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1. INTRODUCCION

La soja (Glycine max) es una leguminosa originaria del Sudeste Asiatico.
Constituye el principal cultivo agricola del Uruguay realizdndose mayoritariamente en
condiciones de secano. Es amplia la disponibilidad de variedades de soja que se ofrecen
hoy en dia, con variacion en cuanto a ciclos de maduracion (grupos de madurez) y ciclos
de crecimiento (determinado e indeterminado). Asimismo, se han reportado cultivares
que, por seleccién, mejoramiento y/o transformacion genética, presentan caracteristicas
especificas como resistencia a herbicidas, a plagas, o con una respuesta diferencial al
déficit hidrico.

En Uruguay la soja presenta una alta variabilidad interanual en el rendimiento
asociada a periodos de déficit hidrico. Esto es debido a que los suelos agricolas presentan
una capacidad de almacenamiento de agua disponible menor a la requerida por el cultivo
durante su ciclo, junto a una variable cantidad y distribucién de las precipitaciones.

En las condiciones climaticas de Uruguay, la disponibilidad de agua en primer
lugar, y la de nutrientes en segundo lugar, son los factores que mas limitan el rendimiento
de la soja. En particular, el nitrégeno, es un macronutriente que en muchos casos es
deficiente en los suelos, y es un constituyente esencial de moléculas tales como
aminoéacidos, proteinas, acidos nucleicos, vitaminas; todas ellas imprescindibles para el
crecimiento de los organismos Vvivos.

La forma mas abundante de nitrégeno inorganico en los suelos es el nitrato (NO3"
). Este, para ser asimilado, es decir, incorporado en moléculas orgénicas, primero debe ser
reducido aamonio (NH4"). Las plantas leguminosas tienen la particularidad de que ademas
de poder usar como fuente de nitrégeno al NOsz™ (u otros compuestos nitrogenados
solubles) presentes en el suelo, son capaces de fijar nitrogeno atmosférico (N2) gracias a
una asociacion simbiotica con rizobios.

La Fijacién Bioldgica de Nitrogeno (FBN) es un proceso reductor que consume
gran cantidad de energia en forma de ATP (16 ATP por N fijado) por lo que constituye
una via metabdlica alternativa para las plantas; solo la realizan si no tienen disponibles
otras fuentes de nitrégeno cuya reduccion requiera un menor costo energetico.

La totalidad de la soja cultivada en Uruguay se inocula con rizobios del género
Bradyrhizobium sp con el fin de favorecer el establecimiento de la simbiosis fijadora de
nitrégeno. Esto redunda en un menor uso de fertilizantes nitrogenados lo cual tiene un
impacto positivo tanto a nivel econdmico como ambiental. La soja requiere 80 kg de
nitrégeno por tonelada producida. Teniendo en cuenta los rendimientos promedio que se
obtienen en Uruguay, 2500 kg/ha, se requieren 200 kg de nitrogeno que equivale a 500 kg
de urea. Siendo la fertilizacion uno de los insumos que mas influye en los costos de
produccion de los cultivos y el potencial impacto ambiental que genera, el proceso de FBN



se vuelve muy relevante en el sistema productivo.

La FBN es sumamente sensible al déficit hidrico, de hecho, es el proceso que
primeramente se ve afectado en tales condiciones. Cuando esto ocurre, la capacidad de la
planta de fijar y asimilar el nitrogeno y, por tanto, de acumular biomasa y producir granos
se ve reducida.

Dada la variabilidad de las condiciones climaticas en Uruguay,
fundamentalmente las precipitaciones, y la contribucion del aporte de nitrégeno fijado por
el proceso de FBN, resulta interesante conocer cdmo la inoculacion afectaria las
respuestas al déficit hidrico en la soja. Teniendo esto en cuenta, se establecen los
siguientes objetivos.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo general

- Analizar el efecto de la nodulacion en las respuestas al déficit hidrico en dos
genotipos de soja con respuestas contrastantes a sequia.

1.1.2 Objetivos especificos

- Evaluar respuestas fisioldgicas asociadas a la pérdida de agua foliar en
condiciones de déficit hidrico y de nodulacién/no-nodulacion.

- Evaluar respuestas morfofisioldgicas asociadas al desarrollo en condiciones de
déficit hidrico y de nodulacién/no-nodulacién.

- Evaluar cémo la nodulacidn afecta el ajuste osmético a través de la acumulacion
de prolina en condiciones de déficit hidrico.

- Analizar el contenido de ureidos en nddulos y hojas en condiciones de déficit
hidrico.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 LA FIJACION BIOLOGICA DE NITROGENO

El N2 constituye cerca del 80% de los gases presentes en la atmdsfera. Debido a
la estabilidad quimica que le aporta el triple enlace a esta molécula, la mayoria de los seres
vivos no son capaces de usarla como fuente de nitrogeno. Sélo un pequefio grupo de
microorganismos especializados, que incluye algas, bacterias y actinomicetes, tienen la
capacidad de hacerlo. Estos microrganismos pueden existir en vida libre o en asociaciones
simbidticas (Mayz-Figueroa, 2004).

La fijacién bioldgica de nitrogeno (FBN), el proceso a través del cual los
microorganismos pueden reducir enzimaticamente el N2 a NH4", es catalizado por el
complejo enzimatico nitrogenasa que estd compuesto por dos metaloproteinas: una
ferroproteina o dinitrogenasa reductasa y una ferromolibdoproteina o dinitrogenasa. Esta
enzima lleva a cabo la reduccion del N2 a NH4"y de H" a H2 segln la reaccion:

N. + 8H" + 8e” + 16ATP > 2NHs3+ H, + 16ADP + 16 P;

La soja es capaz de establecer simbiosis con bacterias fijadoras de nitrogeno de
la familia de los rizobios, mas precisamente del género Bradyrhizobium sp (Jones et al.
2007, Ito et al. 2008). Como en toda simbiosis existe un beneficio mutuo: las bacterias
obtienen energia del metabolismo de compuestos carbonados que les suministra la planta,
derivados de la fotosintesis, y las plantas obtienen NH4™ proveniente de la FBN que
realizan las bacterias (Locoli y Gomez, 2013).

Para la planta, el desarrollo de nddulos y su posterior mantenimiento en una
activa fijacion de nitrégeno significa un alto costo energético (Lodeiro, 2015). Entre un 7
y 12 % de la produccién fotosintética de la planta es destinada a los nddulos para mantener
los rizobios fijando N2 (Locoli y Gomez, 2013). Este proceso es regulado por la planta,
quien determina el nimero de ndédulos que se formaran dependiendo de la nutricion
nitrogenada que la misma presente (Lodeiro, 2015).

Segun Venturi y Amaducci, citados por Cicore et al. (2005), el rendimiento del
cultivo de soja es atribuido directamente a la cantidad de nitrégeno acumulado en su
biomasa aérea, en ausencia de otras limitaciones. Dependiendo de las condiciones edafo-
climaticas donde se desarrolle el cultivo, la FBN puede aportar entre el 25 y 84% del
nitrégeno necesario (Buttery et al., 1992).



2.1.1 Inoculacién

La inoculacién de la soja es imprescindible para una agricultura sustentable por
su inocuidad, simplicidad de aplicacion y bajo costo (Lodeiro, 2015). Dado que la soja no
es una leguminosa nativa de Uruguay, es necesario introducir los rizobios capaces de
establecer simbiosis para su nodulacion (Locoli y Gémez, 2013). Por esto, es fundamental
que los inoculantes contengan un alto nimero de células viables y con larga vida media.
Estas dos caracteristicas constituyen la base para lograr una nodulacion exitosa y, como
consecuencia, que ocurra fijacion de nitrégeno. Posteriormente a la inoculacion, el
establecimiento de la simbiosis es un aspecto que esta condicionado por varios factores
tales como de manejo del cultivo, asi como también por el ambiente biético y abidtico al
cual se enfrente (Lodeiro, 2015).

En aquellas zonas donde el cultivo de soja presenta historia agricola, los suelos
han adquirido rizobios naturalizados debido a la inoculacion de la soja durante varios afos.
Este contenido de rizobios en el suelo, que constituyen una poblacién al6ctona, compiten
con los rizobios inoculados en las semillas y pueden nodular a la soja, pero son menos
eficientes en la FBN. Sin embargo, esta poblacion de rizobios puede disminuir por factores
ambientales estresantes tales como sequias, competencia con otros microorganismos del
suelo, entre otros (Locoli y Gomez, 2013).

Resulta claro que no es valioso emplear inoculantes bien formulados con cepas
seleccionadas y de larga vida media si posteriormente no se logra una buena nodulacion
con cepas del inoculante y se obtienen valores de hasta un 90% de nédulos formados por
cepas de la poblacion al6ctona del suelo (Lodeiro, 2015). La inoculacion no debe constar
solo del recubrimiento de las semillas con un aceptable nimero de rizobios vivos, sino
que debe contemplarse que esos rizobios vivos logren entrar en contacto con las raices,
las colonicen e infecten antes que los pelos radicales maduren, aun en presencia de las
poblaciones aloctonas de rizobios (Lodeiro, 2015).

2.1.2 Interaccién planta-rizobio

Luego de la inoculacion, los rizobios quedan adheridos a las semillas,
sobreviviendo por un periodo en las mismas. Cuando son sembradas, los rizobios se
liberan de las semillas y sobreviven en el suelo hasta la germinacidon de éstas. Dicha
sobrevivencia suele estar afectada por condiciones edaficas como el contenido hidrico del
suelo y la presencia de otros microorganismos. Una vez que ocurre la germinacién, los
rizobios entran en contacto con las raices en crecimiento y se inicia el proceso de
colonizacién rizosférica. Este proceso es dependiente de factores ambientales y de la
bacteria (Lodeiro, 2015).



El suelo es un medio poroso que presenta variabilidad en diametro y cantidad de
poros, ademas de contener un status hidrico distinto segun las condiciones ambientales.
En condiciones de déficit hidrico, los rizobios pueden encontrarse con un camino mas o
menos tortuoso dificultando su desplazamiento para la colonizacion rizosférica antes que
el pelo radical madure para lograrse la infeccion (Lodeiro, 2015). Una vez que los rizobios
se encuentran en contacto con una region acotada de la raiz, denominada region de los
pelos emergentes, interacttan con estos pelos promoviendo una serie de respuestas en la
planta que desencadenaran la formacion de un érgano nuevo, el nédulo, en el cual se
proporciona un entorno controlado, asi como los nutrientes necesarios para que la bacteria
pueda efectuar el proceso de fijacion (Figura 1).

El establecimiento de la interaccion simbidtica entre la soja y los rizobios
comienza con un complejo intercambio de sefiales moleculares (Costales et al., 2008). Las
raices de la planta exudan una serie de compuestos flavonoides e isoflavonoides (Morgan
etal., 2005), los cuales atraen a los rizobios hacia los pelos radicales (Freixas et al., 2011),
y adicionalmente, estos compuestos activan los genes de la nodulacion en la bacteria
promoviendo la produccion de factores de la nodulacion (factores Nod). Los factores Nod
ejercen respuestas moleculares en la raiz de la planta para desencadenar la formacion del
nodulo radicular (Gage, 2004). Los rizobios, al alcanzar las células de la planta, se
diferencian y se convierten en bacteroides, que conjuntamente con la membrana de la
celula vegetal conforman los simbiosomas del nddulo (Limpens et al. 2005, Ito et al.
2008).

Los exudados radiculares flavonoides e isoflavonoides y los factores Nod son
especificos de cada leguminosa y rizobio, por ello la simbiosis consta de una asociacion
especifica en la cual la planta hospedera identifica el rizobio como su simbionte y lo
diferencia de otras bacterias presentes que puedan resultar patégenas (Locoli y Gémez,
2013).



Células

- B Rhizobium
Pelos radiculares  corticales

Sinorhizobium
b Mesorhizobium
Rizobios i>0bi
,/7/ Brady.rhlzo.blum
ST Azorhizobium
N Allorhizobium

Canal de infeccidn

Célula no
infectada

Bacteroides
en célula
infectada

Bacteroides

Figura 1. Esquema del proceso de nodulacién. Se muestra ademas una micrografia
electronica donde pueden observarse células vegetales, simbiosomas y bacteroides

Fuente: adaptado de Input template for... (s.f.)

