundial, donde se proyecta una disminucion en
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las precipitaciones, por lo tanto, habra una menor disponibilidad hidrica en el suelo y para
el riego (IPCC, 2014). Cabe sefialar que, hasta la fecha, pocos son los estudios que han
evaluado los efectos del estrés hidrico en arandano u otras especies del género (Estrada et
al., 2015; Glass et al., 2005; Mingeau et al., 2001; Percival et al., 2003; Taulavouri et al.,
2010), ademas de los posibles mecanismos que se inducen en respuestas al déficit hidrico y
gue permitan una mayor tolerancia a dicha condicién. Esto marca la necesidad de generar
conocimiento respecto a como influye el estrés hidrico en el desempefio de distintos
cultivares de arandano y de esa forma, seleccionar genotipos que sean mas tolerantes a
dichas condiciones o escenarios ambientales futuros.

Por lo tanto, el objetivo de este trabajo fue evaluar el desempefio fisioldgico y
molecular de cultivares de arandano bajo condiciones de déficit hidrico, a través de
distintas mediciones fisiologicas y expresion relativa de genes candidatos relacionados a
proteinas LEA, para posteriormente, comparar las respuestas entre cultivares NHB y SHB e

identificar cultivares mas tolerantes y susceptibles a dicho estreés.
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3.2. Materiales y Métodos

Obtencion de material bioldgico y condiciones de estrés

Para este estudio, se trabajaron con 6 cultivares de arandano. En la Tabla 3.1 se detalla la
clasificacion de estos cultivares (NHB o SHB), el pedigree y la composicién genética de
cada uno de ellos. Las plantas utilizadas en el experimento fueron obtenidas a partir de
cultivo in vitro, material disponible del banco de germoplasma del Laboratorio de Cultivo
de Tejidos, de la Universidad de Talca. Cabe sefialar que estos cultivares fueron
seleccionados debido a que son de importancia agricola y se cultivan en diferentes regiones
de Chile (Retamales et al, 2014).

El material vegetal fue propagado en medio de cultivo que contiene las sales de
WPM (Woody Plant Medium) (Lloyd & McCown, 1980) y las vitaminas de MS
(Murashige & Skoog, 1962), suplementado con sacarosa y 2-iP  (6-y,y-
dimetilalilaminopurina, un regulador de crecimiento) a diferentes concentraciones
dependiendo del cultivar de arandano, las cuales fueron evaluadas y determinadas en
ensayos preliminares del laboratorio (Tabla 3.2). EI pH fue ajustado a 5.2 con NaOH y/o
HCI previo a la esterilizacion en autoclave a 121° C por 20 minutos. Las plantas en cultivo
in vitro fueron mantenidas en condiciones controladas en camaras de crecimiento a 23°C,
con fotoperiodo de 16 hrs luz/8 hrs oscuridad, en dependencias del Instituto de Ciencias
Bioldgicas de la Universidad de Talca.

Obtenido el banco de germoplasma, las plantas fueron distribuidas en bandejas
almacigueras (conteniendo turba y perlita, 4:1 como sustrato), las que fueron cubiertas con
una tapa de policarbonato hasta que enraizaran, con fotoperiodo de 16 hrs luz/8 hrs
oscuridad y temperatura de 23°C en cdmaras de crecimiento. Se regaron periodicamente
con agua y cada dos semanas se aplicé fertilizante Ultrasol® Crecimiento (SQM, Chile) en
el riego. Posteriormente, las plantas fueron traspasadas a maceteros de plastico de 800 ml
en el mismo sustrato indicado anteriormente, manteniéndose el mismo esquema de riego y
fertilizacion, para finalmente ser llevadas al invernadero donde se realizo el procedimiento
experimental. El tiempo transcurrido desde el trabajo en cultivo in vitro hasta la obtencion
de plantas en macetas, fue aproximadamente de 12 meses.
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Tabla 3.1. Clasificacién de los cultivares de ardndano utilizados en los experimentos de estrés por
déficit hidrico. Se indica el pedigree de cada uno de los cultivares (https://www.ars-
grin.gov/cor/catalogs/vacblue.html), asi como también la composicién de especies que tiene cada
uno de ellos (extraido de Lobos et al., 2015; Rowland et al., 2003). NHB: ardndano de arbusto alto
del norte, SHB: ardndano de arbusto alto del sur. VC: Vaccinium corymbosum; VA: V.

angustifolium; VD: V. darrowii; Vas: V. ashei.

Tipo de Cultivar Pedigree Composicion de
arandano especies (%0)
Elliott Burlington x US 1 [Dixi x (Jersey x 100 vC
Pioneer)]

NHB Bluegold Bluehaven x Me-US 5 (Ashworth x 89,5VC
Bluecrop) 14,1 VA

Brigitta open pollinated Lateblue (at Michigan 100 vC

State University) selected in Australia

Biloxi Sharpblue x [US210(US67 x US132) x 41,8 VC

Florida 4-76(Bluecrop x13-236)] 1,8 VA

32,5VD
11,3 Vas

Sharpblue V. corymbosum x V. asheii & V. darrowi 43,7VC
SHB (Fla 61-5 x Fla 62-4) tetraploid 28,8 VA

15VD
12,5 otras

O'Neal Wolcott x Fla. 4-15 mainly V. 84 VC

corymbosum, some V. angustifolium, V. 10 VA

ashei, V. darrowi 3VD
3 Vas
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Tabla 3.2. Medio de cultivo utilizado en la micropropagacién de variedades de ardndano. WPM:

Woody Plant Medium; MS: Murashige & Skoog; 2-iP: 6-y,y-dimetilalilaminopurina.

Cultivar Medio Multiplicacion Sacarosa  Regulador de crecimiento pH
Biloxi WPM + vitaminas de MS 359 2 mgL* 2ip 5,2
Sharpblue WPM + vitaminas de MS 30g 3mgL? 2ip 5,2
Brigitta WPM + vitaminas de MS 359 3 mgL? 2ip 5,2
Elliott WPM + vitaminas de MS 3049 4 mgL? 2ip 5,2
O'Neal WPM + vitaminas de MS 30g 5 mgL™* 2ip 52
Bluegold WPM + vitaminas de MS 30g 5mgL? 2ip 5,2

Para determinar el volumen de agua a utilizar en cada tratamiento, se estimo el
contenido relativo de humedad del sustrato, a través de la medicion de la conductividad
eléctrica del suelo (Freeland, 1989) utilizando sensores de humedad (sondas ECHO-R2;
Onset, USA). Esta técnica se basa en la correlacion negativa existente entre la resistencia
eléctrica del suelo y su contenido de agua: a medida que el contenido de agua del suelo
disminuye, su resistencia eléctrica aumenta y puede medirse a través de su conductividad
(Freeland, 1989).

Se evaluaron 5 volimenes de riego diferentes: 100 ml, 150 ml, 200 ml, 250 ml y
300 ml, los cuales fueron aplicados dia por medio durante una semana en 5 macetas sin
plantas, pero con las mismas condiciones de sustrato. La informacién fue registrada en un
datalogger y a partir de los resultados obtenidos, se estim6 un volumen de riego de 300 ml
para la condicién control y un volumen de riego de 150 ml para la condicion de estrés.
Estos volumenes de riego fueron utilizados en el ensayo posterior en plantas mantenidas en
macetas y en el mismo sustrato evaluado. Asimismo, se mantuvo la periodicidad del riego,
aplicando dia por medio para mantener las condiciones del tratamiento estables en el
tiempo.

El procedimiento experimental fue llevado a cabo en un invernadero de
policarbonato, ubicado en las dependencias de la Universidad de Talca campus Lircay, bajo
condiciones naturales de luz y temperatura, durante un periodo de 6 semanas (entre
diciembre 2016 y enero 2017). Las plantas fueron dispuestas aleatoriamente sobre un

meson e identificadas de acuerdo al cultivar y tratamiento correspondiente. El riego
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diferenciado fue aplicado dia por medio y las mediciones y muestreos de material vegetal
se realizaron al inicio, 2, 4 y 6 semanas del inicio del experimento. En cada fecha se
tomaron mediciones y muestras de 5 réplicas bioldgicas por cultivar. En el siguiente punto,
se detallan las variables respuestas que se midieron para evaluar la respuesta a estrés por

déficit hidrico en los distintos cultivares de arandano.

Parametros fisioldgicos utilizados para evaluar estrés hidrico

Contenido relativo de agua (RWC): se colect6 una hoja representativa y completamente
extendida de la zona media de cada planta, de las cuales se obtuvieron valores de peso
fresco (FW), peso turgente (TW) y peso seco (DW), donde el RWC se calcul6 segun Kaya
etal., (2002):
RWC = [(FW-DW)/(TW-DW)]*100

En cada muestreo, las hojas obtenidas por cada cultivar y tratamiento fueron pesadas de
manera independiente para obtener el peso fresco, luego incubadas en agua destilada por 24
horas a temperatura ambiente y oscuridad. Transcurrido el tiempo, fueron sacadas del agua
destilada y el exceso de agua fue retirada con papel absorbente y pesadas nuevamente,
obteniendo el peso turgente (TW). Luego de ello, las hojas fueron puestas a secar en estufa
a 65°C por 48 horas para obtener el peso seco (Taulavuori et al., 2010; Wu et al., 2016).

Fluorescencia de la clorofila: se estimd el desempefio fotoquimico del fotosistema I
(PSII) como la eficiencia fotoquimica (Fv/Fm), donde Fv= [Fm-Fo], Fm= rendimiento
méaximo de la fluorescencia y Fo= rendimiento minimo de la fluorescencia, usando un
fluorimetro portéatil de amplitud modulada Pocket PEA (Hansatech Instruments, UK). Las
hojas fueron adaptadas previamente a oscuridad durante 20 minutos. Se consideraron dos

hojas completamente extendida de la zona media de cada réplica bioldgica.

Contenido de prolina: para la determinacion del contenido de prolina se siguio el
protocolo descrito por Bates et al., (1973) con modificaciones. Se colectaron hojas de cada
planta las cuales fueron inmediatamente colocadas en nitrogeno liquido hasta su
almacenamiento a -80°C. El tejido almacenado fue posteriormente molido con nitrogeno

liquido y a partir de esto, se utilizo 100 mg de tejido pulverizado, el cual fue colocado en un
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tubo de 15 ml y se homogenizd con 2 ul de &cido sulfosalicilico al 3%. Se centrifugd a
7000 rpm durante 15 minutos a 4°C. Del sobrenadante se obtuvo 1 ml y se mezclé con 1 ml
de reactivo de ninhidrina y 1 ml de &cido acético glacial. Se calent6 en un bafio a 100°C por
45 minutos y luego se enfrié en hielo por 30 minutos. Finalmente, se adicion6 1,5 ml de
tolueno y se homogenizd. Una ultima centrifugacion fue realizada a 7000 rpm por 10
minutos. La absorbancia fue leida a 520 nm, en un espectrofotometro Jenway 6300 (Cole-
Parmer, Staffordshire, UK), usando tolueno como blanco. La concentracion de prolina fue

determinada en base a la curva estandar y al peso fresco.

Composicion isotopica del *C (8'3C): por cada cultivar y condicién de riego se
obtuvieron hojas a la sexta semana de iniciado el experimento y se colocaron en estufa a
secar por 3 dias a 60°C, previo al analisis de is6topos. Para ello, las muestras fueron
enviadas al Laboratorio de Isétopos Estables, de la Universidad de Montana, donde fueron
pesadas y calcinadas en capsulas de estafio (IVA Analysentechnik, Meerbusch, Germany)
en un analizador elemental (vario PYRO CUBE) acoplado con un espectrometro de masa
(IsoPrime100, UK). La composicion isotdpica del 3C fue calculada de acuerdo a la
siguiente formula:
S13C (%o) = [(**C / *2C)muestra! (**C / Y2C)estandar) - 1]
Donde el estdndar corresponde a carbonato de calcio de Pee Dee Belemnite (PBD)
(Farquhar et al., 1989; Farquhar & Richards, 1984). A su vez, la discriminacién isotopica
fue obtenida de la siguiente manera:
ABC (%0) = (5'3Ca - 83Cp) / [1 + (5'3Cp / 1000)]

Donde a y p se refiere al aire y la planta, respectivamente.

Andlisis de perfiles transcripcionales de genes candidatos de la familia LEA

Extraccion y purificacion de ARN total de hojas: se colectaron hojas las cuales fueron
colocadas en nitrégeno liquido y posteriormente almacenadas a -80°C hasta su
procesamiento. El tejido fue molido hasta polvo con morteros estériles y se utilizd
nitrogeno liquido para este proceso. EI método utilizado para la extraccion de ARN fue el

del Perclorato de Sodio con modificaciones Davies & Robinson (1996). El buffer de
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extracciéon contenia: 5M perclorato de sodio, 300 mM Tris-HCI pH 8, 1% SDS, 2% v/v
PEG-20000, 8,5 p/v PVPP y 3% v/v 2-mercaptoetanol. Las modificaciones consistieron en
precipitar los ARNs con 0,25 vol. de LiCl 10M.

Obtenido el ARN total, se procedié a la verificacion de la calidad e integridad del
ARN mediante electroforesis en geles de agarosa al 1%, ademas de sus relaciones de
absorbancia 260/280 nm, en el rango de 1,8 a 2,0. Todas las muestras fueron cuantificadas
empleando un espectrofotémetro de placa (Epoch Microplate Spectrophotometer, Biotek).
Posterior a ello, el ARN total fue purificado utilizando el kit comercial TURBO DNA-Free
(Ambion by Life Technologies), siguiendo el protocolo establecido por el proveedor, para

remover el ADN gendmico contaminante.

Sintesis de ADN complementario (cCDNA): la reaccion de transcripcion reversa para la
sintesis de cDNA de cadena simple se realiz6 a partir de 1-2 ug de ARN total, previamente
tratado con Turbo DNA-Free. Los cDNA fueron obtenidos con el kit comercial Maxima H
Minus First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo Scientific). Las reacciones se llevaron a
cabo en un volumen final de 20 ul, conteniendo 2 ug de ARN total, 0,25 ul de Oligo (dT)1s
primer, agua libre de nucleasa llevando a un volumen de 14 ul y luego adicionando 4 ul 5X
Reaction Buffer, 1 ul dNTPs Mix (10 mM) y 1 ul M-MuLV Reverse Transcriptase. El
perfil térmico de reaccion consistio en una incubacion a 25°C por 10 minutos, luego 15
minutos a 50°C y para terminar la reaccion 5 minutos a 85°C. Los cDNA fueron

almacenados a -20°C hasta su uso.

Busqueda de secuencias y disefio de partidores: se llevo a cabo la busqueda de genes
candidatos codificantes para proteinas de la familia LEA, utilizando como referencia dos
transcriptomas de ardndano anotados y publicados (Gupta et al., 2015; Rowland et al.,
2012). Asimismo, se utilizaron secuencias ESTs (expressed sequence tags) provenientes de
una libreria de V. corymbosum cultivar Bluecrop disponibles en NCBI (Dhanaraj et al.,
2004). Los ESTs fueron ensamblados utilizando el software CAP3 (Huang & Madan, 1999)
utilizando los parametros por defecto. Esta libreria ensamblada fue anotada mediante
alineamientos con BLASTx utilizando como referencia la base de datos NR (NCBI), para
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posteriormente buscar en esta anotacion genes codificantes para proteinas de la familia
LEA.

Seleccionadas las secuencias de interés, se realiz6 un alineamiento en Blastx para
determinar los marcos de lecturas abiertos (ORF) y disefiar partidores especificos de la
region 3’UTR. Se emplearon herramientas como Genscan

(http://genes.mit.edu/GENSCAN) y Expasy (http://web.expasy.org/translate/) para verificar

los ORF y realizar la traduccion de las putativas proteinas. El disefio de partidores
especificos para los genes candidatos se realizd en la region terminal 3’-UTR, utilizando
como temperatura de “melting” 59°C+1, largo de amplicon entre 60 a 200 pares de bases
(pb) y longitud del partidor entre 18 a 24 pb. Todos los partidores fueron obtenidos con el
programa Beacon Designer 8.12 (Premier Biosoft, USA), los cuales se muestran en la Tabla
3.3.

Analisis de expresion génica: La expresion de los genes de interés fue determinada
mediante PCR en tiempo real (QRT-PCR) utilizando un termociclador Stratagene Mx3000P
(Agilent Technologies, USA). Las reacciones de amplificacion del cDNA se llevaron a
cabo con el kit Maxima SYBR Green/ROX qPCR Master Mix (2X) (Thermo Scientific), en
un volumen final de 20 ul, conteniendo 2 ul de cDNA diluido (50 ng), 10 ul de Maxima
SYBR Green/ROX gPCR Master Mix (2X), 0,8 ul de cada partidor especifico (forward y
reverse) a una concentracion de 10 nM, completando el volumen final con agua libre de
nucleasas. Dos réplicas técnicas fueron corridas por cada réplica biolégica. Como control
negativo se utilizé agua en vez de cDNA y como control positivo ADN genomico de
arandano.

El perfil de temperaturas utilizado para qRT-PCR fue el siguiente: 95°C por 10
minutos, seguido de 40 ciclos de: 95°C por 30 segundos, 60°C por 1 minuto, 72°C por 20
segundos (Vashisth et al., 2011). Al final de cada paso de amplificacion se midio la
fluorescencia y al término de la amplificacion, se gener6 una curva de disociacion mediante
la lectura continua de la fluorescencia durante el incremento de temperatura desde 55 a
95°C. Para los calculos de expresion relativa de cada gen de interés se utilizdé el método
descrito por Pfaffl (2001), siendo expresada en relacion a genes normalizadores
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Polyubiquitin 3 (UBQ3b), Actin 7 (ACT7) y Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
(GAPDH) descritos para arandano por Vashisth et al., (2011) y Zifkin et al., (2012).

Clasificacion segun dominios conservados: para un analisis mas profundo de las
secuencias anotadas como putativas proteinas LEA (de acuerdo a la informacion disponible
en las bases de datos de arandano), se realizo la busqueda de dominios conservados en

NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi), con el fin de poder

clasificar las proteinas segun los grupos de LEA reportados en literatura y de esa manera,
relacionar las funciones que pudiesen estar cumpliendo la acumulacion de los distintos

transcritos frente a estrés hidrico.

Disefio experimental y analisis estadisticos

El ensayo se llevo a cabo con 6 cultivares de arandano, donde se utilizaron 5 réplicas
bioldgicas (una planta en una maceta) por cada condicidn (control y estrés) y el disefio fue
en bloques completamente aleatorio. Se utilizaron diferentes aproximaciones estadisticas
para analizar las variables respuestas medidas e integrar los resultados, y a partir de ello,
inferir grados de tolerancia o susceptibilidad al déficit hidrico.

En primer lugar, se determinaron las diferencias estadisticas entre los tratamientos,
mediante analisis de varianza de dos vias (ANOVA), seguido por un test de Tukey's (p <
0,05); esto fue realizado por cada cultivar en los casos donde se obtuvieron mediciones a
través del tiempo (s6lo para RWC y Fv/Fm) y en otros casos, sélo a la sexta semana de
tratamiento para todos los cultivares (5'3C, contenido de prolina y expresion relativa de
genes candidatos). Todo esto se llevé a cabo con el programa STATISTICA 8.0 (StatSoft,
USA), previa verificacion de los supuestos de normalidad. Ademas, se obtuvieron las
diferencias (delta) de las variables medidas en condicion de estrés respecto de la condicion
control, a partir de los promedios de cada caso. De esta manera, se compararon las
magnitudes de las diferencias de cada variable respuesta en el tiempo.

Para la integraciéon de las variables de respuestas medidas a la sexta semana de
estrés (RWC, Fv/Fm, 3'3C y contenido de prolina) en los distintos tratamientos, se realizo
un analisis de componentes principales (PCA) para determinar si existen diferencias entre

los tratamientos (control y estrés), asi como también, entre cultivares NHB y SHB
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sometidos a estrés hidrico. Como factores de agrupacion se utilizaron los cultivares y
tratamiento (control y estrés) y el tipo de cultivar (NHB y SHB) solo considerando plantas
estresadas. Para esto, se utilizd el programa StatGraphics Centurion XV (StatPoint
Technologies, USA). Ademas, se generé una ecuacion para proporcionar una estimacion
general del desempefio de los cultivares usando los valores de RWC, Fv/Fm, 8°C vy
contenido de prolina, transformando los valores de cada variable a una escala de 0 a 1. Se
consider6 una ponderacion de 0,3 para RWC, Fv/Fm y §3C, debido a que son factores mas
relevantes en cuanto al desempefio de las plantas y una ponderacion de 0,1 para el

contenido de prolina. El desempefio del cultivar (Dc) fue calculado de la siguiente manera:

Desempefio = [(0,3*RWC) + (0,3*Fv/Fm) + (0,3* §*3C) + (0,1*Prolina)]*100
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Tabla 3.1 Partidores usados en los analisis de expresion génica. Se indican partidores para genes
candidatos de la familia LEA y genes normalizadores. Los nimeros de identificacion no subrayados
corresponden a secuencias disponibles en Genbank y los subrayados corresponden a secuencias

publicas disponibles y asociadas a proyectos de secuenciacion de ardndano. Partidores reportados

por *Walworth et al., (2012); **Zifkin et al., (2012); *** Vashisth et al., (2011).

Nombre del

gen candidato

NUmero de

identificacion

Secuencia de partidores

Dehidrina 1 AF030180.1 FW-5'- GGTGGTGGTGCTGATAAG-3'
RV-5-GACGTGATGATGAATCAATCTAAT-3'
Dehidrina 2 AY660960.1 FW-5'- ATC TCT AGG TGT GGA CAG-3'
RV-5-AGCACT CTTCTCATTTCTTT-3'
Dehidrina3 ™ AY660959.1 FW-5’-CGCGGCGATTAGATCGAA-3’
RV-5’-AGCTAGCGTAGAGGCGGAAA-3’
Leal CUFF.38534.1 F-5-CACATTATTGTTGTCGTACTAT-3'
R-5'- ACAAGATAGAAGGGAATCAC-3'
Lea 2 contig07652 F-5'- GATAAACACCAAAACTGAAGA-3'
R-5'- GGTCAAATCCAAACAAATATAAC-3'
Lea 3 contig13365 F-5-GTTTGTTTGTAACTCCATCA-3'
R-5-TTAAATATCAGAAACCAAGGTAC-3'
RD22 gene.g32217.t1.1 FW-5’- CCACAAGACCACCACCACAA-3’
RV-5’- ACACAGCCACTGCCTTAGC-3’
GAPDH (**) - FW-5-GGTTATCAATGATAGGTTTGGCA-3’

UBQ3b (***)

RV-5’- CAGTCCTTGCTTGATGGACC-3’
FW-5’-CCTCCACTTGGTGCTCCGT-3’
RV-5’-AGATGAGCCTCTGCTGATCCG-3’

ACT7 (***)

FW-5’-TGGTCCATCCATTGTCCACAGGAA-3’
RV-5’-TATGCCCTTCCAGTTGCAATCACC-3’
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3.3. Resultados

Contenido relativo de agua

El contenido relativo de agua (RWC) disminuyo significativamente en todos los cultivares
bajo el tratamiento de estrés, a lo largo de un periodo de 6 semanas (Figura 3.1). Los
valores arrojados por el ANOVA, analizando por cultivar, se pueden apreciar en la Tabla
S.1, donde se evidencié que, para todos los cultivares, el riego tuvo un efecto significativo
(p < 0,05) sobre el RWC. EI tiempo también tuvo un efecto significativo (p < 0,05) sobre el
RWC, excepto para Elliott y Sharpblue (p = 0,52 y p = 0,92, respectivamente).