2.2 MECANISMOS DE RESPUESTAS FRENTE AL ESTRES HIDRICO

El agua es uno de los factores mas importantes para el crecimiento y desarrollo
de las plantas ya que participa en todos sus procesos fisiolégicos, y su déficit es una de las
principales fuentes de estrés abiotico (Moreno, 2009). En la produccién agricola, el agua
es uno de los principales factores que limita el rendimiento de los cultivos. En Uruguay,
dada la escasa capacidad de almacenaje de agua que presentan los suelos, sumada la
variabilidad en volumen y distribucién de precipitaciones, en conjunto con una acentuada
demanda atmosférica en los meses de verano, es frecuente la ocurrencia de periodos de
déficit hidrico (Capurro et al., 2017).



En condiciones de estrés hidrico, las plantas poseen mecanismos para hacer
frente a tal situacion. Los mismos pueden agruparse en tres categorias: de escape, de
evitacion y de tolerancia (Jarma-Orozco et al., 2012). Los mecanismos de escape implican
que la planta complete su ciclo de vida antes que se presenten las condiciones de déficit
hidrico. Esto conlleva un rapido desarrollo fenoldgico, plasticidad en el periodo de
desarrollo y removilizacion de asimilados. Este mecanismo provoca una reduccion en los
rendimientos (Agbicodo et al., 2009). Los mecanismos de evitacion llevan a que la planta
mantenga la turgencia de sus hojas ain en condiciones de sequia. Para lograrlo, la planta
desarrolla raices mas profundas o un sistema radicular més eficiente en absorber agua,
cierre estomatico, disminucion de absorcion de radiacion o disminucion de la
evapotranspiracion y reduccion del area foliar; estos eventos repercuten en la asimilacion
de carbono y en el aumento de la temperatura foliar (Jarma-Orozco et al., 2012). Los
mecanismos de tolerancia implican que la planta resista el déficit hidrico manteniendo la
turgencia celular, lo cual puede lograrse mediante un ajuste osmético que implica la
acumulacion de solutos en la célula. También, el aumento de la elasticidad de la pared
celular y la reduccion del tamafio de las mismas contribuyen a tal medida (Jarma-Orozco
et al., 2012). Segun Sinclair y Ludlow, citados por Fioreze et al. (2011), el cultivo de soja
tiene caracteristicas de evitacidn y tolerancia para la deshidratacion.

2.3EFECTO DEL ESTRES HIDRICO SOBRE LA FIJACION BIOLOGICA DE
NITROGENO EN SOJA

La soja es una leguminosa sensible al estrés por sequia, por lo que las frecuentes
situaciones de déficit hidrico que ocurren en Uruguay afectan significativamente su
crecimiento y desarrollo. En particular, el proceso de FBN es altamente sensible al déficit
hidrico (King y Purcell 2005, Freixas et al. 2010). Se ha reportado que cuando el contenido
de humedad del suelo es menor al 50% del agua Gtil, comienza a disminuir la FBN (Serraj
et al., 1998); esto se evidencia, de forma macroscopica, por la presencia de nédulos mas
pequefios y en menor cantidad. Por otro lado, es conocido que los principales factores que
estan involucrados en la disminucion de la FBN por causa del déficit hidrico son la
limitacion de oxigeno, la reduccién de sustancias carbonadas a los bacteroides y la
regulacién por el metabolismo del nitrégeno fijado (Ladrera et al., 2007).

2.3.1 NUmero v peso de n6dulos

La magnitud del efecto del déficit hidrico y la tasa de inhibicion de la simbiosis
dependen generalmente de la etapa de crecimiento y desarrollo en la que se encuentre la
planta, asi como de la severidad del estrés (Williams y Sicardi de Mallorca, 1984). En
soja, estos autores observaron que el estrés hidrico leve reducia el nimero de nédulos,
mientras que el estrés hidrico moderado y severo reducia tanto el nimero como el tamafio
de los nodulos.



Se han identificado genotipos de soja con una sensibilidad diferencial de la FBN
al deficit hidrico (King y Purcell, 2006). En este trabajo, el genotipo considerado tolerante
presentaba, en condiciones de déficit hidrico, menos nodulos, pero relativamente mas
grandes; en cambio, el genotipo considerado sensible presentaba muchos nodulos, pero
relativamente méas pequefios. Esta diferencia en cuanto al tamarfio de nddulos es sustancial
dado que, durante un periodo de sequia, el agua de la parte aérea de la planta es conducida
preferentemente a los ndédulos mas grandes (Serraj et al., 1999). Junto con el agua son
transportados los fotosintatos requeridos para la FBN, por lo que los ndédulos de mayor
tamafio que se observaron en el genotipo tolerante obtendrian mayor cantidad de estos
(Purcell et al., 1997).

2.3.2 Reduccion de sustancias carbonadas a los bacteroides

La sacarosa es el principal glucido que se transporta desde las hojas hacia los
nodulos, donde la glucosa y la fructosa, resultado de su hidrolisis mediada principalmente
por la enzima sacarosa sintasa, se usan como fuente de carbono. En condiciones de déficit
hidrico, se ha observado que la actividad de esta enzima disminuye (Gonzalez et al., 1995)
produciendo una acumulacion de sacarosa y una reduccion en la concentracion de acidos
organicos, principalmente malato, provocando una escasez de sustratos para la respiracion
de los bacteroides (Galvez et al., 2005). Como consecuencia, ocurre un enlentecimiento
en la respiracion de los bacteroides y ello conlleva a una acumulacion transitoria de
oxigeno alrededor de la corteza nodular. Este oxigeno al no ingresar al interior de los
bacteroides podria proteger a la enzima nitrogenasa (la cual se desnaturaliza
irreversiblemente y pierde actividad en presencia de exceso de oxigeno en el interior de
los bacteroides), sin embargo esta enzima igual disminuye su actividad porque carece de
cofactores enzimaéticos, los cuales serian suministrados en una condicion normal de
respiracion del bacteroide (Freixas et al., 2010).

2.3.3 Limitacién de oxigeno

En el interior de la corteza nodular existe una barrera cuya funcién es permitir la
difusion del oxigeno hacia el interior de las células infectadas. En condiciones déficit
hidrico, la morfologia de dicha barrera se modifica, y ello provoca un aumento en la
resistencia a la difusién de oxigeno a los bacteroides lo que afecta directamente la
actividad nodular al impedir un flujo continuo de oxigeno que soporte la respiracion de
dichos bacteroides (Durand et al., 1987).



2.3.4 Requlacion por el metabolismo del nitrégeno fijado

El metabolismo del nitrégeno tiene un papel importante en la regulacion de la
FBN en condiciones de déficit hidrico mediante un mecanismo de retroalimentacion
negativa, basado en la inhibicion de la actividad de la enzima nitrogenasa debida a la
acumulacién de compuestos nitrogenados en nodulos y hojas (Freixas et al., 2010).

2.3.4.1 Ureidos

En los nodulos de soja, el amonio resultante de la FBN es transformado en
ureidos. Estos compuestos nitrogenados constituyen la principal forma de transporte del
amonio desde los nodulos hacia la parte aérea (King y Purcell, 2005). En las hojas, los
ureidos son degradados para liberar el amonio, que puede de esta forma ser asimilado
formando parte de aminoacidos y proteinas. El transporte de los ureidos hacia las hojas es
de fundamental importancia ya que se evita la autoinhibicion de la FBN debida a su
acumulacién en los nédulos. Para un normal funcionamiento y adecuado transporte de
estos compuestos es imprescindible un flujo de agua desde las raices a las hojas, llevando
via xilema los ureidos y en contrapartida via floema transportar los fotosintatos producidos
por las hojas para la nutricion y mantenimiento de los nddulos (Locoli y Gomez, 2013).

Como se menciond previamente, la FBN en soja es muy sensible a la sequia
disminuyendo progresivamente la capacidad de fijar N> a medida que avanza el estrés, y
al mismo tiempo, incrementandose de forma significativa el contenido de ureidos en hojas
y nddulos (Freixas et al., 2010). King y Purcell (2005) observaron un aumento en el
contenido de ureidos y aminoacidos libres en distintos tejidos y una disminucién en la
FBN como consecuencia del estrés hidrico. En condiciones control, donde no ocurre la
situacion de déficit hidrico, los mismos autores observaron que los ureidos no
incrementaron su concentracion y tampoco result6 afectada la FBN, lo que sugieren que
estas moléculas podrian ser las responsables de la inhibicion por retroalimentacion
negativa de la fijacion de nitrogeno.

En otro trabajo (Freixas et al., 2011), donde realizaron experimentos con plantas
de soja noduladas y no-noduladas tanto en condiciones control como de déficit hidrico, se
observo un incremento significativo en la concentracion de ureidos en los nédulos a partir
del octavo dia de impuesto el déficit hidrico y a partir de los veinte dias en las hojas. Estos
autores también observaron, en ambas condiciones, mayores niveles de ureidos en hojas
de plantas noduladas que en hojas de plantas no-noduladas. Asimismo, observaron en
hojas de plantas no-noduladas en condicion de déficit hidrico, un incremento en la
concentracion de ureidos en relacion a las plantas en condicion control.

En cuanto a la concentracion de ureidos en distintos genotipos de soja con
respuestas contrastantes a sequia, King y Purcell (2005), Ladrera et al. (2007), encontraron
en condiciones de déficit hidrico, una menor concentracion de ureidos en las hojas de
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genotipos tolerantes que en genotipos sensibles. En este sentido, King y Purcell (2005)
sugieren que bajos niveles de ureidos en hojas durante el déficit hidrico podria prolongar
la FBN y ser indicativo de tolerancia a la sequia en soja. Por otro lado, Ladrera et al.
(2007) en 6 dias de déficit hidrico no observaron una acumulacién de ureidos en hojas de
genotipos tolerantes ni sensibles, lo que sugiere un rol importante de estos compuestos en
sequias mas prolongadas. En cambio, en los nddulos, Ladrera et al. (2007) constataron
que la sequia provocé una mayor y mas temprana acumulacion de ureidos en el genotipo
sensible que en el genotipo tolerante, siendo esta acumulacion en las plantas estresadas
respecto a las plantas control de 5y 2.5 veces en el genotipo sensible y tolerante,
respectivamente.

2.4 EFECTO DEL ESTRES HIDRICO SOBRE VARIABLES MORFOFISIOLOGICAS
EN SOJA

En la soja, como en todas las plantas, durante una condicion de déficit hidrico se
desencadena una serie de respuestas morfofisiologicas. En primer lugar, ocurre un
aumento de los niveles de la hormona &cido abscisico (ABA) en el xilema y las hojas, lo
que induce el cierre estomatico (Liu et al., 2003). Como resultado de ello, se reduce la
transpiracion y disminuye el flujo de agua desde las raices hacia las hojas. Es asi que,
disminuye el suministro de nutrientes que se transportan junto con el agua via xilema hacia
las hojas (Gage, 2004). Adicionalmente, el cierre de estomas limita la entrada de dioxido
de carbono (COy) a las células con la consecuente alteracion de la fotosintesis (Lobato et
al., 2008). Todas estas alteraciones se traducen en un retardo del crecimiento y desarrollo
de la planta de soja (Souleimanov et al., 2002).

2.4.1 Potencial hidrico

El potencial hidrico es utilizado para medir el estado hidrico de la planta (Klepper
1968, Goode y Higgs 1973). Desde el punto de vista energético, el potencial hidrico de
una planta se define como el trabajo que habria que realizar a una unidad de masa de agua
ligada a los tejidos para llevarla de ese estado al de agua pura (Azcon-Bieto y Taldn,
2008). Este consta de cuatro componentes: potencial de presion, osmético o de soluto, de
matriz y gravitacional, siendo fundamentalmente los dos primeros los que determinan el
potencial hidrico de las células vegetales (Azcdn-Bieto y Taldn, 2008).

El potencial de presion representa la presion que ejerce el protoplasto contra la
pared celular. En la célula, al entrar agua, el volumen de la vacuola aumenta ejerciendo
una presion sobre las paredes (presion de turgencia), al mismo tiempo desde las paredes
hacia el interior celular se desarrolla una presion igual a la presion de turgencia. El
potencial de presion es positivo siempre que la vacuola ejerza una presion sobre las
paredes, pero en la medida que la célula pierde agua, la vacuola se contrae
progresivamente disminuyéndose la turgencia celular y el potencial de presion (Azcén-
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Bieto y Taldn, 2008).

El potencial osmético expresa el efecto de la concentracion de solutos disueltos
en la vacuola celular. Estos absorben la energia cinética del agua quitando la energia libre
del agua y consecuentemente disminuye el potencial osmotico. En las células vegetales el
potencial osmotico siempre es negativo, varia dependiendo del volumen celular y se
aproxima a cero en células bien hidratadas (Azcon-Bieto y Talon, 2008).