En la mayoria de los cultivares, la disminucion del RWC se hace evidente entre las
4y 6 semanas de iniciado el experimento (Figura 3.1). Si se comparan los resultados a la
semana 6, el cultivar que presentd la disminucion mas dréstica fue Brigitta, donde las
plantas estresadas alcanzaron un 61,7% en promedio, versus, un 91,5% de RWC de las
plantas control a la sexta semana de tratamiento. Por el contrario, los cultivares donde se
mantuvieron valores de RWC muy similares durante todo el tiempo del experimento
(plantas estresadas versus control) fueron Elliott, Oneal y Sharpblue. Para el caso de Elliott,
las plantas estresadas alcanzaron un 86,6% de RWC, mientras que las plantas control un
92,6%. Oneal obtuvo un 82,3% de RWC en plantas estresadas y un 91% en plantas control
y Sharpblue alcanz6 como promedio para plantas estresadas un 78,5% y un 88,8% de RWC
en plantas control.

Al analizar las diferencias porcentuales entre las plantas estresadas respecto de las
plantas control, en los distintos tiempos de mediciones (2, 4 y 6 semanas, respectivamente),
se pudo observar que el cultivar Elliott es quien presenta la menor variacion del RWC
durante todo el tiempo del experimento, esto es, alrededor de un 6% de diferencia entre
plantas control y estresadas (Figura 3.2). Luego, sigue el cultivar Oneal, quien a la segunda
semana mostrd una diferencia cercana al 5%. Este mismo cultivar mostr6 una diferencia de
un 9% aproximadamente a la cuarta y sexta semana de tratamiento. En el caso del cultivar
Sharpblue, se observaron diferencia respecto al control de un 2% aproximadamente

(segunda y cuarta semana); a la sexta semana alcanz6 un 10% (Figura 3.2).
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Figura 3.1. Contenido relativo de agua (RWC) de cultivares de arandanos durante un periodo de 6
semanas. Plantas condicion control regadas con 300 ml de agua y condicion de estrés regadas con
150 ml de agua. NHB: arandano arbusto alto del norte, SHB: arandano arbusto alto del sur. Se
indican las barras de error estandar. Las letras indican las diferencias entre tratamientos. *

representa diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos en un mismo tiempo.
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Los cultivares Bluegold y Biloxi presentaron diferencias porcentuales similares a la sexta
semana de estrés, esto es, aproximadamente un 15% de diferencia entre plantas estresadas
respecto al control (Figura 3.2) y durante la segunda y cuarta semana, se comportaron
similar a lo descrito para los cultivares mencionados en el parrafo anterior. Por ultimo, el
cultivar Brigitta es quien presento las mayores diferencias entre plantas estresadas y plantas

control, alcanzando un 30% de diferencia respecto al control a la sexta semana (Figura 3.2).

NHB SHB
40- | || |

35 E=E 2 semanas
3 4 semanas
304 -
=3 6 semanas

25+

204

Diferencia respecto al control (%)

Figura 3.2. Diferencias porcentuales del contenido relativo de agua de cultivares de arandano a las
2, 4 'y 6 semanas de estrés respecto de la condicion control. NHB: arandano arbusto alto del norte

(Elliott, Bluegold, Brigitta); SHB: arandano arbusto alto del sur (Biloxi, Sharpblue, Oneal).
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Fluorescencia de la clorofila

El rendimiento fotoquimico del fotosistema Il (Fv/Fm) disminuyé principalmente, entre la
cuarta y sexta semana de estrés, en todos los cultivares de arandano estudiados (Figura 3.3).
El ANOVA realizado por cultivar (Tabla S.2), revel6 que el riego tuvo un efecto
significativo (p < 0,05) sobre el Fv/Fm, excepto en el cultivar Biloxi (p = 0,98). Asimismo,
el tiempo tuvo un efecto significativo en el Fv/Fm (p < 0,05) en todos los cultivares. Es
interesante observar lo que ocurre en Biloxi donde, si bien disminuye el Fv/Fm a través del
tiempo, no existe variacion entre plantas estresadas y control (Figura 3.3).

El Fv/Fm de plantas control de Bluegold, Sharpblue y Oneal se encuentran dentro
de los rangos esperados para plantas no estresadas, esto es, valores superiores a 0,7
(Maxwell & Johnson, 2000); sin embargo, en los cultivares Biloxi, Elliott y Brigitta los
valores son levemente inferiores (0,65; 0,64 y 0,62; respectivamente). Para el caso de
plantas sometidas a estrés, las del cultivar Bluegold alcanzaron el valor promedio més bajo
de Fv/Fm (0,31), seguido por Elliott y Oneal (0,43 y 0,47). Biloxi y Sharpblue obtuvieron
valores promedios de 0,64 y 0,55, respectivamente. Es importante sefialar, que las plantas
estresadas del cultivar Brigitta, arrojaron valores bajisimos para este parametro, indicando
que podrian estar muy estresadas.

Cuando se analizaron las diferencias que existen entre las plantas estresadas
respecto de las plantas control, se observé que el cultivar Biloxi presentd la menor
variacion de Fv/Fm durante todo el tiempo del experimento, seguido por Sharpblue y Oneal
(Figura 3.4). Elliott, Bluegold y Brigitta fueron los cultivares que mostraron mayores

diferencias del Fv/Fm de plantas estresadas, a la sexta semana de tratamiento (Figura 3.4).
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Figura 3.3. Rendimiento fotoquimico del PSII (Fv/Fm) en los cultivares de arandanos estudiados
en un periodo de 6 semanas con riego diferenciado. Plantas condicion control regadas con 300 ml
de agua y condicion de estrés regadas con 150 ml de agua. NHB: arandano arbusto alto del norte,
SHB: arandano arbusto alto del sur. Se muestran las barras de error estandar. Las letras indican las
diferencias entre tratamientos. (*) representan las diferencias estadisticamente significativas entre

tratamientos en un mismo tiempo.
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Figura 3.4. Diferencias en el rendimiento fotoquimico del PSIlI (Fv/Fm) en los cultivares de
arandano a las 2, 4 y 6 semanas de estrés respecto de la condicion control. NHB: arandano arbusto
alto del norte (Elliott, Bluegold, Brigitta); SHB: arandano arbusto alto del sur (Biloxi, Sharpblue,
Oneal).

Composicion y discriminacion isotopica del *C

La composicion isotopica del 13C (5!3C) fue distinta entre los cultivares estudiados y hubo
variacion entre plantas control y estresadas a la sexta semana de tratamiento (Figura 3.5).
Los valores promedios de las plantas control fluctuaron desde -25,5 a -28,72 (%o), Yy
corresponde a los cultivares Biloxi y Sharpblue, respectivamente. Las plantas bajo
condiciones de estrés moderado, evidenciaron una composicién entre -22,9 y -26,6 (%o), y
corresponden a Brigitta y Sharpblue, respectivamente (Figura 3.5). EI ANOVA mostré que
el riego tuvo un efecto significativo sobre la discriminacion isotopica (p < 0,05) y que estas
diferencias son significativas en cada cultivar estudiado (Tabla S.3).

A partir de los valores de composicion isotopica obtenidos, se calculd la discriminacion
isotdpica (A*C) para cada cultivar y tratamiento, de acuerdo a la formula sefialada en la
metodologia. En condiciones de estrés hidrico, el cultivar que discriminé mas contra el *3C
fue Sharpblue y el que discrimind menos fue Brigitta (Figura 3.6 a), ya que valores mas
alejados de cero indican que la planta discrimina mas contra el is6topo pesado (**C), esto
quiere decir, que en la cavidad subestomatica estara enriquecido con 2CO;, y valores mas

cercanos a cero indican que la planta discrimina menos contra el *3C, por lo que en la
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cavidad subestomatica habra una mayor proporcion de **CO,. Asimismo, el céalculo de la
diferencia de la A*C entre plantas control y tratamiento por cada cultivar (Figura 3.6 b),
mostré que el cultivar con mayor diferencia fue Brigitta comparado con el resto de

cultivares que mostraron una diferencia similar entre ellos.
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Figura 3.5. Composicion isotépica del *C (%o0) de los cultivares de ardndano a la semana 6 de
estrés. Circulos negros indican plantas en condicion control (regadas con 300 ml de agua) y circulos
blancos muestran plantas sometidas a estrés hidrico moderado (regadas con 150 ml de agua). Se
muestran las barras de error estandar. * representan las diferencias estadisticamente significativas

entre tratamientos en un mismo tiempo.
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Figura 3.6 a) Discriminacion isotopica del 13C (%o) de los cultivares de ardndano a la semana 6 de
estrés. Circulos negros indican plantas en condicion control (regadas con 300 ml de agua) y circulos
blancos muestran plantas sometidas a estrés hidrico moderado (regadas con 150 ml de agua). Se
muestran las barras de error estdndar. * representan las diferencias estadisticamente significativas
entre tratamientos en un mismo tiempo. b) Diferencias entre control y estrés respecto de la A*C en

cada cultivar.

Contenido de prolina

Cuando se midio el contenido de prolina a la sexta semana de tratamiento, se observd un
aumento en la acumulacion de este osmolito en las plantas sometidas a estrés moderado,
respecto de las plantas control (Figura 3.7). EI aumento se observd en todos los cultivares
de ardndano estudiados. Sin embargo, el cultivar que mostré una mayor acumulacion en
condiciones de estrés fue Sharpblue y el que acumulé menos prolina fue Oneal (Figura 3.7).
El aumento en la acumulacion de prolinas en plantas estresadas alcanzo el doble o triple de
la concentracion, respecto de las plantas control. EI ANOVA revel6 que el riego tiene un
efecto significativo sobre la acumulacion de prolina (p < 0,05) y que las diferencias

observadas son significativas en todos los cultivares de arandano evaluados (Tabla S.3).
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Figura 3.7. Concentracion de prolina en los cultivares de ardndano, medida a la sexta semana de
experimento. Plantas en condicién control, regadas con 300 ml de agua (barras blancas) y plantas
bajo estrés moderado, regadas con 150 ml de agua (barras grises). Se muestra el error estandar en
cada barra. * representan las diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos en un

mismo tiempo.

Cuando se calcularon las diferencias entre el contenido de prolina de las plantas
estresadas respecto al control (Figura 3.8), se pudo observar que para los cultivares del
grupo NHB (Elliott y Bluegold, y en Brigitta), las diferencias de las plantas estresadas
respecto al control son similares entre ellos. Por el contrario, en los cultivares del grupo
SHB, las diferencias respecto al control son mayores; particularmente, el cultivar Sharpblue
mostro la mayor diferencia respecto al control. Sin embargo, el cultivar Oneal evidencio la
menor diferencia respecto al control, lo cual esta correlacionado con la menor acumulacion

de prolina en plantas estresadas.
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Figura 3.8. Diferencias respecto al control en el contenido de prolina de los cultivares de arandano
a la semana 6 de tratamiento de estrés. NHB: arandano arbusto alto del norte, SHB: arandano
arbusto alto del sur.

Andlisis de componentes principales y estimacion del desempefio de los cultivares

Los resultados del analisis de componentes principales permitieron integrar las variables de
respuestas medidas en condiciones de déficit hidrico y de esta manera, que nos permitiera
separar entre cultivares o grupos (NHB y SHB. Como factores de agrupacion se utilizaron
los cultivares y tratamiento (control y estrés) (Figura 3.9 a) y el tipo de cultivar (NHB y
SHB) solo considerando plantas estresadas (Figura 3.9 b).

En la Figura 3.9a, se puede observar que el componente 1 aporté 81,9% de la
varianza de los datos y el componente 2 aportd 9,2%, que en total estarian explicando el
91,1% de la varianza de los datos. Resulta interesante sefialar, que el andlisis de
componentes separ6 claramente a las plantas control (lado positivo del PC2) y las plantas
sometidas a estrés hidrico moderado (lado negativo del PC1). Por otro lado, en la Figura
3.9b, se observa que el componente 1 aportd el 60,8% de la varianza y el componente 2 el
23,8% de la varianza de los datos, que en total representan el 84,6%. En este caso, al

realizar el analisis de componentes s6lo con plantas estresadas y considerando el tipo de
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cultivar como factor de agrupacion, no se distingue un patron claro que separe NHB y
SHB, ya que los cultivares-segun origen- se distribuyen en ambos componentes. Sin
embargo, los cultivares NHB se distribuyen cercano al eje (X), mientras que los cultivares

SHB se separan con tendencia al eje (YY) (Figura 3.9b).

En cuanto a la estimacion del desempefio de cada cultivar, los resultados obtenidos
para cada cultivar en los respectivos tratamientos, permitié generar una categorizacion de
ellos en funcion de las variables de respuesta medidos a la sexta semana. En condiciones
control, el cultivar que tuvo el mejor desempefio fue Sharpblue (Dc=41,96%) y el cultivar
que tuvo el menor desempefio fue Brigitta (Dc=37,7%). Por el contrario, en condiciones de
estrés hidrico moderado, el cultivar que tuvo mejor desempefio fue Biloxi (Dc=36,26) vy el
que tuvo el peor desemperio, coincidente con lo ocurrido en condiciones control, fue el
cultivar Brigitta (Dc=13,29%) (Tabla 3.4). Cabe sefialar que el patron observado como
mejor y peor cultivar en condiciones control y bajo estres, fue el mismo utilizando distintas

ponderaciones a las variables de respuesta en la ecuacion del calculo del desempefio.

60



PC2
9.2%

4 5
-3
4
-5
4
b PC2
23.8%
3
2
SHB-B
PC1 ? .SHB—SB
60.8% ® NHB-E
0
-4 2 1 *oNHB-Bg 2 3 4
NHB-Br

-1

® SHB-On

Figura 3.9. Andlisis de componentes principales (PCA) realizado con las variables fisioldgicas
medidas. a) PCA que representa los cultivares de ardndano a la sexta semana de tratamiento
(plantas control encerradas con circulo rojo y plantas estresadas encerradas con circulo azul), b)
PCA que representa a las plantas estresadas de los cultivares de arandano y su origen (NHB:
arandano arbusto alto del norte, SHB: arandano arbusto alto del sur) a la sexta semana de

tratamiento. Br: Brigitta, Bi: Biloxi, SB: Sharpblue, Bg: Bluegold, E: Elliott, On: Oneal.
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Tabla 3.4: Desempefio de los cultivares (%) calculado a partir de las variables fisioldgicas medidas
a la sexta semana de tratamiento (RWC, Fv/Fm, 8°C y Contenido de prolina). Se destacan en

negrita los cultivares con mejor y peor desempefio en condicion control y estrés.

Cultivar Desempefio % Cultivar Desemperio %
Control Estrés

Sharpblue (SHB) 0,41954 41,96 Biloxi (SHB) 0,36256 36,26
Oneal (SHB) 0,41573 41,57  Sharpblue (SHB) 0,33699 33,70
Bluegold (NHB) 0,40688 40,69 Elliott (NHB) 0,33389 33,39
Elliott (NHB) 0,39443 39,44 Oneal (SHB) 0,32229 32,23
Biloxi (SHB) 0,39010 39,01 Bluegold (NHB) 0,26773 26,77
Brigitta (NHB) 0,37700 37,70 Brigitta (NHB) 0,13288 13,29

Expresion relativa de genes de la familia LEA

Mediante la busqueda de secuencias nucleotidicas en bases de datos disponibles para
arandano (transcriptomas y librerias de EST), se identificaron, en una primera etapa, 40
secuencias candidatas putativamente anotadas como proteinas LEA. El analisis posterior de
ellas permitio filtrar secuencias duplicadas, asi como secuencias contenidas dentro de otras.
Se obtuvo un total de 18 secuencias diferentes sobre las cuales se disefiaron los partidores
en la region 3’-UTR. Los partidores fueron evaluados en un pool de cDNA de cultivares de
arandano, logrando amplificar un total de 6 secuencias (Tabla 3.3). Ademas, se obtuvo un
putativo gen marcador de estrés (RD22: dehydration-responsive protein), a partir de las
secuencias disponibles.

La clasificacion segin dominios conservados de las 7 secuencias que se utilizaron
para el analisis de expresion relativa, arrojé que la mayoria tuvo similitud con genes que
codifican para proteinas de la familia LEA (Tabla 3.5). Los genes candidatos denominados
como dehidrina 1, dehidrina 2 y dehidrina 3 fueron clasificadas dentro de “Dehydrin
superfamily”. Lea 1 fue clasificado como “Late embryogenesis abundant protein LEA4”;
Lea 2 dentro del grupo “Late embryogenesis abundant protein LEA3” y Lea 3 fue
clasificada como “Laminin Domain II”. Por ultimo, el gen candidato RD22 fue clasificado
como una “BURP (RD22) containing domain protein”. Por lo tanto, esta clasificacion

basada en la busqueda de dominios conservados, permitid relacionar estos genes candidatos
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con secuencias homologas descritas en otras especies y confirmar que las secuencias
estudiadas corresponden a putativos genes que codifican para proteinas LEA y para el gen
marcador de estrés RD22.

Para el analisis de expresion diferencial de los putativos genes codificantes de
proteinas LEA, se evaluaron 3 genes normalizadores: GAPDH, ACT7 y UBQ3b. Se
determind cual de estos genes tuvo expresion mas estable, utilizando el programa basado en
Excel, NormFinder (Andersen et al, 2004). Los resultados de este analisis arrojaron que el
gen normalizador més estable fue ACT7. Por lo tanto, los niveles de expresion relativa de

los genes candidatos fueron normalizados con ACT7 (Figura 3.10).

Tabla 3.5. Clasificacion de los genes candidatos empleados en el analisis de expresién relativa
mediante gRT-PCR. Se indica el nombre del candidato (designado en este trabajo), la anotacién
correspondiente indicada en la base de datos desde donde se extrajo la secuencia, clasificacion

segin dominios conservados (Pfam) y el identificador de la secuencia.

Nombre gen Anotacion en bases de Clasificacion segiin dominios  E-value Identificador de
candidato datos conservados secuencia
Dehidrina 1 Dehydrin 1 (bbdhnl) Dehydrin superfamily 7.5e-19 AF030180.1
Dehidrina 2 COR11 (bbdhn7) Dehydrin superfamily 2.3e-17 AY660960.1
Dehidrina3  14-kDa dehydrin (bbdhn6) Dehydrin superfamily 2.3e-03 AY660959.1
Leal Late embryogenesis Late embryogenesis abundant  1.0e-019  CUFF.38534.1
abundant protein Dc3 protein LEA4
Lea2 Late embryogenesis Late embryogenesis abundant  8.3e-20 contig07652
abundant protein Lea5 protein LEA3
Lea3 Late embryogenesis Laminin Domain Il 3.4e-03 contig13365
abundant protein
RD22 Dehydration-responsive BURP (RD22) containing 9.72e-93 gene.g32217.t1.1

protein RD22

domain protein

Los niveles de expresion relativa, medidos a la sexta semana de estrés hidrico,

variaron entre los cultivares de arandano estudiados (Figura 3.10). El gen candidato

dehidrina 1 mostré un aumento en los niveles de transcritos en la condicién de estrés
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respecto a la condicidn control en todos los cultivares, siendo mayor la induccion en los
cultivares Brigitta, Sharpblue y Oneal (Figura 3.10). Para el gen candidato dehidrina 2, dos
cultivares no evidenciaron induccion (Elliott y Oneal), a diferencia de los restantes
cultivares que aumentan los niveles de acumulacion de transcritos (Figura 3.10). En el caso
del gen candidato dehidrina 3, hubo acumulacion de transcritos en casi todos los cultivares,
excepto en Biloxi, donde los niveles de expresion relativa en condicion de estrés fue igual
al control (Figura 3.10).

El gen Lea 1 mostré induccion en todos los cultivares, excepto en Sharpblue (Figura
3.10). Los niveles de expresion relativa del gen Lea 2 mostrd un aumento significativo en
los cultivares Elliott, Biloxi y Oneal, situacion distinta a los cultivares Brigitta y Sharpblue,
donde no se observé un aumento de transcritos. En el caso del cultivar Bluegold hubo una
leve induccion del gen (Figura 3.10). El candidato Lea 3 mostro un aumento de los niveles
de transcritos en todos los cultivares (Figura 3.10). Por ultimo, el gen candidato RD22
mostrd una induccion, principalmente en el cultivar Brigitta y Biloxi. Por el contrario, en el
cultivar Sharpblue hubo una reduccion en su expresion (Figura 3.10).

El ANOVA mostré que, a la sexta semana de tratamiento, el riego tiene un efecto
significativo en la expresion relativa de los distintos genes candidatos (p < 0,05) (Tabla
S.4). Las diferencias observadas en la expresion relativa de genes fueron significativamente
distintas segun el cultivar (p < 0,05); sin embargo, esto no fue asi para el candidato Lea 3
(p=0,14) (Tabla S.4).
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Figura 3.10. Expresion relativa de genes candidatos de la
familia LEA y RD22, normalizado con ACT7, a la sexta

semana de estrés por déficit hidrico. Barras blancas
indican condicién control y barras grises condicién de
estrés. Se muestra el error estdndar en cada barra. *
representan diferencias estadisticamente significativas

entre tratamientos en un mismo tiempo.
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3.4. Discusion

Tolerancia o susceptibilidad de cultivares de arandano a condiciones de déficit hidrico
La falta de agua es uno de los factores ambientales que afecta el rendimiento de las especies
de cultivo, ya que su escasez afecta tanto la formacion de biomasa como la calidad de los
frutos, generando grandes pérdidas a nivel mundial (Lopez et al., 2012). Las respuestas de
las plantas al déficit hidrico pueden ser medidas y cuantificadas, a través de distintas
aproximaciones. En nuestro estudio se evaluaron parametros fisiol6gicos de seis cultivares
de ardndano (V. corymbosum) en respuesta a estrés hidrico, lo que evidencio que el déficit
hidrico tiene un efecto sobre el desempefio de las plantas y que existen diferencias entre
cultivares, siendo algunos mas sensibles que otros a la falta de agua.