James et al. (2008), reportaron que genotipos de soja adaptados al tropico
presentaban un potencial osmatico mas negativo en comparacion con genotipos adaptados
a regiones templadas. Esto lo llevd a sugerir que esta adaptacion de los genotipos
tropicales se podria deber a la necesidad de vivir en ambientes méas desecantes, dado que
el potencial osmético afecta la capacidad de la planta para absorber agua de suelos con
potenciales hidricos bajos.

2.4.2 Conductancia estomatica

El pasaje de vapor de agua desde la hoja hacia la atmésfera es impedido por varias
resistencias, entre ellas la resistencia foliar, constituida por la resistencia estomatica y la
resistencia cuticular, seguida de otra resistencia denominada capa limite. La resistencia de
la capa limite depende del viento, mientras que la resistencia cuticular es dependiente de
caracteristicas de la cuticula de la hoja y del ambiente (Azcon-Bieto y Talon, 2008).

Existe un parametro que expresa el inverso de la resistencia estomatica (1/re)
definido como conductancia estomatica. Este mide el flujo de agua desde la hoja hacia la
atmosfera circundante por unidad de superficie foliar y de tiempo, y representa el grado
de apertura de los estomas, relacionandose directamente con la disponibilidad de agua que
tienen las plantas y la demanda atmosférica. El cierre estomatico supone uno de los
mecanismos mas rapidos para evitar la pérdida de agua por la planta en caso de déficit
hidrico, y representa el mecanismo mas importante (aunque no es el Gnico) para evitar la
deshidratacién de los tejidos de la planta (Medrano et al., 2007).

Los mecanismos utilizados por las plantas para el control de la apertura y cierre
estomatico bajo condiciones de déficit hidrico estan asociados a la humedad relativa del
aire, cerrandose los estomas debido a un aumento en la diferencia de presion de vapor
entre la hoja y el aire, asi como también a la sintesis de ABA en las raices de las plantas
gue se encuentran en un suelo con bajo potencial hidrico. El ABA sintetizado se transporta
via xilema hacia las hojas donde su aumento en las células oclusivas reduce la turgencia
de las mismas e induce el cierre estomatico (Azcon-Bieto y Tal6n, 2008).

La conductancia estomatica depende de la densidad, tamafio y grado de apertura
de los estomas; por lo tanto, al existir una mayor cantidad de estomas abiertos la
conductancia sera mayor, lo cual podria implicar, que las tasas de fotosintesis y
transpiracion probablemente sean potencialmente mas altas. Un cierre estomatico rapido
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en respuesta al déficit hidrico tiene ventajas y desventajas, que dependen de la duracion
del mismo. Plantas con cierres prematuros podrian ahorrar agua, aumentando sus
posibilidades de sobrevivencia, sin embargo, en un estrés a corto plazo esto implicaria
limitar una potencial asimilacion de carbono (Hufstetler et al., 2007). Genotipos de soja
adaptados a ambientes aridos tienden a tener baja conductancia estomaética, lo cual les
permite reducir la pérdida de agua foliar (Manavalan et al., 2009). Ademas, segun Sinclair
y Ludlow (1986) las variedades con baja conductancia estomatica son a menudo las que
sobreviven més tiempo bajo déficit hidrico severo.

2.4.3 Temperatura foliar

Las hojas son capaces de almacenar o perder calor, de modo que la temperatura
foliar varia segun las condiciones del ambiente y tipologia de la propia hoja. Una
determinada cantidad de calor almacenada en una hoja provocara un aumento distinto de
temperatura dependiendo si se trata de una hoja delgada o suculenta. A igual cantidad de
calor almacenado, las hojas delgadas presentan un mayor incremento de temperatura a
diferencia de hojas suculentas (Squeo y Ledn, 2007).

La temperatura foliar también esta relacionada con factores fisiologicos de la
planta tales como la conductancia estomatica y tasa transpiratoria, la cual provoca el
enfriamiento por efecto de la evaporacién (Pietragalla, 2013). La razdn de ello es que las
moléculas de agua tienen la capacidad de permanecer unidas por puentes de hidrégeno;
esta propiedad denominada cohesion del agua es responsable de la elevada cantidad de
energia que se necesita para provocar la evaporacion, disipando el calor (Azcén-Bieto y
Talon, 2008).

2.4.4 Expansion del area foliar

El crecimiento foliar es producto de la divisién y expansion celular. Estos
procesos resultan afectados en condiciones de déficit hidrico ya que el suministro de agua
no se mantiene al nivel de la transpiracion y las hojas experimentan un descenso en la
turgencia celular. Al no haber turgencia, las células no crecen impidiendo la expansion
celular, y por tanto el aumento del area foliar (Azcén-Bieto y Talon, 2008).

Aunque la division celular resulte afectada por el estrés hidrico, la misma es
menos sensible que la expansion celular (Azcon-Bieto y Talon, 2008). Adicionalmente,
Canfalone et al. (2002), establecen gue la expansion de tejidos es mucho mas sensible que
la fotosintesis al déficit hidrico. En un estudio en soja, Liu et al., citados por Manavalan
et al. (2009), demostraron que el estrés por sequia disminuye la expansion foliar. En un
experimento en el que se evalud un cultivo de soja en condiciones con y sin riego, en el
estadio de floracion (R1) se logré un indice de area foliar de 7,2 para el tratamiento con
riego, mientras que para el no regado fue de 4,9. Esta caida del indice de area foliar por
efecto de la sequia puede deberse a un crecimiento foliar reducido y a la aceleracion en la
senescencia de las hojas (Canfalone et al., 2002).
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2.4.5 Acumulacion de osmolitos

Los osmolitos son compuestos de bajo peso molecular tales como las poliaminas,
sacarosa, polioles, azlcares-alcoholes, prolinay otros aminoacidos, y tienen como funcion
inducir el ajuste osmético (Moreno, 2009). El ajuste osmotico consiste en una
acumulacién activa de solutos en los tejidos de la planta para el mantenimiento de la
turgencia celular cuando el potencial hidrico del tejido disminuye (Manavalan et al.,
2009). La acumulacion de prolina es una respuesta metabolica comuan al déficit hidrico y
a la salinidad (Jones et al., citados por Benavides-Mendoza, 2002). Esta molécula es un
aminoacido altamente soluble y se acumula en las hojas de muchas especies que se
encuentran sometidas a condiciones de estrés hidrico y salino.

La prolina, ademas de inducir el ajuste osmoético (Moreno, 2009), protege las
membranas y las proteinas contra efectos adversos de la alta concentracién de iones
inorgénicos y de los extremos de temperatura (Santoro et al., citados por Benavides-
Mendoza, 2002). También se ha observado que la prolina actia como un captor de
radicales libres (Smirnoff y Cumbes, 1989).

Cérdenas-Awvila et al. (2006) reportaron una relacion inversa entre el potencial
hidrico y el contenido de prolina en distintas variedades de porotos. Este resultado es
coincidente con los hallazgos de Sivaramakrishnan et al. (1988), quienes reportaron que
un aumento en la concentracion de prolina se relacionaba con una disminucion en el
potencial hidrico foliar. Estos mismos autores reportaron que una mayor concentracion de
prolina en variedades tolerantes de poroto (en comparacion con las menos tolerantes) es
indicativo de que este amino&cido estaria relacionado a un mecanismo de adaptacion al
déficit hidrico. Ademas, la acumulacion de prolina puede ser considerada como un
indicador para la seleccion de plantas tolerantes a distintos factores de estrés.
Adicionalmente, segun Manavalan et al. (2009), la prolina al inducir el ajuste osmotico,
indirectamente mantiene la conductancia estomaética y la fotosintesis a potenciales
hidricos mas bajos, y retrasa la senescencia foliar.

2.4.6 Aminoécidos vy proteinas

El amonio resultante de la FBN y/o absorbido por la raiz pasa a formar parte de
moléculas organicas tales como aminoacidos y proteinas. Para la sintesis de dichos
compuestos es necesario un suministro adecuado de nutrientes hacia las hojas, ademas de
energia, poder reductor y agua. Segun lo mencionado anteriormente, en condiciones de
déficit hidrico se altera el normal funcionamiento de la planta disminuyendo el flujo de
agua desde las raices hacia las hojas, debido principalmente al cierre estomatico
(Chandrasekar et al., 2000). Consecuentemente, al disminuir el flujo de agua por el xilema
hacia las hojas, se reduce también el suministro de nutrientes y por ende se limita la
sintesis de aminoacidos y proteinas (Gage, 2004).
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Adicionalmente, debido al cierre estomatico como consecuencia del estrés se
limita la entrada de CO: a las hojas afectando la fotosintesis (Lobato et al., 2008), lo cual
provoca una menor disponibilidad de fuentes carbonadas para el suministro de energia
necesaria en la sintesis de aminoacidos y proteinas. Segun Taiz y Zeiger (2006), la
asimilacion del nitrogeno requiere el 25% de la energia acumulada en las raices y hojas
para convertir compuestos inorganicos de baja energia en compuestos organicos de alta
energia tales como aminoacidos y proteinas.

Reynaldo et al. (2002), reportaron que en plantas sometidas a estrés ambiental se
incrementan las reacciones degradativas en relacion a las de sintesis, y sostienen que el
déficit hidrico disminuye los niveles de proteinas. Ladrera et al. (2007), en un experimento
en el cual evaluaron un cultivar de soja tolerante a la sequia y otro sensible, en condiciones
control y de déficit hidrico, obtuvieron concentraciones similares de proteinas para ambos
cultivares en los nddulos en ambas condiciones hidricas sugiriendo que el nivel de sequia
no fue suficiente para provocar cambios a este nivel en los nédulos. En otro experimento
realizado por King y Purcell (2005), en el que evaluaron un genotipo de soja tolerante y
otro sensible al déficit hidrico, reportaron que la concentracion de aminoacidos libres en
los nédulos y las hojas aument6 en ambos genotipos en condicion de deficit hidrico.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 MATERIAL BIOLOGICO
3.1.1 Plantas

Se utilizaron dos genotipos de soja caracterizados en el laboratorio como de
respuestas contrastantes al déficit hidrico: el genotipo Don Mario 6.8i (DM) de respuesta
lenta o tolerante y el genotipo Génesis 5601 (GE) de respuesta rapida o sensible. DM
presenta un grupo de madurez (GM) 6 largo, mientras que GE posee un GM 5.6, ambos
son de ciclo medio y con héabito de crecimiento indeterminado.

Las semillas utilizadas eran certificadas y provenientes del Instituto Nacional de
Investigacion Agropecuaria (INIA). Las cuales son obtenidas del plan de mejoramiento
de soja (Sergio Ceretta).

3.1.2 Bacterias

Las cepas de rizobios utilizadas para la inoculacion de las plantas de soja fue la
mezcla U1301:U1302 de Bradyrhizobium elkanii que es la recomendada por el Ministerio
de Ganaderia, Agricultura y Pesca (MGAP) para la formulacion de inoculantes de soja.

3.2DISENO EXPERIMENTAL, CONDICION DE DEFICIT HIDIRCO Y
TRATAMIENTOS

El disefio experimental fue completamente al azar, conformado por unidades
experimentales (UE) correspondientes a una planta de soja. Las UE se instalaron
separadas a unos 15 - 20 cm.

La condicion de déficit hidrico ensayada consistio en suspender el riego a plantas
de 20 dias post siembra (estadio V3), evaluandose los tratamientos en un estadio V3-V4.
Los tiempos en los que se evaluaron los distintos parametros (ver seccion 3.5) fueron dos:
tiempo 1, que corresponde a un déficit hidrico inicial o leve (E1), y tiempo 2, que
corresponde a un déficit hidrico final o moderado-severo (E2). El tiempo 1 (0 E1) se
definié cuando las plantas alcanzaban una conductancia estomatica de 50% respecto al
control. El tiempo 2 (o0 E2) se definid cuando las plantas alcanzaban una conductancia
estomatica minima estable. El tiempo 1 consistié de 1 a 2 dias de estrés y el tiempo 2
consistio de 4 a 5 dias de estrés.

La conductancia estomatica se determind con un porémetro modelo SC-1
(Decagon Device Inc) sobre la cara abaxial de la tercera hoja trifoliada luego de 6 h de
encendida la luz de la cdmara de crecimiento, siguiendo las instrucciones del fabricante.
Cada medicidn se realizo por triplicado.
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Los 16 tratamientos obtenidos fueron el resultado de combinar los dos genotipos
de soja (DM y GE), en condiciones de inoculacién (1) o de no-inoculacion (S/1) y en los
dos tiempos de analisis (E1 y E2) con sus respectivos controles (C1 y C2), plantas
mantenidas con riego a tiempo 1y tiempo 2, respectivamente. Cada tratamiento presentd
3 repeticiones. Al momento de instalar el ensayo se sembraron 5 repeticiones por cada
tratamiento previendo alguna dificultad en la germinacién de las semillas para finalmente
disponer de 3 repeticiones por tratamiento.

A continuacion, se presentan los 16 tratamientos en la forma a la que se hara
referencia en toda la tesis:

Genotipo DM en condicidon de inoculacion
DMI1C1 DM IE1 DM | C2 DM I E2
Genotipo DM en condicién de no-inoculacién

DMS/IC1 DMS/IE1L DMS/IC2 DMS/IE2
Genotipo GE en condicion de inoculacién

GEIC1 GEIE1 GEIC2 GEIE2
Genotipo GE en condicion de no-inoculacién

GES/IC1 GES/IE1 GES/IC2 GES/IE2

3.3 MEDIOS Y CONDICIONES DE CRECIMIENTO

3.3.1 Medios y condiciones de crecimiento de plantas

Las plantas de soja se crecieron en una cdmara de crecimiento con un fotoperiodo
de 16/8 h (luz/oscuridad), con 30°C/20°C (dia/noche) y una radiacion de 800 pumol de
fotones-m-seg, que se alcanzaron con el uso de lamparas de halogenuro metalico de
400 W.

Los dispositivos de crecimiento consistieron en botellas de 500 cm? de volumen,
forradas con nylon negro en su totalidad. Este dispositivo permitio el crecimiento y
desarrollo de las plantas por 25 dias, sin observarse interferencias en el desarrollo
radicular.



17

Como sustrato se utiliz6 una mezcla de arena-vermiculita (1:1). Las plantas se
regaron con medio RP (Rigaud y Puppo, 1975), suplementado con KNO3z 5 mM para las
plantas no-inoculadas y 0.5 mM para las plantas inoculadas (Cuadro 1). El riego fue
efectuado frecuentemente de forma que las plantas se mantuvieron en optimas condiciones
hidricas (sustrato a capacidad de campo). A los 20 dias post-siembra, se indujo el estrés
hidrico mediante la suspension del riego para los tratamientos de estrés (E1 y E2),
manteniendo el riego de las plantas correspondientes a los tratamientos control (C1y C2).

Cuadro 1. Composicién del medio RP

Macronutrientes mg/L
KH2PO4 200
MgS04.7H20 200
KCI 200
CaS04.2H0 120
Na2FeEDTA 25
Na;Mo004.2H20 4
KNOs3 500 6 50*

*para plantas no-inoculadas e inoculadas, respectivamente.

Micronutrientes mag/L
MnSO4.2H,0 2.2
CuS04.5H,0 2.4
ZnS04.7H0 2.9
H3BOs3 1.8

3.3.2 Medios vy condiciones de crecimiento de bacterias

Los rizobios se encontraban almacenados a -80 °C en una mezcla 1:1 cultivo:
glicerol. Se crecieron en medio YEM (Cuadro 2) a 28 °C durante 3 dias en agitacion (150
rpm). Una vez alcanzada una densidad optica a 600nm (DOeno) de 0.5-0.8 correspondiente
a la fase exponencial de crecimiento, el cultivo fue utilizado para inocular las plantas
correspondientes a los tratamientos con inoculacién.
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Cuadro 2. Composicion del medio YEM

Nutrientes g/L
K>2HPO4 0.5
MgSO4 0.2
NaCl 0.1
Manitol 5

Extracto de levadura 1

(pH 6.8 - 7.2)

3.4 INOCULACION

Las semillas se inocularon con 3 mL de indculo (crecido segun 3.3.2) al momento
de la siembra. Posteriormente, 3 dias post-siembra, se realiz6 una re-inoculacién con 3
mL de inoculo.

3.5 PARAMETROS EVALUADOS

Los distintos parametros evaluados fueron analizados en plantas de los 16
tratamientos planteados (ver seccion 3.2).

Los pardmetros evaluados fueron: nimero y peso de nddulos, concentracion de
ureidos, potencial hidrico, temperatura foliar, area foliar, concentracién de prolina,
concentracion de aminoécidos y proteina soluble, los cuales se detallan a continuacion.

3.5.1 Pardmetros morfo-fisioldgicos

3.5.1.1 NUmero y peso de nodulos

Los nodulos se extrajeron de forma manual luego del lavado del sustrato adherido
a laraiz. Se contabilizaron todos los nddulos presentes en la raiz de cada planta (nddulos
ubicados en raices primarias y secundarias). El peso de los mismos se determind con una
balanza de precision OHAUS Adventurer AR1530.

3.5.1.2 Potencial hidrico de hoja

El potencial hidrico de hoja (WH) se determiné con una bomba de presion tipo
Sholander, modelo 600 (PMS Instrument Company) en la tercera hoja trifoliada luego de
determinada la conductancia estomatica, segun las instrucciones del fabricante.
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3.5.1.3 Temperatura foliar

A cada planta se le tomé una imagen térmica con una camara termogréfica FLIR
modelo E50, y mediante el programa FLIR Tools (FLIR, 2016) se determind la
temperatura de la tercera hoja trifoliada.

3.5.1.4 Area foliar

Para la determinacion del area foliar se extrajeron todos los foliolos de cada
planta y se colocaron extendidos sobre una superficie lisa. Se realizO un registro
fotografico del conjunto de foliolos junto con una escala de referencia, mediante la cdmara
de un teléfono celular Samsung J7. Luego, a partir de la fotografia y con el software Fiji
Image J (Schindelin et al., 2012) se cuantificé el area foliar de cada planta.

3.5.2 Pardmetros bioquimicos

3.5.2.1 Ureidos

Para la obtencion del extracto inicial a partir del cual se extrajeron y cuantificaron
los ureidos se procedi6 de la siguiente forma:

- Semacer6 0.25 gy 0.20 g de hojas y nédulos, respectivamente, con 1 ml de tampdn
Tris — HCI 50 mM pH 7.8 suplementado con 1 mM MnSOQOs y 0.1% (P/V) DOC.

- Se incubaron las muestras en hielo por 15 min y se centrifugaron a 12000 x g por
10 min a 4 °C. Se recogid el sobrenadante y se repitio el paso de centrifugacion.

- El sobrenadante resultante (extracto) fue almacenado a -20 °C hasta su uso.

La determinacion de ureidos fue realizada mediante el método de Vogels y Van
Der Drift (1970). Este método consta de 4 pasos mediante los cuales primero se obtienen
los ureidos alantoato, alantoina y ureidoglicolato de forma diferencial (pasos 1, 2 y 3,
respectivamente) y el ultimo paso (paso 4) consiste en convertir estos ureidos a glioxilato,
que es en ultima instancia la molécula que se cuantifica espectrofotométricamente. Se
procedio segln se indica a continuacion:

Paso 1 (obtencidn de alantoato)

- Para las muestras correspondientes a hojas, se mezclaron en un microtubo 65 pL
de extracto con 735 pL de agua destilada. Para las muestras correspondientes a
nodulos, se mezclaron en un microtubo 50 pL de extracto con 750 yL de agua
destilada.

- Seagreg6 200 pL de HCI 0.15 N a cada muestra.

- Seincubaron las muestras a 100 °C por 10 min.

- Se enfriaron las muestras en bafio a 4 °C.

- En este punto se continta en el Paso 4.
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Paso 2 (obtencidn de alantoina)

Para las muestras correspondientes a hojas, se mezclaron en un microtubo 65 pL
de extracto con 535 pL de agua destilada. Para las muestras correspondientes a
nddulos, se mezclaron en un microtubo 50 pL de extracto con 550 pL de agua
destilada.

Se agregd 200 pL de NaOH 0.5 M a cada muestra.

Se incubaron las muestras a 100 °C por 10 min.

Se enfriaron las muestras en bafio a 4 °C.

Se agreg6 200 pL de HCI 0.65 N a cada muestra.

Se incubaron las muestras a 100 °C por 10 min.

Se enfriaron las muestras en bafio a 4 °C.

En este punto se continda en el Paso 4.

Paso 3 (obtencidn de ureidoglicolato)

Para las muestras correspondientes a hojas, se mezclaron en un microtubo 65 pL
de extracto con 935 pL de agua destilada. Para las muestras correspondientes a
nodulos, se mezclaron en un microtubo 50 uL de extracto con 950 pL de agua
destilada.

Se agreg6 200 pL de tampdn fosfato 0.4 M pH 7.0 a cada muestra.

Se incubaron las muestras a 100 °C por 10 min.

Se enfriaron las muestras en bafio a 4 °C.

Se agreg6 200 pL de fenilhidrazina-HCI (0.33 % (p/v)).

En este punto se continla en el Paso 4.

Paso 4 (obtencidn y cuantificacion de glioxilato)

Se emple6 1 ml de cada muestra obtenida anteriormente (muestra paso 1, muestra
paso 2, muestra paso 3) colocando cada una en tubo de ensayo.

Se agregd 200 pL de tampon fosfato sédico 0.4 M pH 7.0 y 200 pL de
fenilhidrazina-HCI (0.33 % (p/v)) a cada muestra.

Se incubaron las muestras a temperatura ambiente por 10 min.

Se colocaron los tubos en hielo.

Se agregé 1 ml de HCI 12 N a 4 °C y 200 pL de ferricianuro de potasio 48.6 mM.
Se incubd a temperatura ambiente 15 min.

Se midi6 la absorbancia a 520 nm (& = 42.36 mM-cm™), realizando un blanco con
1 ml de agua mas todos los reactivos del Paso 4.

Los ureidos totales se obtuvieron como la suma del glioxilato obtenido a partir

de las muestras obtenidas en los Pasos 1, 2y 3.
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3.5.2.2 Prolina

La extraccion de prolina se realizd segin Charest y Phan (1990) con algunas
modificaciones. Se macerd 0.1 g de muestra en 0.8 mL de una mezcla de metanol-
cloroformo-agua (MCA, 12:5:1) en microtubo. EI homogenado se centrifug6 a 5000 x g
por 2 min a temperatura ambiente y se recogié el sobrenadante en otro microtubo. A
continuacién, se adiciond 200 pL de cloroformo y 300 uL de agua y se centrifug6 a 5000
X g por 1 min. La fase superior (acuosa) se utilizo para la determinacion de prolina.

La prolina se cuantificd segun Troll y Lindsley (1955). La fase acuosa que
contenia la prolina se colocé en tubo con tapa rosca y se le agreg6 0.7 mL de &cido acético
glacial y 0.7 mL de reactivo de ninhidrina &cida [HsPO4 6 M, acido acético glacial 12.6
M, ninhidrina 0.14 M]. Los tubos tapados se calentaron en bafio de agua a 90 °C durante
1 h'y se dejaron enfriar a temperatura ambiente. Luego, se adicion0 a cada tubo 1 mL de
tolueno, se agité vigorosamente durante 5 min y se dejé decantar hasta la formacién de
dos fases (aproximadamente 12 h). Para cuantificar la prolina se tomaron muestras de la
fase superior y se leyd la absorbancia a 515 nm. Como estandar se us6 L-prolina.

3.5.2.3 Aminoécidos totales

La obtencion del extracto utilizado para la cuantificacion de los aminoacidos
totales se realiz6 de la misma forma que para los ureidos (ver 3.5.2.1).

Cuadro 3. Soluciones para la determinacion de aminoécidos totales

Solucién A 0/100 ml
Acido citrico  16.8
NaOH 6.4
H.O 100 ml

Solucién B 0/100 ml

Ninhidrina 0.960
Acido ascorbico 0.033
Cellosolve 100 ml

Etanol al 60%
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La cuantificacion de los aminoacidos se realizd a partir de 0.1 mL de extracto de
hoja y 0.05 mL de extracto de nédulos. A cada muestra se le agreg6 0.5 mL de solucion
Ay posteriormente 0.5 mL de solucion B (Cuadro 3). Luego, se hirvio durante 25 min y
se dejo enfriar a temperatura ambiente. Se agreg6 3 mL de etanol 60%, se mezclo por
inversion varias veces y se leyo la absorbancia a 570 nm. Se realiz6 un blanco en el cual
se sustituy6 el volumen de extracto vegetal por agua destilada.

3.5.2.4 Proteina soluble

La obtencion del extracto utilizado para la cuantificacion de la proteina soluble
se realizo de la misma forma que para los ureidos (ver 3.5.2.1). La cuantificacion se realizo
segun Bradford (1976). A 20 pL de muestra (5 pL de extracto + 15 pL de agua destilada)
se le agregd 1 mL de reactivo consistente en Azul de Coomassie G250 0.1 mM, etanol 0.8
M y acido fosférico 1.5 M. Se agit6 vigorosamente y se leyo la absorbancia a 595 nm en
un tiempo menor de 1 h. Como estandar se uso seroalbdmina bovina.