La medicion del contenido relativo de agua es un método directo que permite
estimar el contenido de agua de una muestra, en este caso tejido foliar, respecto de la
cantidad maxima de agua que puede retener en condiciones de maxima turgencia. En
general, los valores de RWC fluctdan entre un 98% (hojas turgentes) y un 40% (hojas con
deshidratacion severa). En la mayoria de las especies de cultivo, el RWC cercano al punto
de marchitamiento es de alrededor del 60 a 70% (Retamales & Hancock, 2012). En este
trabajo, las plantas control de todos los cultivares de arandano tuvieron un RWC cercano al
90% durante el desarrollo del experimento (Figura 3.1); mientras que en plantas estresadas
(Figura 3.1) el RWC fluctuo entre un 61,7% (Brigitta) y un 86,6% (Elliot). Esto sugiere que
el cultivar mas sensible a la falta de agua es Brigitta (NHB) y que el més tolerante seria
Elliot (NHB), ya que pierde menos agua en condiciones de déficit hidrico. De acuerdo a
esta variable, dentro del grupo NHB se encontraria un cultivar tolerante y uno sensible. Sin
embargo, las diferencias en cuanto a la magnitud de la respuesta muestran que los
cultivares NHB difieren mas entre ellos que los SHB, excepto Elliott, quien se comporto de
manera estable durante todo el tiempo de duracion del ensayo (Figura 3.2).

Resultados de RWC reportados por Panta et al. (2001) para dos cultivares, Bluecrop
(V. corymbosum) y Premier (V. ashei) sometidos a estrés hidrico, mostraron que la mayor
disminucion del RWC fue en el cultivar Bluecrop respecto de Premier creciendo bajo las
mismas condiciones (misma maceta). Incluso, una vez volviendo a regar, Premier logra
recuperarse completamente a diferencia de Bluecrop que no lo hace y muere. Estos datos

sugieren que Bluecrop, que es un cultivar NHB, es menos tolerante a la desecacion en
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comparacién con Premier, que es un cultivar de ardndano ojo de conejo (V. ashei), especie
que se ha mencionado como mas tolerante a déficit hidrico respecto de V. corymbosum
(Estrada et al., 2015; Panta et al., 2001).

En relacién al rendimiento fotoquimico del fotosistema Il (PSII), determinado a
través de la relacion Fv/Fm, también se observaron diferencias significativas entre los
cultivares estudiados, en donde el Fv/Fm decay0, principalmente, entre la cuarta y sexta
semana de estrés (Figura 3.3). La relacion Fv/Fm cuantifica la excitacion de los pigmentos
accesorios y clorofila a en el PSIl producto de la luz y que luego son usadas
fotoquimicamente para realizar fotosintesis (Nobel, 2005). Este parametro permite estimar
el desempefio del aparato fotosintético, donde los valores en plantas no estresadas oscilan
entre 0,76 a 0,83, mientras que en plantas estresadas puede llegar a valores inferiores a 0,50
(Maxwell & Johnson, 2000; Osorio et al., 2014). Para los cultivares aqui estudiados, los
valores de Fv/Fm registrados para plantas estresadas fluctuaron entre 0,31 (Bluegold) y
0,64 (Biloxi) (Figura 3.3). Interesantemente, los valores de Fv/Fm medidos en Brigitta
fueron cercanos a 0, sugiriendo que este cultivar presenté una muy baja o nula actividad
fotosintética, que pudo sufrir dafio por luz y que seria un cultivar extremadamente sensible
al estrés hidrico. Mientras que Biloxi seria un cultivar sensible al déficit hidrico, ya que el
Fv/Fm se encuentran dentro de los esperado para plantas estresadas y para Bluegold esta
por debajo de lo esperado (Figura 3.3), sugiriendo que seria un cultivar muy sensible al
estrés segun esta evaluacion. Las diferencias entre grupos (Figura 3.4) sugieren que los
cultivares SHB tienden a ser menos perjudicados en el rendimiento fotoquimico del PSII
bajo condiciones de déficit hidrico, dado que la magnitud de las diferencias entre plantas
control y estresadas son bajas en comparacion con los NHB.

Estrada et al. (2015) reportaron parametros asociados a fluorescencia de la
clorofila en cultivares de arandano NHB y SHB creciendo bajo condiciones de invernadero,
donde se simuld estrés hidrico. Bluegold, Elliott y Liberty (NHB) alcanzaron valores de
Fv/Fm de 0,52, 0,59 y 0,59 respectivamente. Por el contrario, cultivares Bluecrisp, Jewel y
Star (SHB) obtuvieron valores de 0,58, 056 y 0,62, respectivamente. Esto indicaria que los
cultivares SHB son afectados en menor medida por el estrés hidrico respecto de los NHB,
de acuerdo con los cultivares estudiados (Estrada et al., 2015). La informacién entregada

por estos autores concuerda con lo obtenido en esta tesis, ya que, si bien se evaluaron
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cultivares distintos (excepto Bluegold y Elliott), la tendencia se mantendria, sugiriendo que
los cultivares NHB son mas sensibles y que los SHB son mas tolerantes a déficit hidrico.

Por otro lado, la utilizacién de la discriminacion isotdpica del carbono (A'®C) para
estimar el uso eficiente del agua (EUA) ha demostrado que, en general, las plantas mas
eficientes en el uso del agua debieran tener valores de discriminacion isotopica del 3C
menores (Berriel et al., 2014). Para los cultivares de aradndanos estudiados, se pudo
observar que la ABC disminuyé para todos los cultivares de ardndano en condicion de
estrés respecto de sus controles (Figura 3.6a), lo que puede ser atribuido a un cierre parcial
o completo del estoma frente al déficit hidrico, lo que a su vez limita la difusion del CO, y
del H20, resultando en una menor A*C (Kumar & Sing, 2009). Sin embargo, se observaron
variaciones entre cultivares cuando se llevd a cabo el célculo de las diferencias entre
control y estrés (Figura 3.6b). En este experimento, se observé que el cultivar Brigitta fue
quien tuvo el mayor delta entre ambas condiciones, por lo que es plausible pensar que
Brigitta es aquel cultivar que presenta una menor discriminacion contra el °C en
condiciones de estrés. A su vez, estos resultados sugieren que este cultivar seria el mas
eficiente en el uso del agua. Por el contrario, el resto de los cultivares discriminaron de
manera similar (en relacion al delta, Figura 3.6b). Especificamente, Biloxi fue el cultivar
que tiene la diferencia méas pequefia entre control y tratamiento, por lo que seria el que méas
discrimin6 contra el 3C bajo estrés hidrico y por ende, seria el cultivar menos eficiente en
el uso del agua, con respecto a los otros cultivares estudiados en esta tesis.
Interesantemente, los cultivares del grupo SHB (Biloxi, Sharpblue y Oneal) discriminaron
de manera similar entre ellos (en relacion a la diferencia entre control y tratamiento)
(Figura 3.6b), semejante a lo que ocurre con el cultivar Elliott (NHB). Esto sugiere que los
SHB pudiesen ser mas tolerantes al déficit hidrico y que dentro de los NHB, el cultivar
Elliott es mas tolerante respecto de los otros cultivares estudiados.

La gran variabilidad entre los cultivares en cuanto a A'C, tanto en plantas de
condicion control como déficit hidrico, sugiere que existe variabilidad genotipica o entre
genotipos para la discriminacion isotopica del carbono, lo que también se ha observado en

otras especies sometidas a estrés hidrico (Adiredjo et al., 2014; Kumar & Singh, 2009).
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Acumulacion de prolina en respuesta a condiciones de déficit hidrico

Uno de los mecanismos utilizados por las plantas bajo condiciones de estrés por sequia es
la sintesis de solutos compatibles, como la prolina; esto permite prevenir la pérdida de agua
en las células y mantener el turgor (Bhargava & Sawant, 2013). En plantas bajo estrés
osmotico, se ha observado un aumento en el contenido de prolina comparado con plantas
control y dicho aumento dependeria de la severidad del estrés aplicado (Naik et al., 2011).
Los cultivares de ardndano estudiados en esta tesis mostraron un incremento significativo
del contenido de prolina a la sexta semana de estrés respecto del control (Figura 3.7). Sin
embargo, hubo variacion en los niveles de prolina acumuladas entre cultivares (Figura 3.7).
Las plantas del cultivar Oneal en condiciones de estrés tuvieron la menor acumulacion de
prolina, en relacion a las plantas de los otros cultivares bajo la misma condicion. Esto
podria sugerir que la acumulacion de prolina no tendria un rol tan significativo como
osmolito protector en este cultivar (Naik et al., 2011) y que, ademas, Oneal puede tener una
estrategia alternativa a este mecanismo para proteccion y tolerancia al estrés hidrico.

Las diferencias de las magnitudes entre plantas control y estresadas por grupo en la
acumulacion de prolina (Figura 3.8) mostraron que los NHB acumulan de manera similar
este osmolito, lo que podria indicar que este mecanismo de tolerancia es comun para todos
los cultivares de este grupo. Sin embargo, el grupo SHB muestra variabilidad entre sus
cultivares (Figura 3.8), siendo Sharpblue el cultivar que acumula mas prolina en
condiciones de estrés. Es probable que este osmolito juegue un papel importante en tolerar
la condicion de déficit hidrico en dicho cultivar, contrario a lo observado en Oneal y que

fue discutido anteriormente.

Integrando las respuestas fisioldgicas medidas

El andlisis de componentes principales que consider6 todas las variables fisioldgicas
medidas a la sexta semana de estrés por déficit hidrico, logro separar dos grupos de plantas:
estresadas y control (Figura 3.9a). A partir de esto, se confirma que el riego suministrado
tuvo efectos significativos en las plantas. Es interesante destacar que, dentro del grupo de
plantas estresadas, el cultivar Brigitta es quien se separa mas del resto de cultivares bajo la
misma condicion (Figura 3.9a), indicando que este cultivar es el méas sensible al déficit

hidrico.
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Cuando se considerd el tipo de cultivar (NHB o SHB) sélo para plantas estresadas,
no fue posible separar SHB y NHB en dos grupos claramente definidos (Figura 3.9b), por
lo que, aparentemente, existe una alta variabilidad de los cultivares en cuanto a los
mecanismos de respuesta al estrés por déficit hidrico. Sin embargo, existe una ligera
tendencia distribucion, en donde los cultivares NHB estan mas cercanos al eje (Y) y los
SHB mas cercanos al eje (X), pero en ambos casos, se encuentran presentes en distintos
componentes espaciales.

Con respecto al calculo del desempefio de los cultivares (Tabla 3.4), los resultados
evidenciaron que el cultivar con mejor desempefio en condiciones control, de acuerdo a las
variables de respuesta medidas, fue el cultivar Sharpblue y el que tuvo el peor desempefio
fue Brigitta. Sin embargo, al obtener el desempefio en condiciones de estrés, el mejor
cultivar fue Biloxi y el peor fue Brigitta. Esto sugiere que Brigitta es un cultivar que podria
presentar un bajo desempefio, tanto en condiciones de riego adecuado como en un futuro
escenario de cambio climatico con menor disponibilidad hidrica. Por otro lado, y de
acuerdo a los resultados obtenidos en esta tesis, es posible proponer que el cultivar Biloxi
tendria un mejor desempefio en escenarios de déficit hidrico. Sin embargo, esta
aproximacion requiere ser complementada con la medicion de un mayor nimero de
variables de respuesta, ya sean respuestas fisiologicas (por ejemplo, conductancia
estomatica, intercambio gaseoso, tasa fotosintética, entre otras) o relacionadas a la
produccion de fruto (como, por ejemplo, nimero de frutos, tamafio del fruto, cualidades
organolépticas, entre otras). Por lo tanto, una forma de robustecer el modelo predictivo de
desempefio de los cultivares obtenido en esta tesis es mediante la medicion e integracién de

un mayor nimero de variables de respuesta.

Acumulacion de transcritos de putativos genes que codifican para proteinas LEA en
respuesta a estrés por déficit hidrico

La familia de proteinas LEA (late embryogenesis abundant) se acumulan durante los
ltimos estadios de maduracién de la semilla y durante déficit hidrico en Organos
vegetativos, lo que sugiere un papel protector durante limitaciones hidricas (Amara et al.,
2014; Battaglia et al., 2008; Hundertmark & Hincha, 2008; Magwanga et al., 2018). En

base a los resultados de los analisis bioinformaticos en esta tesis, se encontraron putativas
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secuencias de genes que codifican para proteinas LEA (Tabla 3.5). La clasificacion, basada
en la busqueda de dominios conservados, permitio identificar a qué grupo de LEAS
pertenecen los putativos genes candidatos, obteniendo que tres de ellos se clasifican como
“Dehydrin superfamily” y dos de ellos como LEA 3 y 4 (también LEA Il y LEA V),
respectivamente (Tabla 3.8).

Se ha descrito que la superfamilia de las Dehydrinas, indicada como Grupo 1l de
LEA segun Battaglia et al. (2008), cumplen diversas funciones bajo distintos tipos de estrés
abidtico: actividad chaperona, proteccion de membranas, crioproteccién, tolerancia a
metales pesados, secuestrador de radicales, tolerancia a congelamiento, tolerancia a estrés
salino y tolerancia a estrés hidrico (Banerjee & Roychoudhury, 2016). Para el caso de
proteinas LEA del grupo Ill y IV (Battaglia et al., 2008), se ha reportado una correlacion
entre mayores niveles de acumulacion de estas proteinas y/o sus transcritos y el inicio de
eventos de estrés, inducidos por bajas temperaturas, salinidad o deshidratacién (Banerjee &
Roychoudhury, 2016; Battaglia et al., 2008; Battaglia & Covarrubias, 2013; Gao & Lan,
2016; Liu et al., 2013). En consecuencia, las putativas proteinas LEAs identificadas en
nuestro trabajo, podrian tener un papel fundamental en tolerancia a estrés hidrico en los
cultivares de ardndano.

En arandano, las proteinas LEA han sido principalmente, identificadas y estudiadas
desde la perspectiva de la aclimatacion a frio, aunque también se han estudiado en
condiciones de estrés hidrico (Dhanaraj et al., 2005; Levi et al., 1999; Naik et al., 2007;
Parmentier-Line et al., 2002; Rowland et al., 2004). La acumulacion de transcritos de
VcDEH14 (Rowland et al., 2004) (dehidrina 3 en este trabajo) en yemas florales de
Bluecrop (NHB) fue mayor respecto de Premier (V. ashei), asi como también la
acumulacion de proteina VcDEH14, tanto en estrés por frio y estrés hidrico.

De acuerdo con los perfiles de expresion relativa (Figura 3.10), se observo que en
general, los genes candidatos se indujeron en las plantas de la mayoria de los cultivares
bajo condiciones de déficit hidrico respecto al control, a la sexta semana de tratamiento.
Ademas, la acumulacion de transcritos fue diferente entre cultivares y se observaron
diferencias entre NHB y SHB. En los cultivares NHB hubo mayor induccién de genes LEA
y dentro de ellos, Brigitta fue quien tuvo mayores incrementos en la acumulaciéon de

transcritos. Esto sugiere que la acumulacién de proteinas LEA responde a un evento de
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estrés hidrico prolongado, pudiendo ejercer un rol como agente protector de las células.
Alternativamente, Brigitta mostré ser mas sensible al estrés hidrico (de acuerdo con los
datos fisiologicos observados), por tanto, la sintesis de proteinas LEA se induce como un
mecanismo de respuesta. Para el caso de los otros cultivares NHB (Elliott y Bluegold) las
respuestas fisioldgicas sugieren que éstos serian mas tolerantes que Brigitta. Sin embargo,
la acumulacion de transcritos detectados no fueron tan elevados, excepto en algunos casos,
donde existieron diferencias estadisticamente significativas para genes candidatos puntales
(dehidrina 2 y Lea 3 para Bluegold, Lea 2 para Elliott).

Para los cultivares SHB, la mayor induccion de los genes candidatos estudiados
ocurre en Sharpblue y Oneal (Figura 3.10). Sin embargo, esto no ocurre con algunos genes
candidatos (por ejemplo, dehidrina 2 no se induce en Oneal, Lea 1 y 2 no se induce en
Sharpblue). En el caso de Biloxi, se observa acumulacion de transcritos de los distintos
genes candidatos, excepto del gen dehidrina 3, en donde no se aprecia induccion. Es
interesante destacar que los pardmetros fisiologicos sugieren que los cultivares SHB serian
mas tolerantes al estrés hidrico, respecto de los NHB, por lo que se hubiese esperado una
mayor acumulacion de transcritos en los cultivares SHB, como parte del mecanismo de
respuesta protector y que le confiere mayor tolerancia al estrés hidrico; sin embargo, esto
no fue asi de claro. Por lo tanto, podemos sefialar que las proteinas LEA pueden tener un
mayor o menor papel protector ante estrés hidrico, dependiendo del genotipo (cultivar)
estudiado.

Adicionalmente, es importante sefialar que los genes candidatos estudiados pudiesen
tener una induccion mas temprana ante condiciones de estrés hidrico y, por lo tanto, la
acumulacion de transcritos observada a la sexta semana no refleje el comportamiento
transcripcional de estos genes durante el desarrollo del evento de estrés. Otra posible
explicacion que permite dar cuenta de los perfiles de expresion relativa observados es la
variabilidad/composicion genética existente entre cultivares de ardndano, asi como también
el grado de tolerancia y/o susceptibilidad de cada cultivar. Es posible que las regiones

promotoras de estos genes pudiesen determinar una regulacion diferencial entre cultivares.
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3.5. Consideraciones finales

Los parametros fisiologicos evaluados, asi como la expresion relativa de genes candidatos
de la familia LEA en condiciones de estrés por déficit hidrico, permitieron determinar
diferencias en los cultivares de arandanos, siendo el cultivar Brigitta (NHB) el maés
sensible. En cuanto a la composicion genética de este cultivar, corresponde a 100% V.
corymbosum, lo que podria explicar su sensibilidad a estrés hidrico. Sin embargo, esta
caracteristica relacionada a la composicion genética no seria Gtil para identificar un cultivar
sensible respecto de uno tolerante. Esto debido a que Elliott, siendo también 100% V.
corymbosum y NHB, no tuvo las mismas respuestas y mas bien, se comporté como un
cultivar tolerante. Por el contrario, los cultivares mas tolerantes al déficit hidrico serian los
SHB, quienes en su composicién genética tienen aportes de otras especies del género
Vaccinium descritas como mas tolerantes a déficit hidrico, atributo que pudiese haber sido
transferido a los hibridos, por tanto, los SHB pudiesen ser mas tolerantes al déficit hidrico.
Sin embargo, los resultados de esta tesis sugieren que no seria posible generalizar el grado
de tolerancia de los SHB, ya que dentro de este grupo también hubo variacion (aunque en
menor grado) de las respuestas medidas entre los cultivares analizados. Una posible
explicacion para la variabilidad observada, es que los cultivares SHB son diferentes entre si
en cuanto a su composicién genética.

Por lo tanto, para identificar cultivares tolerantes o susceptibles, es necesario
considerar la evaluacion de una mayor cantidad de variables de respuestas, junto con un
numero mas alto de cultivares de los distintos grupos. Esto permitird incrementar la
posibilidad de identificar cultivares tolerantes con una mayor precision, los que puedan ser

capaces de tener mayor éxito bajo escenarios de cambio climatico y déficit hidrico.
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CAPITULO IV

ESTUDIO PROSPECTIVO DEL USO DE LA
REFLECTANCIA ESPECTRAL EN LA IDENTIFICACION
DE CULTIVARES DE ARANDANO (Vaccinium corymbosum

L.) TOLERANTES A ESTRES HIDRICO
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4.1. Introduccioén

Los programas de mejoramiento genético evalGan fenotipicamente un gran ndmero de
individuos, por ejemplo, para el desarrollo de cultivos mejor adaptados a condiciones
ambientales adversas (Araus & Cairns, 2014). Para llevar a cabo esto, existen diversas
aproximaciones, las que dependen de la evaluacion de una serie de rasgos morfoldgicos,
fisiol6gicos y bioguimicos (Camargo & Lobos, 2016; Lobos & Hancock, 2015). Sin
embargo, para lograr las mediciones de estos parametros y tener indicadores del estado de
la planta, es necesario tomar muestras de tejido vegetal, generando un problema cuando se
dispone de poco material vegetal o, por el contrario, consume mucho tiempo cuando el
estudio requiere la evaluacion de muchos genotipos. Por lo tanto, toma relevancia la
posibilidad de adquirir datos fenotipicos de alta resolucién, llamado también fenémica,
mediante el uso de dispositivos, técnicas y analisis de deteccion remota, en su mayoria no
destructivos (Araus & Cairns, 2014; Lobos & Hancock, 2015). Este enfoque puede predecir
caracteres complejos que son relevantes para la seleccion de plantas y también puede dar
respuestas acerca de cdmo ciertos genotipos se destacan en un entorno especifico (Camargo
& Lobos, 2016).

Dentro de las tecnologias utilizadas en fendmica, esta la espectrorradiometria. Esta
técnica se basa en la medicion de reflectancia de las plantas, cuya firma espectral
(caracterizacion grafica de la radiacion reflejada por la planta a diversas longitudes de
onda) estd asociada con la absorcion de luz a ciertas longitudes de onda, lo que ha sido
utilizado para generar modelos matematicos que permitan predecir caracteres especificos o
establecer determinadas condiciones de la planta (Araus & Cairns, 2014; Garriga et al.,
2014).

Para poder predecir los parametros fisiologicos a partir de datos de reflectancia
espectral, se requiere de indices de reflectancia espectral (IREs), los cuales son definidos
como relaciones simples entre longitudes de onda o bandas espectrales, y usualmente
considerados como inmunes a cambios en la radiacion solar (Lobos & Hancock, 2015).
Estos IREs pueden ser correlacionados con una serie de parametros fisiolégicos medidos en

una determinada condicién, los cuales deben ser previamente obtenidos de forma
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experimental para la especie vegetal de interés (e.j: estrés por salinidad, estrés hidrico, entre
otros). Posteriormente, y a partir de la integracion de datos experimentales y de reflectancia
espectral, se pueden construir modelos matematicos modelos que permitan estimar estas
variables, de forma rapida y no destructiva en un gran nimero de individuos (Yendrek et
al., 2017).

Actualmente, existen un gran nimero de IREs que han sido correlacionados con
cambios cuantitativos en el fenotipo de distintas especies vegetales, como en frutillas y
trigo (Garriga et al., 2017, 2014). Esto ha permitido estimar diferentes rasgos de interés, por
ejemplo, indice de area foliar, fluorescencia, contenido de pigmentos, estado hidrico de la
planta, discriminacion isotopica del carbono, entre otros (Lobos & Poblete-Echeverria,
2017).

En ardndano, los datos de reflectancia espectral han sido utilizados en el estudio de
diferentes atributos y rasgos de interés agrondmicos, tales como el contenido de
antioxidantes, (antocianinas, flavonoides, polifenoles y acido ascorbico), sélidos solubles,
firmeza del fruto, niveles de nitrégeno foliar, evaluacion de parametros vegetativos y
reproductivos, entre otros (Bai et al., 2014; Guidetti et al., 2009; Magbool et al., 2012;
Percival et al., 2012). Sin embargo, no hay mayores antecedentes respecto del uso de datos
espectrales y su correlacién con parametros fisioldgicos en cultivares de ardndano bajo
condiciones de estrés hidrico. Por lo tanto, el objetivo de este trabajo fue utilizar las
variables fisioldgicas medidas experimentalmente, bajo condiciones de estrés hidrico en
distintos cultivares de arandano y correlacionarlas con datos de reflectancia espectral. De
esta forma, se evalu6 de manera prospectiva la posibilidad de utilizar estas correlaciones
como un primer paso en la identificacion de cultivares de ardndano tolerantes o susceptibles

a condiciones de estrés hidrico.
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4.2. Material biologico y mediciones experimentales

Se trabajo con 6 cultivares de arandano mencionados en la Tabla 3.2 (Capitulo Il1), los
cuales fueron sometidos a condiciones de déficit hidrico (en dos ensayos independientes,
afio 2014 y 2015) simuladas con Polietilenglicol-6000 (PEG-6000) en camaras de
crecimiento del Instituto de Ciencias Biologicas de la Universidad de Talca, con
temperatura y fotoperiodo controlados. Las plantas fueron aclimatadas desde cultivo in
vitro a sustrato perlita: vermiculita (4:1) y las mediciones se realizaron sobre plantas
jévenes de 50 cm de altura aproximadamente. Se utilizaron 3 réplicas bioldgicas por
cultivar (una planta en un macetero).