3.6 ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados obtenidos fueron sometidos al andlisis de varianza (ANOVA)
utilizando el programa estadistico InfoStat® version 2018 (Universidad Nacional de
Cordoba, Argentina). La comparacién de medias entre tratamientos se realizé a través de
la prueba de comparacién de medias LSD-Fisher.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

En este trabajo se analizo el efecto del déficit hidrico (leve y moderado-severo)
sobre distintos pardmetros morfofisioldgicos, bioquimicos y relacionados a la FBN en
plantas de soja. Se presto particular atencion a la variacion de la concentracion de los
ureidos como consecuencia de dicho estrés, asi como al potencial hidrico, area foliar y
acumulacién de prolina, entre otros, con el fin de analizar de forma global como las plantas
inoculadas y no-inoculadas responden al déficit hidrico.

4.1 EFECTO DEL DEFIQIT HIDRICO SOBRE PARAMETROS RELACIONADOS A
LA FIJACION BIOLOGICA DE NITROGENO

4.1.1 NUmero y peso de nédulos

El nimero y peso de los nodulos simbidticos son pardmetros relacionados al
proceso de FBN y pueden resultar alterados por la imposicién de un déficit hidrico. En
este experimento, estos pardmetros no presentaron diferencias significativas entre los
genotipos evaluados, asi como tampoco entre ninguna de las condiciones de muestreo
ensayadas (C1, E1, C2, E2, Cuadro 4). Sin embargo, se observa una tendencia a un mayor
namero y peso de nédulos en el tratamiento E2 del genotipo DM, mientras que para el
genotipo GE en este mismo tratamiento se observa una tendencia, Unicamente, a un mayor
peso de nodulos.

El resultado obtenido no fue el esperado y no es coincidente con los resultados
reportados por otros autores como Williams y Sicardi de Mallorca (1984) quienes
observaron que un estrés hidrico leve reducia el nimero de nédulos y un estrés moderado-
severo reducia el namero y tamafio de nédulos. Tampoco es coincidente con los hallazgos
encontrados por King y Purcell (2006) quienes observaron diferencias en cuanto al
numero y tamafio de nddulos entre un genotipo tolerante y un genotipo sensible al déficit
hidrico. En este experimento, si bien las diferencias entre los genotipos DM y GE no son
estadisticamente significativas, se observa en GE una tendencia a un menor nUmero y peso
de nddulos que en DM.
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Cuadro 4. Numero y peso de nodulos en los genotipos evaluados en condicion de
inoculacion y sometidos a las distintas condiciones de muestreo

Numero de |Peso de nddulos
Tratamiento nodulos (9)
DM 1 C1 26,3 a 0,19a
DM I E1 27,3 a 0,32 a
DM | C2 30,7 a 0,42 a
DM | E2 35,7a 0,46 a
GEIC1 24,7 a 0,23 a
GE | E1 23,3a 0,20 a
GEIC2 23,3a 0,28 a
GE I E2 23,0a 0,39 a

Genotipo Don Mario 6.8i (DM). Genotipo Génesis 5601 (GE). E1 y E2: tratamientos de déficit hidrico
a tiempo 1 (50% de la conductancia estomatica respecto al control) y a tiempo 2 (conductancia
estomatica minima estable), respectivamente; C1 y C2= tratamientos control a tiempo 1 y 2,
respectivamente. 1= tratamiento con inoculacion. Letras distintas en cada columna indican diferencias
significativas (LSD-Fisher p< 0,05).

El hecho de que no se hayan encontrado diferencias significativas en estos
parametros en las distintas condiciones de muestreo ensayadas podria explicarse por la
duracion y momento en que se impuso el déficit hidrico. En las plantas de soja inoculadas,
los nddulos comienzan a formarse a partir del estadio fenolégico VE (emergencia)
comenzando a visualizarse a los 3-5 dias de emergencia (Perticari, 2018). En este
experimento el déficit hidrico se impuso a los 20 dias post siembra (\V3), sometiendo a las
plantas hasta 5 dias de estrés. Por tanto, la mayor parte del tiempo (20 dias) en que se dio
la interaccidn planta-rizobio y formacion de los nédulos, las plantas no se encontraban en
condicion de déficit hidrico, y la duracién del estrés (5 dias) parece no ser suficiente para
provocar alteraciones en cuanto al nimero y peso de nddulos.

Si bien el déficit hidrico no tuvo lugar al inicio, ni durante la mayor parte de la
etapa de formacién de nédulos, Ilama la atencion el incremento (aunque no significativo)
del nimero y peso de nodulos en la condicion E2 para el genotipo DM. Este aumento no
era de esperarse ya que, como se mencion0 previamente, el estrés hidrico tiende a reducir
el nimero y peso de nddulos (Williams y Sicardi de Mallorca,1984).

En base a los resultados obtenidos podria decirse que una duracion de hasta 5
dias de estrés en el estadio fenoldgico V3, no provoca alteraciones en cuanto al nimero y
peso de los nodulos. Se podria hipotetizar que, si el estrés se hubiese impuesto desde el
inicio de la emergencia de las plantulas, podria haber sido méas probable que ocurriera una
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alteracion del proceso de nodulacion ya que el déficit hidrico afecta la sobrevivencia de
los rizobios (Lodeiro, 2015) y sin ellos se compromete la nodulacion.

4.1.2 Ureidos

Los ureidos son compuestos que transportan el nitrogeno fijado durante la FBN
desde los nddulos hacia la parte aérea de las plantas de soja (King y Purcell, 2005). La
FBN comienza a los 10-15 dias de emergencia (Perticari, 2018), por lo que en este
experimento el proceso de FBN transcurrio unos 7 dias aproximadamente. En los
genotipos ensayados en este experimento, se observd que la concentracion de ureidos es
mayor en los nddulos respecto a las hojas en todos los tratamientos de plantas inoculadas
(Figura 2).

En cuanto a la concentracion de ureidos en las hojas de plantas inoculadas (Figura
2a), no hubo diferencias estadisticas significativas entre ambos genotipos en los
tratamientos C1, E1 y E2. Sin embargo, en el tratamiento C2 se observa una mayor
concentracion de ureidos en el genotipo DM respecto al genotipo GE, y un aumento en
dicha concentracion respecto al tratamiento C1 del mismo genotipo. Asimismo, se observa
una acumulacion significativa de ureidos en el tratamiento E2 en ambos genotipos
respecto a los restantes tratamientos.

En el caso de los nodulos (Figura 2b), el dnico tratamiento donde hubo
diferencias significativas al comparar los genotipos fue en la situacion de déficit hidrico
moderado-severo (E2), donde el genotipo GE presentd una concentracion de ureidos en el
entorno de un 50% mayor respecto a los restantes tratamientos. Para el genotipo DM no
se encontraron diferencias significativas en ninguno de los tratamientos.
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a) hojas. b) nddulos. E1 y E2: tratamientos de déficit hidrico a tiempo 1 (50% de la conductancia
estomatica respecto al control) y a tiempo 2 (conductancia estomatica minima estable), respectivamente;
Cl y C2= tratamientos control a tiempo 1y 2, respectivamente. Letras distintas indican diferencias
significativas (LSD-Fisher p< 0,05).

Figura 2. Concentracion de ureidos en plantas inoculadas (1) de los genotipos Don
Mario 6.8i (DM) y Génesis 5601 (GE)

El resultado antes descrito, es decir, laacumulacién de ureidos en hojas de plantas
inoculadas Gnicamente en el tratamiento E2, no es coincidente con los hallazgos de
Ladrera et al. (2007) quienes no observaron acumulacién de ureidos en hojas de genotipos
de soja tolerantes y sensibles al déficit hidrico en una condicion de 6 dias de estrés.
Ademas, el hecho de que en este experimento no se hayan observado diferencias
significativas entre los genotipos en la concentracion de ureidos en hojas en el tratamiento
E2, tampoco es coincidente con lo observado por King y Purcell (2005), Ladrera et al.
(2007) quienes reportaron una menor concentracion de ureidos en el genotipo tolerante
respecto al sensible en condicion de déficit hidrico. Esta discrepancia entre los resultados
obtenidos por estos autores y los de este experimento podria deberse a que las plantas de
soja no se evaluaron en el mismo estadio fenoldgico, ya que la duracion del estrés fue muy
similar a este experimento. Sin embargo, si la condicidn de estres en este ensayo se hubiese
prolongado por méas dias, quizas se podrian haber observado diferencias entre los
genotipos en la concentracion de ureidos en hojas.
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El incremento significativo de la concentracion de ureidos en nddulos del
genotipo GE (sensible) en E2 coincide con los hallazgos de Ladrera et al. (2007) quienes
reportaron que los nddulos del genotipo sensible presentaron una mayor acumulacion de
ureidos respecto a los nddulos del genotipo tolerante en una condicion de 6 dias de déficit
hidrico. A partir de este resultado, y junto con el hecho de que en el genotipo DM
(tolerante) no haya ocurrido un aumento significativo de la concentracion de ureidos, se
podria deducir que el genotipo GE presenta el proceso de FBN inhibido dado que la
acumulacion de ureidos en nddulos ocurre en condiciones de autoinhibicion de dicho
proceso (King y Purcell, 2005). Sin embargo, en esa misma condicion, el genotipo
tolerante (DM) continuaria realizando el proceso de FBN.

Cuando se compara la concentracion de ureidos en hojas de plantas de ambos
genotipos sin inocular (DM S/I, GE S/I, Figura 3), se observan diferencias significativas
en las condiciones de muestreo (C1, E1 y E2), siendo el genotipo DM (tolerante) el que
presenta mayor concentracion de ureidos en todos los casos, con un aumento y diferencia
mas acentuada en la condicion E2. También resulta evidente para ambos genotipos que la
concentracion de ureidos aumentd en la condicion de estrés hidrico moderado-severo (E2).

80,00 -
@ 70,00 - a
S 60,00 -
S 50,00 -
S 40001 b b
2 30,00 -

' d
S 2000 | 2 ¢ d 7
oo (LN

| Cl E1 C2 E2

mDM S/I 28,38 34,56 16,53 65,55
GE S/l 119,57 17,56 16,64 35,60

Tratamiento

mDM S/I GE S/

El y E2: tratamientos de déficit hidrico a tiempo 1 (50% de la conductancia estomatica respecto al
control) y a tiempo 2 (conductancia estomatica minima estable), respectivamente; C1 y C2=
tratamientos control a tiempo 1y 2, respectivamente. Letras distintas indican diferencias significativas
(LSD-Fisher p< 0,05).

Figura 3. Concentracion de ureidos en hojas de plantas no inoculadas (S/1) de los
genotipos Don Mario 6.8i (DM) y Génesis 5601 (GE)
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A diferencia de los ureidos en plantas | que son producto del amonio simbidtico,
los ureidos en plantas S/I no provienen del amonio simbi6tico. Por esto, se deduce que los
ureidos en hojas no provienen Unicamente del amonio producto de la FBN, sino que
también pueden resultar del catabolismo de las bases purinicas (Ohyama et al., 2004).

El incremento de la concentracion de ureidos en la condicion E2 de ambos
genotipos concuerda con lo obtenido por Freixas et al. (2011) quienes sostienen que en
hojas de plantas S/I la concentracion de ureidos aumenta en condicion de déficit hidrico
en relacion a la condicién control (sin déficit hidrico), sugiriendo que las rutas de
degradacion de ureidos también pueden bloquearse por la sequia en plantas de soja no
noduladas. Por otro lado, es interesante notar que como consecuencia del estrés
(condiciones E1y E2) las hojas de plantas S/I del genotipo tolerante presenten una mayor
concentracion de ureidos que las del genotipo sensible no concuerda con lo observado en
hojas de plantas I, en las cuales la concentracion de ureidos era igual en ambos genotipos.
Esto podria explicarse en base a que el periodo de tiempo, aproximado, durante el cual
ocurrio la FBN (7 dias) fue menor al periodo de tiempo durante el cual no tuvo lugar la
FBN (13-14 dias), y que, por tanto, este tiempo no haya alcanzado para que se
evidenciaran diferencias significativas entre los genotipos en condiciones |.

En la Figura 4 se presentan los valores de concentracion de ureidos en hojas de
los genotipos evaluados en condiciones | y S/l para valorar el efecto de la nodulacion
sobre dicho parametro en las distintas condiciones de muestreo (C1, E1, C2, E2). El
genotipo DM presentd una mayor concentracion de ureidos en hojas de plantas S/1 en las
condiciones C1, E1 y E2 (Figura 4a); mientras que el genotipo GE mostr6 una mayor
concentracion de ureidos en las hojas de plantas S/I en todas las condiciones excepto en
E2, donde ocurre lo contrario observandose una mayor concentracion de ureidos en hojas
de plantas I (Figura 4b).
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a) Genotipo Don Mario 6.8i (DM). b) Genotipo Génesis 5601 (GE). E1 y E2: tratamientos de déficit
hidrico a tiempo 1 (50% de la conductancia estomatica respecto al control) y a tiempo 2 (conductancia
estomatica minima estable), respectivamente; C1 y C2= tratamientos control a tiempo 1 y 2,
respectivamente. Letras distintas indican diferencias significativas (LSD-Fisher p< 0,05).

Figura 4. Concentracion de ureidos en hojas de plantas inoculadas (1) y no inoculadas
(s

En base a las diferencias en la concentracion de ureidos entre plantas | y S/I
(Figura 4) se deduce la existencia de un efecto de la inoculacion sobre los niveles de
ureidos. El resultado obtenido en este experimento, en que las hojas de plantas S/I
presentaron una mayor concentracion de ureidos que en las plantas | (excepto en C2 de
DM y E2 de GE), no concuerda con lo reportado por Freixas et al. (2011). Estos autores
reportan una mayor concentracion de ureidos en hojas de plantas | en comparacion con
plantas S/I tanto en condicién de déficit hidrico como control. Este es el resultado esperado
ya que los ureidos, que se forman en los nédulos a partir de amonio proveniente de la
FBN, transportan dicho nitrogeno hacia la parte aérea de la planta. Una posible
explicacion del resultado obtenido estaria relacionada a una menor incorporacion de
manganeso (Mn) en plantas no-inoculadas (S/1) ya que hay evidencia que sugiere que el
aumento en los niveles de Mn en distintos genotipos de soja puede disminuir los niveles
de ureidos en hojas de plantas sometidas a déficit hidrico (Purcell et al., 2004). Ademas,
se ha reportado que los factores Nod podrian estimular la absorcion de Mn (Freixas et al.,
2011). Entonces, las plantas S/I al no estar en presencia de factores Nod (por no estar
noduladas) podrian haber absorbido menor cantidad de Mn y esto traducirse en mayor
concentracion de ureidos, ya que la enzima alantoato amidohidrolasa, responsable de la
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degradacion de los ureidos, requiere Mn como cofactor (Lukaszewski et al., 1992). Si esta
enzima presentara una actividad disminuida por un déficit de su cofactor, también
disminuiria la degradacion de los ureidos y podria observarse una acumulacion de los
mismos.

Otra posible explicacion a la mayor concentracion de ureidos en hojas de plantas
S/1 que en hojas de plantas |, podria ser en parte a que los ureidos en plantas | producto
del amonio simbidtico solo se sintetizaron durante unos 7 dias aproximadamente, y a que
al inicio del crecimiento de la soja la FBN es baja ya que inicialmente la planta es chica 'y
demanda menos nitrégeno. Entonces, dada la baja FBN en solo 7 dias, no produjo mucha
cantidad de amonio para que se transforme en ureidos. En un estadio fenoldgico donde la
planta tiene un alto requerimiento de nitrégeno y por tanto una alta fijacion de amonio
simbiotico, seria mas probable un mayor aumento de ureidos en plantas | que S/I.

4.2 EFECTO DEL DEFICIT HIDRICO SOBRE PARAMETROS BIOQUIMICOS Y
MORFO-FISIOLOGICOS

4.2.1 Proteina soluble

La concentracion de proteina soluble es un parametro asociado a reacciones de
sintesis, por lo que es imprescindible un suministro de nutrientes, energia, poder reductor
y agua (Gage, 2004). En la Figura 5 se observa gque la concentracion de proteina soluble
fue mayor en los nédulos (Figura 5b) que en las hojas (Figura 5a) de plantas inoculadas
de ambos genotipos en todas las condiciones de muestreo ensayadas (C1, E1, C2, E2). Asi
mismo, en ambos tejidos no hubo diferencias significativas entre los genotipos en ninguna
de las condiciones de muestreo.
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estomatica respecto al control) y a tiempo 2 (conductancia estomatica minima estable), respectivamente;
Cl y C2= tratamientos control a tiempo 1y 2, respectivamente. Letras distintas indican diferencias
significativas (LSD-Fisher p< 0,05).

Figura 5. Concentracion de proteina soluble en plantas inoculadas (I) de los genotipos
Don Mario 6.8i (DM) y Génesis 5601 (GE)

En hojas, era de esperar una disminucién de la concentracion de proteinas en
condicion de déficit hidrico, principalmente en E2, ya que existe evidencia que indica que
una situacion de estrés ambiental aumenta las reacciones de degradacion en relacion a las
de sintesis que podria traducirse en una disminucion de los niveles de proteinas (Reynaldo
etal., 2002). Ademas, al igual que en hojas de plantas I, en hojas de plantas no inoculadas
(S/1), no se observaron diferencias significativas en ningun caso, es decir, ni entre los
genotipos, ni entre las distintas condiciones de muestreo ensayadas (Figura 6). Estos
resultados, que indican que el déficit hidrico al cual fueron sometidas las plantas no alterd
la concentracidn de proteina soluble en plantas S/I (Figura 6) asi como tampoco en plantas
| (Figura 5a), podria deberse a que la intensidad o duracién del estrés no fue suficiente
para que se inicien las reacciones catabdlicas responsables de la degradacion de proteinas.

Por otro lado, en los nédulos, los resultados obtenidos en este experimento son
coincidentes con lo reportado por Ladrera et al. (2007), quienes observaron
concentraciones de proteinas similares en nddulos de plantas de genotipos tolerante y
sensible en condicion de déficit hidrico y control.
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E1l y E2: tratamientos de déficit hidrico a tiempo 1 (50% de la conductancia estomatica respecto al
control) y atiempo 2 (conductancia estomatica minima estable), respectivamente; C1 y C2=tratamientos
control atiempo 1y 2, respectivamente. Letras diferentes indican diferencias significativas (LSD-Fisher
P<0.05).

Figura 6. Concentracion de proteina soluble en hojas de plantas no inoculadas (S/1)
de los genotipos Don Mario 6.8i (DM) y Génesis 5601 (GE)

Al comparar la concentracion de proteina soluble en hojas de plantas | 'y S/I para
cada genotipo (Figura 7), se observa en el genotipo DM (Figura 7a) que las plantas S/I
presentaron mayores valores en las condiciones control (C1 y C2), mientras que en ambas
condiciones de estrés (E1 y E2) no se encontraron diferencias significativas en este
parametro si bien hay una tendencia a una mayor concentracion de proteina soluble en las
hojas de plantas S/I. En cuanto a los resultados obtenidos para el genotipo GE (Figura 7b),
se observa una mayor concentracion de proteina soluble en plantas S/I que en plantas I,
resultando estadisticamente significativa en todas las condiciones de muestreo ensayadas
(C1, EL, C2, E2).
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a) Genotipo Don Mario 6.8i (DM). b) Genotipo Geénesis 5601 (GE). E1 y E2: tratamientos de déficit
hidrico a tiempo 1 (50% de la conductancia estomética respecto al control) y a tiempo 2 (conductancia
estomatica minima estable), respectivamente; C1 y C2= tratamientos control a tiempo 1 y 2,
respectivamente. Letras distintas indican diferencias significativas (LSD-Fisher p< 0,05).

Figura 7. Concentracion de proteina soluble en hojas de plantas inoculadas (I) y no
inoculadas (S/1)

Segun lo observado en la Figura 7, podria decirse que hubo un efecto de la
inoculacidén sobre la concentracién de proteina soluble en ambos genotipos. Una posible
explicacion a la diferencia encontrada en dicho parametro entre plantas | y S/I, que se
observa principalmente en el genotipo GE (Figura 7b), seria que las plantas inoculadas
tienen un mayor costo energético dado que fijan el nitrgeno atmosférico (Lodeiro, 2015)
y, por tanto, dispondrian de menor energia para la sintesis proteica; en cambio, las plantas
no-inoculadas al disponer de una fuente de nitrégeno soluble (KNO3z 5 mM) cuya
reduccion es menos costosa energéticamente que el proceso de FBN, tendrian un estado
energético mas favorable y por tanto dispondrian de méas energia para las reacciones de
sintesis.

Otra razén por la cual se podria explicar la mayor concentracion de proteina en
plantas S/I, es el hecho de que las plantas | contaron inicialmente (hasta tener una FBN
activa) con una menor concentracion de nitrégeno en la solucién de riego (0.5 mM KNOg;
concentracion permisiva para la nodulacién) respecto a las plantas S/I que fueron regadas
durante todo el ensayo con una solucion de riego complementada con 5 mM KNOs. Si el
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proceso de FBN en las plantas | se hubiese extendido por més dias, tal vez la concentracion
de proteina soluble en ellas podria haber sido similar al de las plantas S/I.

4.2.2 Aminoacidos

El amonio pasa a formar parte de moléculas organicas a través de un proceso
conocido como asimilacion, dando lugar a la formacion de aminoécidos (Diaz et al., s.f.).
Analizando los resultados presentados en la Figura 8, resulta claro que la concentracion
de aminoacidos es muy superior en los nodulos con respecto a las hojas de plantas
inoculadas de los dos genotipos evaluados. En particular, en la condicién E2 en los
nodulos (Figura 8b) se observan valores significativamente superiores en ambos genotipos
respecto a las restantes condiciones de muestreo (C1, E1 y C2). En esta misma condicién
de déficit moderado-severo (E2) se observa que el genotipo GE (sensible) presenta mayor
concentracion de aminoacidos que el genotipo DM. En las restantes condiciones (C1, E1
y C2) no hubo diferencias significativas entre ninguno de los genotipos. En el caso de las
hojas (Figura 8a), no se encontraron diferencias significativas en la concentracion de
aminoacidos como consecuencia de la imposicién del estrés en ambos genotipos. Si se
comparan los valores obtenidos entre genotipos, se observan diferencias significativas en
las condiciones control (C1y C2).
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a) hojas. b) nddulos. E1 y E2: tratamientos de déficit hidrico a tiempo 1 (50% de la conductancia
estomatica respecto al control) y a tiempo 2 (conductancia estomatica minima estable), respectivamente;
C1 y C2= tratamientos control a tiempo 1 y 2, respectivamente. Letras distintas indican diferencias
significativas (LSD-Fisher p< 0,05).

Figura 8. Concentracion de aminoacidos en plantas inoculadas (1) de los genotipos Don
Mario 6.8i (DM) y Génesis 5601 (GE)
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Los resultados obtenidos en hojas de plantas | (Figura 8a) no son coincidentes
con lo reportado por King y Purcell (2005), quienes observaron en hojas de plantas de
genotipos sensibles y tolerantes que la concentracion de aminoacidos libres aumentaba
como consecuencia del déficit hidrico. Sin embargo, los resultados obtenidos en los
nddulos son coincidentes con sus hallazgos ya que en los genotipos la concentracion de
aminoacidos aument6 como consecuencia del estrés hidrico moderado-severo (E2). La
discrepancia de los resultados de las hojas podria deberse a que las plantas no se estresaron
en el mismo estadio fenoldgico, pues en el trabajo de King y Purcell (2005) las plantas se
comenzaron a estresar 34 dias post siembra, mientras que en este experimento el estrés
hidrico se impuso 20 dias post siembra. Por otro lado, la duracion del estrés al que fueron
sometidas las plantas podria ser otro factor que explique el resultado obtenido.

Cuando las plantas se enfrentan a un estrés hidrico, se ha demostrado que las
proteinas disminuyen y los aminoacidos aumentan (Reynaldo et al., 2002). Es decir que
ambos parametros parecen estar relacionados. En este experimento, en las hojas no se
observo tal relacion (ver Figura 8ay Figura 5a), sin embargo, en nddulos se aprecia una
leve disminucion de la concentracion de proteina soluble (variacion no significativa) y un
considerable aumento significativo de aminoacidos en condicion E2 (ver Figura 8b y
Figura 5b). De ello se deduce que los n6dulos parecen ser drganos mas sensibles al déficit
hidrico y/o que responden primero ante un estrés hidrico.

En nodulos, asimismo, podria deducirse que debido a que las proteinas no
disminuyeron significativamente en condicion E2, el notable incremento en la
concentracion de aminoacidos en esta misma condicion puede deberse a un incremento en
la concentracion del aminoacido prolina, que estaria contemplada en el total de
aminoéacidos cuantificados, pero no pudo ser corroborado ya que no se cuantific prolina
en nodulos.