Se midieron las siguientes variables: contenido relativo de agua (RWC) (Taulavuori et al.,
2010; Wu et al., 2016), contenido de clorofila (Inskeep & Bloom, 1985; Moran & Porath,
1980), contenido de antocianinas (Strack & Wray, 1989), contenido de prolina (Bates et al.,
1973) y concentracion de malondialdehido (MDA) (Taulavouri et al, 2001), ademéas de

parametros relacionados a fluorescencia de la clorofila (detallados en la Tabla 4.1)

Tabla 4.1. Abreviaturas y significado de los parametros de fluorescencia de la clorofila (Heinz
Walz GmbH, 2008).

Significado de la abreviatura

Fo Rendimiento bésico de la fluorescencia de la clorofila medida con bajas intensidades de luz

Fm Rendimiento maximo de fluorescencia de la clorofila cuando los centros de reaccién del
fotosistema I1 (PSII) estan cerrados por un pulso de saturacion
Fm’ Rendimiento méaximo de fluorescencia de la clorofila cuando los centros de reaccion del PSII

estan cerrados por un pulso de luz

Y(II) Rendimiento cudntico maximo fotoquimico efectivo del PSII.
NPQ “Quenching” no fotoquimico de la fluorescencia
Y(NPQ) Rendimiento cuéntico de la conversion de energia no fotoquimica en el PSIl debido a la

disminucidn de captura de luz

Y(NO) Rendimiento cuantico de la conversion de energia no fotoquimica en el PSII, distinta a la
ocasionada por la disminucion de captura de luz
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Las mediciones de reflectancia absoluta fueron realizadas con un
espectrorradiometro portatil (Field Spec 3 JR, ASD, Boulder, USA) entre las 12:00 y 13:00
horas de dia, sobre una hoja joven totalmente expandida de cada planta. El equipo fue
ajustado para integrar 5 escaneos por muestra y para los analisis se uso el promedio de cada
longitud de onda.

Los datos del espectro de reflectancia (350 a 2500 nm) fueron utilizados para
determinar el desempefio predictivo de un conjunto de indices de Reflectancia Espectral
(IREs) cargados en SK-UTALCA (Lobos & Poblete-Echeverria, 2017). Este programa
incorpora la opcidn de analizar las relaciones entre los parametros fisiolégicos medidos en
las distintas condiciones (control y estrés hidrico) para cada cultivar de arandano con
diferentes IREs, mediante un analisis de regresion lineal, empleando varios modelos

integrados en el software y generando los coeficientes de determinacion (r?) respectivos.

4.3. Resultados preliminares

Parametros fisiologicos
Los resultados de todas las mediciones fisioldgicas se resumen en la Tabla 4.2. Para esta
etapa prospectiva, todas las mediciones, independiente del cultivar y tratamiento, se

reunieron y se analizaron de manera conjunta.

Firma espectral de cultivares de arandano

Los cultivares de arandano mostraron firmas espectrales diferentes, tanto en plantas en
condicién control como en plantas estresadas (Figura 4.1). Estas diferencias se observan
principalmente, en el rango del infrarrojo cercano (NIR), entre 750 nm y 1300 nm, lo que
sugiere que este rango puede ser util en la discriminacion entre cultivares. En el caso de las
plantas control, los cultivares que alcanzaron los valores mas altos de reflectancia fueron
Oneal, seguido por Sharpblue, Biloxi y Elliott (Figura 4.1a), quienes mostraron valores
muy similares de reflectancia. Brigitta y Bluegold fueron los cultivares que mostraron los
valores mas bajos de reflectancia (Figura 4.1a). En plantas estresadas, los cultivares de

arandano que obtuvieron los valores méas altos de reflectancia fueron Sharpblue y Elliott,
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seqguido por Oneal (Figura 4.1b). Brigitta, Biloxi y Bluegold fueron los cultivares que
alcanzaron los valores mas bajos de reflectancia (Figura 4.1b). En conjunto, las diferencias
observadas en cuanto a la firma espectral, sugieren que cada cultivar responderia de manera
diferente bajo a una misma condicién (control o estrés); asimismo, esta técnica seria capaz
de diferenciar entre cultivares.

Cuando los cultivares de arandano son agrupados de acuerdo al tipo NHB (arandano
de arbusto alto del norte) y SHB (arandano de arbusto alto del sur), también se observaron
diferencias en las firmas de reflectancia espectral (Figura 4.2). Estas diferencias sugieren
que ambos grupos de cultivares presentan respuestas al estrés hidrico, pero de manera
diferente. En relacion a la misma figura (4.2), se puede observar que existe una clara
separacion entre plantas control y plantas estresadas en el rango del infrarrojo cercano
(NIR), entre 750 nm y 1300 nm, siendo las plantas estresadas, tanto NHB y SHB, quienes
alcanzan los valores mas altos de reflectancia. Por otro lado, las plantas estresadas del

grupo SHB fueron las que obtuvieron en promedio, los valores més bajos de reflectancia.
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Tabla 4.2. Parametros fisioldgicos y de fluorescencia de la clorofila medidos en el ensayo de estrés
en cultivares de arandano. Se indica el nimero de datos por cada variable medida (n), promedio,

desviacion estandar, valor minimo y méximo de cada parametro.

Variable n Promedio  Desviacion Valor Valor
estandar minimo  maximo
RWC (%) 245 74,650 15,792 6,133 100
Clorofila a (ug cm?) 249 3,946 1,026 1,303 7,274
Clorofila b (ug cm™) 247 3,117 2,405 0,674 15,223
ChlA/ChIB 247 1,795 0,932 0,392 3,699
Clorofila total (ugcm2) 249 7,118 3,133 2,283 21,745
Antocianinas (ug cm?) 248 1,444 0,876 0,048 4,606
Prolina (mM gr FW?) 248 247,955 365,623 10 4058,51
MDA (UM gr FW?) 125 19,211 8,649 6,781 56,732
F 172 1,735 0,206 0,892 3,863
Fm’ 171 6,655 0,631 2,22 6,874
Fo 174 1,616 0,212 1,085 3,837
Fm 174 6,759 0,551 2,28 6,874
Y(I) 174 0,754 0,082 0,023 0,798
NPQ 171 0,020 0,101 -0,506 1,112
Y(NO) 174 0,259 0,088 0 0,969
Y(NPQ) 171 0,004 0,027 0,272 0,144
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Figura 4.1. Respuesta de las hojas de los cultivares de ardndano en condiciones control (a) y estrés
hidrico (b), en términos de reflectancia absoluta en el rango espectral de 350 nm a 2450 nm. Rango
del visible entre 400-700 nm, rango de infrarrojo cercano entre 700-1300 y rango infrarrojo de onda

corta entre 1300-2500 nm.
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Figura 4.2. Respuesta de las hojas de los cultivares de ardndano considerados como dos grupos
(NHB y SHB) en condiciones control y con estrés hidrico, en términos de reflectancia absoluta en el
rango espectral de 350 nm a 2450 nm. Rango del visible entre 400-700 nm, rango de infrarrojo

cercano entre 700-1300 y rango infrarrojo de onda corta entre 1300-2500 nm.
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Relacidn entre reflectancia espectral y mediciones experimentales

Los resultados de las correlaciones entre parametros fisioldgicos medidos e indices de
reflectancia espectral (IREs) (Tabla 4.3), muestran que los mayores coeficientes de
determinacion (r?) fueron para: Antocianinas con Relacion Simple (r>= 0,545), Y(NPQ)
con Indice Espectral de Diferencia Normalizada (r?= 0,720) y relacién ChIA/ChIB con
indice Espectral de Diferencia Normalizada (r?= 0,721). Por otro lado, los menores valores
para coeficientes de determinacion fueron en las correlaciones entre RWC con Relacién
Simple (r2= 0,057), seguido por Fo con indice Sodio Potasio (r>= 0,062) y Prolina con

Indice Espectral de Diferencia Normalizada (r2= 0,104).
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Tabla 4.3. Coeficientes de determinacion (r?) para los mejores indices de reflectancia espectral por cada pardmetro fisiolégico medido en los 6

cultivares de ardndano, sometidos a condiciones de déficit hidrico. *: En paréntesis se indican las longitudes de onda utilizadas en el calculo de

cada indice.
Variable indice de reflectancia espectral * Formula Modelo r2 Referencia
fisiol6gica
Antocianinas Relacion Simple (533;537) Rsss / Rs37 polinomial 2 0,545 Tian et al., 2013
ChlA/ChIB indice Espectral de Diferencia (R1107 - R1110) / (R1107 + R1110) polinomial2 0,721 Inoue et al., 2008
Normalizada (1107;1110)
ChlA indice Espectral de Diferencia (Rs20 - R710) / (Rs20 + R710) exponencial 0,170 Inoue et al., 2008
Normalizada (520;710)
ChiB indice Espectral de Diferencia (R1107 - R1110) / (R1107 + R1110) polinomial 2 0,364 Inoue et al., 2008
Normalizada (1107;1110)
Chl Total Relacion Simple (545;538) Rs4s / Rs3g weibull 0,280 Tian et al., 2013
Prolina indice Espectral de Diferencia (Ra22 - Ra19) / (Raz2 + Razo) exponencial 0,104 Inoue et al., 2008
Normalizada (422;419)
RWC Relacién Simple (1070;1340) Rio70 / R13a0 polinomial 2 0,057 Rodriguez-Pérez et al., 2007
MDA indice de Humedad de Diferencia (R2200 - R1100) / (R2200 + R1100) exponencial 0,205 Inoue et al., 2008
Normalizada (2200;1100)
Fm indice reflectancia del agua/ Indice de (Reoo/ Ra70) / [(Rsoo - Reso) / (Rsoo polinomial 2 0,416 Pefiuelas et al, 1997

Vegetacion de Diferencia Normalizada
(970;900;800,680)

+ Rego)]
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Fm’ indice reflectancia del agua/ indice de (Rooo/ Re7o) / [(Reoo - Reso) / (Rsoo polinomial 2 0,381 Pefiuelas et al, 1997
Vegetacion de Diferencia Normalizada + Reso)]
(970;900;800;680)
Fo indice Potasio:Fdsforo (indice PK) (Rae4s - Ri715) / (Rigas + Ri71s) polinomial2 0,062 Pimstein et al., 2011
(1645;1715)
NPQ indice Espectral de Diferencia (Roe2 - Roga) / (Reg2 + Roga) polinomial 2 0,173 Inoue et al., 2008
Normalizada (962;964)
Y(I1) indice reflectancia del agua /indice de (Rooo/ Re70) / [(Reoo - Reso) / (Rsoo polinomial2 0,437 Pefiuelas et al, 1997
Vegetacion de Diferencia Normalizada + Reso)]
(970;900;800;680)
Y(NO) indice reflectancia del agua/indice de (Reoo/ Re70) / [(Rsoo - Reso) / (Rsoo polinomial 2 0,380 Pefiuelas et al, 1997
Vegetacion de Diferencia Normalizada + Reso)]
(970;900;800,680)
Y (NPQ) indice Espectral de Diferencia (Roe2 - Roga) / (Rog2 + Roga) polinomial 2 0,720 Inoue et al., 2008

Normalizada (962;964)
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4.4. Consideraciones y direcciones futuras

El estrés por déficit hidrico causa una gran cantidad de cambios fisiologicos y bioguimicos,
los que inhiben el crecimiento vegetal, el desarrollo desde la germinacion hasta la
formacién del fruto y la fotosintesis (Arabzadeh, 2013). Una forma de determinar el efecto
del estrés por déficit hidrico en las plantas es mediante la medicion de ciertos parametros
fisioldgicos, reportados como indicadores del estado fisioldgico bajo estas condiciones de
estrés (Faraloni et al., 2011; Taulavuori et al., 2010; entre otros). Sin embargo, para lograr
estas mediciones, es necesario realizar muestreos de tejido vegetal (principalmente hojas),
lo cual es complicado de llevar a cabo cuando se dispone de poco material vegetal y se
desea evaluar una serie de parametros sobre el mismo individuo en distintos tiempos. En
otros casos, cuando se requiere la evaluacion de muchos genotipos, son demasiadas
muestras las que se deben procesar, consumiendo un tiempo excesivo. Por lo tanto, toma
relevancia el uso de la reflectancia espectral como herramienta que permite evaluar en un
menor tiempo un alto numero de individuos, sin la necesidad de muestreos destructivos y

asi caracterizar el estado fisiologico de los mismos.