En la Figura 9, en la cual se presentan los datos de concentracion de aminoécidos
en hojas de plantas no-inoculadas (S/I) de ambos genotipos, se observa que en las
condiciones C1, E1 y E2 existen diferencias significativas entre los genotipos, siendo el
genotipo DM (tolerante) el que presenta los mayores valores. Sin embargo, al igual que lo
observado en hojas de plantas | (Figura 8a), no se encontraron diferencias significativas
entre las condiciones de déficit hidrico y control.
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control a tiempo 1y 2, respectivamente. Letras distintas indican diferencias significativas (LSD-Fisher
p<0,05).

Figura 9. Concentracion de aminoécidos en hojas de plantas no inoculadas (S/I) de los
genotipos Don Mario 6.8i (DM) y Génesis 5601 (GE)

Este hecho, es decir, que la concentracion de aminoacidos no se haya
incrementado en las condiciones de estrés, se correlaciona con que la concentracion de
proteina soluble no disminuy6 en dichas condiciones (Figura 6). Se podria concluir que
los aminoéacidos fueron utilizados para la sintesis de proteinas y, por otro lado, que la
duracion del estrés hidrico al que fueron sometidas las plantas no provoco la degradacion
de las proteinas en plantas S/I.

En la Figura 10 se presentan los datos de concentracion de aminoacidos en hojas
de plantas 1 'y S/I de cada genotipo para valorar el efecto de la inoculacion. Para el genotipo
DM (Figura 10a) se observa que las plantas S/I presentaron mayor concentracién de
aminoacidos que las plantas | en todas las condiciones de muestreo ensayadas, salvo en
C2. En el caso del genotipo GE (Figura 10b), las diferencias significativas se encontraron
unicamente en las condiciones control (C1y C2).
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a) Genotipo Don Mario 6.8i (DM). b) Genotipo Génesis 5601 (GE). E1 y E2: tratamientos de déficit
hidrico a tiempo 1 (50% de la conductancia estomatica respecto al control) y a tiempo 2 (conductancia
estomatica minima estable), respectivamente; C1 y C2= tratamientos control a tiempo 1 y 2,
respectivamente. Letras distintas indican diferencias significativas (LSD-Fisher p< 0,05).

Figura 10. Concentracion de aminoacidos en hojas de plantas inoculadas (I) y no
inoculadas (S/1)

Este resultado, en que las hojas de plantas S/I contienen una mayor concentracién
de aminoacidos que los tratamientos con inoculacion (1) en la mayoria de las condiciones
de muestreo ensayadas, es similar al encontrado para el parametro proteina soluble (Figura
7). Nuevamente en este caso se puede deducir que hay un efecto de la inoculacién sobre
la concentracion de aminoacidos que podria explicarse del mismo modo que en las
proteinas, es decir, las plantas | que realizan FBN tienen un costo energético extra
(Lodeiro, 2015) y por tanto dispondrian de menos energia para la sintesis de aminoéacidos;
pero en el caso de las plantas S/I que se les suministro una fuente de nitrégeno soluble
(KNO3z 5 mM) cuya reduccién es menos costosa energéticamente que la FBN, contarian
con mas energia para las reacciones de sintesis. También una menor disponibilidad de
nitrégeno en las plantas | podria ser el otro factor que explique este resultado, dado que
las plantas I recibieron inicialmente (hasta tener una FBN activa) una menor concentracion
de nitrégeno en la solucion de riego (0.5 mM KNOs; concentracion permisiva para la
nodulacion) respecto a las plantas S/1 que recibieron una solucion de riego complementada
con 5 mM KNOs en todo el ensayo. Pero quizas la concentracion de aminoacidos podria
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haber sido similar entre plantas | 'y S/I si el proceso de FBN se hubiese extendido por méas
dias.

4.2.3 Prolina

La prolina es un aminodcido que se acumula en los tejidos vegetales para
mantener la turgencia celular cuando el potencial hidrico disminuye (Manavalan et al.,
2009). Segun se muestra en la Figura 11a, no hubo acumulacion de prolina en hojas de
plantas | de ambos genotipos en ninguna de las condiciones de muestreo, ni siquiera en
déficit hidrico moderado-severo (E2). Sin embargo, si existieron diferencias significativas
entre ambos genotipos en las condiciones C1, E1 y E2, siendo DM el genotipo que
presentd mayores valores. Cuando se comparan los valores de concentracién de prolina
en hojas de plantas S/I de ambos genotipos (Figura 11b), resulta claro que el genotipo DM
acumulo prolina en la condicién de déficit hidrico moderado-severo (E2). No ocurrié lo
mismo para el genotipo GE, en el cual no se observa acumulacion del amino&cido en
ninguna de las condiciones de muestreo ensayadas.
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a) plantas inoculadas (1). b) plantas no-inoculadas (S/1). E1 y E2: tratamientos de déficit hidrico a tiempo
1 (50% de la conductancia estomatica respecto al control) y a tiempo 2 (conductancia estomatica minima
estable), respectivamente; C1 y C2=tratamientos control a tiempo 1 y 2, respectivamente. Letras
distintas indican diferencias significativas (LSD-Fisher p< 0,05).

Figura 11. Concentracién de prolina en hojas de plantas de los genotipos Don Mario
6.8 i (DM) y Genesis 5601 (GE)
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El hecho de no haber una acumulacion de prolina en los dos tratamientos de
déficit hidrico (E1 y E2) para ambos genotipos en condicién de inoculacion, no es
coincidente con lo mencionado por Cérdenas-Avila et al. (2006) quienes reportaron en
plantas de poroto acumulacion de prolina en condiciones de déficit hidrico. Sin embargo,
al comparar plantas | de los dos genotipos (Figura 1la) se observa una mayor
concentracion de prolina estadisticamente significativa en el genotipo DM respecto a GE,
que es coincidente con lo reportado por esos autores. La discrepancia encontrada podria
explicarse considerando que las plantas de porotos y de soja no responden de forma similar
ante el déficit hidrico, y que en el caso de soja la magnitud de dicho déficit no fue
suficiente para provocar la acumulacion de prolina. Sin embargo, como se menciono
previamente, en las plantas S/I el genotipo DM presentd un incremento considerable del
aminoéacido, por lo que se aprecia una interaccion entre la inoculacion y el estrés hidrico.

El analisis de lo que ocurre con los valores de concentracion de prolina cuando
la comparacién se realiza en cada genotipo entre plantas | 'y S/I, con el fin de evaluar el
efecto de la inoculacién sobre la acumulacion de prolina, se presenta en la Figura 12.
Analizando el genotipo DM (Figura 12a) se observa que en el Unico tratamiento donde
hubo diferencias significativas entre plantas 1 y S/I fue en E2. En esta condicidn se destaca
un aumento muy significativo de prolina en plantas S/, siendo aproximadamente 15 veces
superior respecto a los valores obtenidos en las restantes condiciones tanto para plantas I
como S/I. En cuanto al genotipo GE (Figura 12b), las plantas S/I acumularon mas prolina
que las plantas | en las dos condiciones de déficit hidrico (E1 y E2), siendo mas grande
dicha acumulacidn en la condicion E2.
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a) Genotipo Don Mario 6.8i (DM). b) Genotipo Génesis 5601 (GE). E1 y E2: tratamientos de déficit
hidrico a tiempo 1 (50% de la conductancia estomatica respecto al control) y a tiempo 2 (conductancia
estomatica minima estable), respectivamente; C1 y C2= tratamientos control a tiempo 1 y 2,
respectivamente. Letras distintas indican diferencias significativas (LSD-Fisher p< 0,05).

Figura 12. Concentracion de prolina en hojas de plantas inoculadas (1) y no-inoculadas
(S

Al compararse cada genotipo en condiciéon de inoculacion y no-inoculacién,
resulta claro que existe una interaccion entre la inoculacion y el déficit hidrico que influye
sobre la sintesis y acumulacion de prolina. Segln Sivaramakrishnan et al. (1988),
Cérdenas-Avila et al. (2006) los aumentos en la concentracién de prolina se correlacionan
con una disminucién del potencial hidrico foliar. En este experimento, los menores
potenciales hidricos hallados en plantas S/I respecto a plantas | en el tratamiento E2
(aunque sin variacion significativa, Cuadro 5), se correlacionan con los mayores niveles
de prolina en plantas S/I para tal condicion de estrés (E2).

El incremento de la concentracion de prolina en plantas S/l en condicion E2
podria fundamentarse por los menores potenciales hidricos que presentaron las plantas en
dicha condicion. Sin embargo, en el tratamiento E1 también se observaron bajos
potenciales hidricos, pero la concentracion de prolina no aumentd. Esto indica que la
prolina es un pardmetro de respuesta mas lenta que el potencial hidrico frente al déficit
hidrico en soja. Adicionalmente, en las plantas | en E2 ambos genotipos también
presentaron bajos potenciales hidricos (aunque no tan bajos como en plantas S/1 a igual
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tratamiento) y la prolina no aumento, por lo cual se deduce que existen otros factores que
estarian afectados por la inoculacion que influyen en los niveles de prolina.

4.2 .4 Potencial hidrico de hoja

El potencial hidrico es un pardmetro que representa el estado hidrico en que se
encuentra una planta (Klepper 1968, Goode y Higgs 1973). En el Cuadro 5 se presentan
los datos de potencial hidrico foliar comparandose de forma independiente (subgrupos A,
B, Cy D) los resultados de los dos genotipos evaluados (DM y GE) en condiciones 1y S/I
y en las distintas condiciones de muestreo (C1, E1, C2, E2). En los subgrupos Ay B se
presenta la comparacion entre los genotipos en la condicién 1y S/I, respectivamente. En
los subgrupos C y D se presenta la comparacién para los genotipos DM y GE,
respectivamente, en las dos condiciones de inoculacion.

Los resultados indican que en ninguno de los subgrupos hubo diferencias
significativas entre las condiciones control (C1 y C2) ni entre las condiciones de estrés
(E1y E2). A su vez, tampoco se encontraron diferencias significativas entre genotipos,
excepto en la condicion E1 de plantas S/I (subgrupo B). Al comparar los datos de las
condiciones de muestreo ensayadas, se observa que hubo diferencias significativas entre
tratamientos control y estrés en el genotipo DM en condicion S/I (subgrupo B). En el caso
de los genotipos en condicion | (subgrupo A), no se encontraron diferencias significativas
entre condiciones control y estrés.

En el caso de los subgrupos C y D, donde se compara cada genotipo en
condiciones | y S/I, no se observaron diferencias significativas entre plantas | y S/I en
ninguna de las condiciones de muestreo ensayadas (C1, E1, C2, E2).
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Cuadro 5. Potencial hidrico foliar en los genotipos evaluados sometidos a las dos
condiciones de inoculacion y en las distintas condiciones de muestreo

Y.H (Mpa)

A C1l El C2 E2
DM | 0,78 bc 1,43 ab 0,60 c 1,27 ab
GE I 0,80 bc 150 a 0,60 c 1,17 abc

B C1 El C2 E2

DM S/I 0,82 cd 1,77 a 0,53d 1,90 a
GE S/l 0,70 cd 1,17 bc 0,53d 1,57 ab

C C1 E1l C2 E2

DM | 0,78 bc 1,43 ab 0,60 c 1,27 abc
DM S/l 0,82 bc 1,77 a 0,53 ¢ 1,90 a

D C1 E1l C2 E2

GE I 0,80 bc 150 a 0,60 c 1,17 ab
GE S/I 0,70 bc 1,17 ab 0,53 ¢ 157 a

Genotipo Don Mario 6.8i (DM). Genotipo Génesis 5601 (GE). E1 y E2: tratamientos de déficit hidrico
a tiempo 1 (50% de la conductancia estomatica respecto al control) y a tiempo 2 (conductancia
estomatica minima estable), respectivamente; C1 y C2= tratamientos control a tiempo 1 y 2,
respectivamente. | y S/I= tratamientos de inoculacion y no-inoculacion, respectivamente. Letras
distintas indican diferencias significativas (LSD-Fisher p< 0,05) en cada subgrupo (A, B, C y D).