La firma espectral esta estrechamente asociada con la absorcion a ciertas longitudes
de onda, las que estan vinculadas a caracteristicas especificas o condicion de las plantas
(Araus & Cairns, 2014), por lo que los indices de reflectancia espectral (relaciones entre
longitudes de onda) se han utilizado para estimar distintos caracteres de las plantas (Lobos
& Hancock, 2015). Sin embargo, para lograr estimar los parametros fisioldgicos a través de
IREs, se requiere en primera instancia, generar las correlaciones entre ellos. En
consecuencia, los datos presentados en este estudio son el primer reporte de IREs
correlacionados con parametros fisiolégicos obtenidos a partir de tratamientos de estrés por
déficit hidrico en cultivares de ardndano NHB y SHB, los cuales serdn un aporte en la

fenotipificacion de los cultivares en condiciones de estrés.

En esta primera aproximacion, las correlaciones de IREs con los parametros
fisioldgicos medidos mostraron 3 correlaciones con coeficientes de determinacion (r?)
sobre 0,5 (Tabla 4.3), lo que sugiere que dichos indices podrian ser Utiles para la prediccion
de determinadas variables fisiologicas. Dentro de ellos, la relacion clorofila a/b y el Indice

Espectral de Diferencia Normalizada (1107;1110), el cual es una relacion entre longitudes
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de onda medidas a 1107 nm y 1110 nm asociadas al infrarrojo cercano (Inoue et al., 2008),
tuvieron un coeficiente de correlacion de r>= 0,721, por lo que seria un buen predictor de
esta variable. Ademas, se ha reportado que la relacion clorofila a/b aumenta en plantas
sometidas a déficit hidrico (Guo et al., 2016).

A partir de estos resultados preliminares, se propone utilizar aquellos pardmetros
fisiolégicos que tuvieron un mayor grado de correlacién con indices de reflectancia
espectral como una base para la posterior generacion de modelos predictivos, basados en
analisis de regresiones mudltiples lineales, que sirvan para la estimacion de dichos
parametros y que ellos, a su vez, contribuyan a la identificacion de cultivares de ardndano
tolerantes a estrés hidrico. Por lo tanto, los datos presentados en este capitulo constituyen
un aporte fundamental para futuros estudios que involucren mediciones de reflectancia
espectral y de esta forma, predecir respuestas fisiologicas de forma rapida y confiable, sin

la necesidad de muestreos destructivos.
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CONCLUSIONES GENERALES DEL ESTUDIO

Los cultivares de ardndano presentaron diferentes respuestas frente a un mismo
tratamiento de estrés por déficit hidrico. Estas diferencias en las respuestas podrian
estar asociadas a la composicién genética de cada cultivar, mas que a su

clasificacion como NHB o SHB.

Los resultados obtenidos en esta tesis sugieren que los cultivares SHB serian mas
tolerantes al estrés hidrico que los NHB. Sin embargo, esta tendencia no se cumple
para los cultivares estudiados, ya que, en algunos casos, los cultivares del grupo
NHB mostraron respuestas similares respecto de los SHB. Por lo tanto, se sugiere
que la respuesta seria especifica en cada cultivar.

De acuerdo con el modelo predictivo, el cultivar Biloxi presenté el mejor
desempefio bajo condiciones de estrés hidrico, por lo que se esperaria que bajo un
escenario de cambio climatico este cultivar podria ser mas exitoso y/o mantener su
desempefio. Se propone incorporar un mayor numero de variables de respuestas
fisioldgicas que permitan mejorar la prediccion del desempefio, asi como también

evaluar caracteristicas del fruto.

El uso de mediciones de reflectancia espectral permitio la correlacion entre diversos
indices de Reflectancia Espectral con las variables fisiologicas medidas en este
estudio. Estas correlaciones permitieron identificar algunos IRES promisorios
(valores de coeficientes de determinacion superiores a 0,5). Este trabajo propone
como proyeccién seleccionar y utilizar estos IREs para la generacion de modelos
predictivos basados en mediciones de reflectancia espectral, los que a su vez
permitirian estimar las variables fisioldgicas de respuesta, sin recurrir a un muestro
destructivo. Esto facilitara el proceso de fenotipificacion de un gran numero de

individuos en diferentes tratamientos.
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Material suplementario

Tabla S.1. Resultados del ANOVA evaluando los efectos del riego diferenciado (300 ml y 150 ml
de agua) y el tiempo (0, 2, 4 y 6 semanas) sobre el contenido relativo de agua (RWC), en distintos

cultivares de arandano. Los valores p significativos (p < 0,05) se destacan en negrita.

Fuente de variacion gl CM F P
Elliott

Riego 1 189,9 25,30 0,000000
Tiempo 3 5,6 0,76 0,527068
Riego*Tiempo 3 29,4 3,94 0,016878
Error 32 75

Bluegold

Riego 1 341,6 19,75 0,000068
Tiempo 3 74,4 4,30 0,010122
Riego*Tiempo 3 132,6 7,67 0,000366
Error 40 17,3

Brigitta

Riego 1 1758,1 98,15 0,000000
Tiempo 3 480,2 26,81 0,000000
Riego*Tiempo 3 525,7 29,35 0,000000
Error 40 17,9

Biloxi

Riego 1 2528 10,61 0,002170
Tiempo 3 170,1 7,03 0,000582
Riego*Tiempo 3 155,9 6,44 0,001034
Error 44 24,2

Sharpblue

Riego 1 139,9 9,78 0,003281
Tiempo 3 32,8 2,29 0,092508
Riego*Tiempo 3 60,3 4,21 0,011094
Error 40 14,3

Oneal

Riego 1 3471 32,58 0,000002
Tiempo 3 31,9 3,00 0,043235
Riego*Tiempo 3 51,2 4,80 0,006490
Error 36 10,7
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Tabla S.2. Resultados del ANOVA evaluando los efectos del riego diferenciado (300 ml y 150 ml
de agua) y el tiempo (0, 2, 4 y 6 semanas) sobre Fv/Fm, en distintos cultivares de arandano. Los

valores p significativos (p < 0,05) se destacan en negrita.

Fuente de variacion g.l CM F P
Elliott

Riego 1 0,03838 5,615 0,022483
Tiempo 3 0,13258 19,395 0,000000
Riego*Tiempo 3 0,02799 4,095 0,012274
Error 42 0,00684

Bluegold

Riego 1 0,15077 55,93 0,000000
Tiempo 3 0,19870 73,71 0,000000
Riego*Tiempo 3 0,10674 39,59 0,000000
Error 49 0,00270

Brigitta

Riego 1 0,37180 203,38 0,00
Tiempo 3 0,55064 301,22 0,00
Riego*Tiempo 3 0,23872 130,58 0,00
Error 46 0,00183

Biloxi

Riego 1 0,00000 0,00 0,985454
Tiempo 3 0,05177 24,85 0,000000
Riego*Tiempo 3 0,00038 0,18 0,907571
Error 76 0,00208

Sharpblue

Riego 1 0,03996 13,32 0,000578
Tiempo 3 0,04963 16,55 0,000000
Riego*Tiempo 3 0,04145 13,82 0,000001
Error 56 0,00300

Oneal

Riego 1 0,06217 18,888 0,000096
Tiempo 3 0,06438 19,560 0,000000
Riego*Tiempo 3 0,03921 11,914 0,000011
Error 39 0,00329
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Tabla S.3. Resultados del ANOVA evaluando los efectos del riego diferenciado (300 ml y 150 mi
de agua), a la sexta semana de estrés por déficit hidrico, sobre las variables respuestas medidas:
Contenido de prolina y Composicién isotopica del *C, en distintos cultivares de arandano. Los

valores p significativos (p < 0,05) se destacan en negrita.

Fuente de variacion gl CM F P

Contenido de prolina

Cultivar 5 1726505 10,5195 0,000001
Riego 1 76087947  463,6017  0,000000
Cultivar*Riego 5 1340468 8,1674 0,000012
Error 48 164124

Composicion isotopica del *C

Cultivar 5 14,85 70,9 0,000000
Riego 1 64,67 308,6 0,000000
Cultivar*Riego 5 0,38 1,8 0,130264
Error 46 0,21
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Tabla S.4. Resultados del ANOVA evaluando los efectos del riego diferenciado sobre la expresién
relativa de genes candidatos pertenecientes a la familia LEA, medidos a la sexta semana de estrés
por déficit hidrico (normalizando con ACT7), en cultivares de ardndano. Los valores p significativos

(p < 0,05) se destacan en negrita.

Fuente de variacion gl CM F P
Dehidrina 1

Cultivar 5 815,846 43,1040 0,000000
Riego 1 1415,852 74,8045 0,000000
Cultivar*Riego 5 814,214 43,0178 0,000000
Error 68 18,927

Dehidrina 2

Cultivar 5 18,2801 2,76101 0,023759
Riego 1 34,5245 5,21453 0,025086
Cultivar*Riego 5 18,8455 2,84640 0,020483
Error 79 6,6208

Dehidrina 3

Cultivar 5 1166,894  137,9216 0,00
Riego 1 1550,346  183,2438 0,00
Cultivar*Riego 5 1155570  136,5831 0,00
Error 69 8,461

Leal

Cultivar 5 7,0443 2,8731 0,019240
Riego 1 52,2802 21,3234 0,000014
Cultivar*Riego 5 6,5206 2,6596 0,027950
Error 83 2,4518

Lea 2

Cultivar 5 3,8766 5,2142 0,000438
Riego 1 7,4925 10,0779 0,002294
Cultivar*Riego 5 2,7617 3,7147 0,005099
Error 65 0,7435

Lea 3

Cultivar 5 0,4448 1,6833 0,148833
Riego 1 7,6417 28,9190 0,000001
Cultivar*Riego 5 0,5100 1,9300 0,099107
Error 76 0,2642

RD22

Cultivar 5 8,3003 11,1114 0,000000
Riego 1 18,7656 25,1208 0,000005
Cultivar*Riego 5 7,7061 10,3159 0,000000
Error 64 0,7470
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