Es interesante notar que existi6 una mayor diferencia de potencial hidrico
(aunque no significativa) entre plantas |1 y S/l dentro de cada genotipo que entre los
genotipos, y esta diferencia fue mas acentuada en la condicién E2 en la cual las plantas
S/1 presentaron un menor potencial hidrico. Otra observacion es que las plantas | de ambos
genotipos, en la condicion E1 tienen un menor potencial hidrico que en E2 (aunque no
resultd estadisticamente significativo), mientras que las plantas S/I presentaron menor
potencial hidrico en E2 que en E1 (variacion no significativa). Los valores de potencial
en las plantas S/I en condiciones de E1 y E2 son logicos dado que a medida que son
sometidas a un mayor estres (E2) los potenciales disminuyen, pero los valores de potencial
hallados en plantas | en tales condiciones de E1 y E2 no son ldgicos pues se encontrd
mayor potencial en un mayor grado de estrés (E2) que en un estrés leve (E1), entonces
probablemente hubo alguna falla en las mediciones que podria deberse a un detalle de
funcionamiento del equipo.
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4.2.5 Temperatura foliar

La temperatura foliar se relaciona con otros factores fisiologicos de la planta
asociados a la pérdida de agua y enfriamiento de las hojas, como la conductancia
estomatica y tasa transpiratoria (Pietragalla, 2013). En el Cuadro 6 se presentan los datos
de temperatura foliar comparandose de forma independiente (subgrupos A, B, C 'y D) los
resultados de los dos genotipos evaluados (DM y GE) en condiciones 1 y S/l y en las
distintas condiciones de muestreo (C1, E1, C2, E2). En los subgrupos A y B se presenta
la comparacion entre los genotipos en la condicion | 'y S/I, respectivamente. En los
subgrupos C y D se presenta la comparacion para los genotipos DM y GE,
respectivamente, en las dos condiciones de inoculacion.

Cuando se comparan los dos genotipos en condicion | (subgrupo A), se observa
gue Unicamente para DM en la condicion de estrés moderado-severo (E2) la temperatura
foliar fue significativamente mayor. En cambio, para los genotipos en condicion S/I
(subgrupo B) se observa que no hubo diferencias significativas en ninguna de las
condiciones de muestreo.

Al comparar el genotipo DM en las condiciones |'y S/I (subgrupo C), existe una
tendencia en las plantas S/I a presentar mayor temperatura foliar en las condiciones C1,
E1, C2, si bien no fueron diferencias significativas. Sin embargo, en la condicion E2 dicha
tendencia se invierte y fueron las plantas | quienes presentaron mayor temperatura foliar.
En el genotipo GE también se encontr6 una tendencia (no variacién significativa) a
presentar mayores valores de temperatura foliar en plantas S/I respecto a las I, en todas
las condiciones de muestreo ensayadas (subgrupo D).
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Cuadro 6. Temperatura foliar en los genotipos evaluados sometidos a las dos condiciones
de inoculacion y en las distintas condiciones de muestreo

TF (°C)

A C1l El C2 E2
DM | 235¢C 27,6 ab 25,1 bc 315a
GE I 24,7 bc 24,6 bc 27,0 bc 25,7 bc

B C1 E1l C2 E2

DM S/I 26,0 bc 29,9 ab 26,8 abc 28,2 abc
GE S/l 25,2 ¢ 28,6 abc 27,4 abc 30,4 a

C C1 E1l C2 E2

DM I 235¢e 27,6 bcd 25,1 de 315a
DM S/I 26,0 cde 29,9 ab 26,8 cd 28,2 bc

D C1 El C2 E2

GE | 24,7b 24,6 b 27,0 ab 25,7 ab
GE S/I 25,2 b 28,6 ab 27,4 ab 30,4 a

Genotipo Don Mario 6.8i (DM). Genotipo Génesis 5601 (GE). E1 y E2: tratamientos de déficit hidrico
a tiempo 1 (50% de la conductancia estomatica respecto al control) y a tiempo 2 (conductancia
estomatica minima estable), respectivamente; C1 y C2= tratamientos control a tiempo 1 y 2,
respectivamente. | y S/I= tratamientos de inoculacién y no-inoculacién, respectivamente. Letras
distintas indican diferencias significativas (LSD-Fisher p< 0,05) en cada subgrupo (A, B, C y D).

Uno de los parametros fisiologicos que influye sobre la temperatura foliar es la
conductancia estomatica, dado que permite que las hojas disipen el calor mediante la
evaporacion del agua. A su vez, el potencial hidrico foliar indica cuan abiertos o cerrados
pueden estar los estomas, ya que los cambios de turgencia pueden deberse a una
modificacion del potencial hidrico (Azcon-Bieto y Taldn, 2008). En este experimento, el
potencial hidrico en plantas | del genotipo DM no present6 diferencias significativas en
condicion de E2 (Cuadro 5, subgrupo A), sin embargo, la temperatura foliar de las plantas
I del genotipo DM se incremento significativamente en la condicion E2. Por tanto, estos
resultados no se explicarian Gnicamente por el potencial hidrico y se deduce que existieron
otros factores involucrados en la respuesta de la temperatura foliar al estrés hidrico.

El hecho de que el genotipo DM presente una mayor temperatura foliar en plantas
| respecto a las plantas S/I en condicién E2 indica que la inoculacion provocé un efecto
en la temperatura foliar cuando las plantas experimentaron la condicion de estrés hidrico
moderado-severo. En cambio, el genotipo GE al no presentar diferencias significativas en
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la temperatura foliar entre plantas | y S/I en todas las condiciones de muestreo, no mostré
un efecto de la inoculacion. Al observar el potencial hidrico cuando se compara cada
genotipo en condiciones de inoculacién y no-inoculacion (Cuadro 5, subgrupo C y D) se
muestra que no hubo un efecto de la inoculacion en ninguno de los genotipos. Dado que
en la temperatura foliar el genotipo DM en condicion de E2 si presentd efecto de la
inoculacion, nuevamente se informa que ademas de la inoculacion, hubo otros factores
involucrados que influyeron en la temperatura foliar.

4.2.6 Area foliar

El area foliar es producto de la division y expansion celular. Esta Gltima es méas
sensible a un déficit hidrico y para que sea 6ptima es fundamental que las células estén
turgentes (Azcén-Bieto y Talon, 2008). Los resultados obtenidos respecto a este
parametro indican que no hubo variaciones significativas entre los genotipos en ninguna
de las condiciones de muestreo ensayadas (C1, E1, C2, E2), tanto en plantas | (Figura 13a)
como en plantas S/I (Figura 13b). Se observa también que ambos genotipos en condicién
| presentaron un &rea foliar significativamente mayor en C2 respecto a las restantes
condiciones (Figura 13a). En la condicion S/I (Figura 13b) el genotipo DM presentd un
area foliar significativamente menor en E2 respecto a C2 y el genotipo GE solo presentd
diferencia significativa en el area foliar entre la condicion C2 y E1, siendo mayor en C2.

a) 300,00 - b) 300,00 1 ab
o 250,00 - abo bC < 250,00 be 2 anc
§ 200,00 - ch C ¢ 1 5 200,00 - TT abc L
— 150,00 - = 150,00 -
= 100,00 - = 100,00 -
L 50,00 - L 50,00 -
S 0,00 - o 0,00 -
< <
mDM | 141,0 143,9 195,0 142,7 = DM S/I 172,3 156,8 196,6 130,8
GE | 154,9 1254 218,2 160,0 GE S/l 188,0 140,5 213,2 169,8
Tratamiento Tratamiento

DM | mGE| mDMS/I mGE S/I

a) plantas inoculadas (1I). b) plantas no-inoculadas (S/1). E1 y E2: tratamientos de déficit hidrico a tiempo
1 (50% de la conductancia estomatica respecto al control) y a tiempo 2 (conductancia estomatica minima
estable), respectivamente; C1 y C2= tratamientos control a tiempo 1 y 2, respectivamente. Letras
distintas indican diferencias significativas (LSD-Fisher p< 0,05).

Figura 13. Area foliar de plantas de los genotipos Don Mario 6.8 i (DM) y Génesis
5601 (GE)
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Estos resultados indican que el area foliar no es un pardmetro en el cual los
genotipos se diferencien en las condiciones de muestreo ensayadas en este trabajo. Por
otro lado, el hecho de que ambos genotipos en condiciones | y S/l hayan presentado un
area foliar mayor en C2, respecto a las restantes condiciones de muestreo en el caso de las
plantas inoculadas, y respecto a las condiciones de déficit hidrico (E1 en genotipo GE y
E2 en genotipo DM) en el caso de las plantas no-inoculadas, se explica considerando que
las plantas en C2 continuaron creciendo sin ningun tipo de restriccion y durante mas
tiempo que las plantas en C1, y a que es conocido que el estrés por déficit hidrico
disminuye la expansion foliar (Liu et al., citados por Manavalan et al., 2009).

En la Figura 14 se presenta la comparacion dentro de cada genotipo en
condiciones I y S/I con el fin de evaluar el efecto de la inoculacion en las distintas
condiciones de muestreo ensayadas. Se observa que para el genotipo DM (Figura 14a) asi
como también para el genotipo GE (Figura 14b), el area foliar no presentd variaciones
significativas entre plantas I y S/I en ninguna de las condiciones de muestreo (C1, E1, C2,
E2).

a) 300,00 - ' b) 300,00 - .
£ 250,00 £ 250,00 - apc 3 bcdabcd
S 200,00 - S 200,00 |
5 150,00 - ab o 2 ap Z 150,00 - d «d w
% 100,00 - I I I E 100,00 - I I I
£ 50,00 - £ 5000 -
0,00 - 0,00 - -
mDM | 141,0 143,9 195,0 142,7 mGE | 154,9 125,4 218,2 160,0
DM S/I 172,3 156,8 196,6 130,8 GE S/l 188,0 140,5 213,2 169,8
Tratamiento Tratamiento
=DM | =DM S/I mGEI| mGES/I

a) Genotipo Don Mario 6.8i (DM). b) Genotipo Génesis 5601 (GE). E1 y E2: tratamientos de déficit
hidrico a tiempo 1 (50% de la conductancia estomatica respecto al control) y a tiempo 2 (conductancia
estomatica minima estable), respectivamente; C1 y C2= tratamientos control a tiempo 1 y 2,
respectivamente. Letras distintas indican diferencias significativas (LSD-Fisher p< 0,05).

Figura 14. Area foliar de plantas inoculadas (1) y no-inoculadas (S/1)
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De estos resultados se deduce que no hubo un efecto de la inoculacion sobre el
area foliar. Este parametro si bien depende de la cantidad de proteinas, carbohidratos y
minerales para formar la hoja, el &rea foliar esta también influenciada por el estado hidrico
de la planta, dado que, si las células no estan turgentes, no crecen (Azcon-Bieto y Talon,
2008), y no aumenta el area foliar. Las plantas S/I presentaron una mayor concentracion
de proteinas que las plantas | (Figura 7), pero no alcanzé para generar un aumento
significativo del &rea foliar en ellas (Figura 14). El potencial hidrico no mostro diferencias
significativas entre plantas | y S/I (Cuadro 5) y lo mismo ocurrid en el area foliar entre
dichas plantas; si bien en E2 existié una tendencia a presentar menor potencial hidrico en
las plantas S/I, los dias de estrés experimentados no marcaron diferencias en area foliar
entre plantas | y S/I. Si la condicion de déficit hidrico moderado-severo se hubiese
prolongado por mas dias manteniendo esa diferencia de potencial entre plantas | y S/I,
quizas se podria haber notado diferencia significativa entre tratamientos de inoculacion.
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5. CONCLUSIONES

Existe una respuesta diferencial en condicion de déficit hidrico moderado-severo
(E2) entre el genotipo tolerante DM vy el genotipo sensible GE en la concentracion de
ureidos y aminoacidos en el tejido nodular.

La concentracion de ureidos es el parametro que resulta méas afectado por el
déficit hidrico, tanto en hojas como en nddulos.

En los nodulos, el genotipo GE presenta un incremento significativo de la
concentracion de ureidos en condicién de déficit hidrico moderado-severo, que implicaria
una autoinhibicion de la FBN.

La inoculacion afecta el ajuste osmoético en ambos genotipos impidiendo la
acumulacién de prolina en las hojas en respuesta al déficit hidrico.

La concentracion de proteinas y aminoacidos presenta mayor variacion como
consecuencia de la inoculacion que como consecuencia del déficit hidrico.

El area foliar presenta variaciones como consecuencia de la imposicion del
déficit hidrico, pero no como consecuencia del efecto de la inoculacion.

El genotipo GE responde al efecto de la inoculacion en una etapa mas temprana
de estrés (E1), mientras que el genotipo DM responde en mayor grado en una etapa mas
avanzada de estrés (E2). Esto se evidencia analizando en su conjunto los distintos
parametros evaluados, ya que DM presento diferencias significativas por efecto de la
inoculacion en los pardmetros concentracion de ureidos y aminoacidos de hojas en E1,
pero en E2 la prolina y temperatura foliar también mostraron diferencias significativas, en
cambio GE en E2 mantuvo el mismo numero de parametros con diferencia significativas
que en E1 (concentracion ureidos, proteinas y prolina).
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6. RESUMEN

La soja constituye el principal cultivo agricola del Uruguay. Su rendimiento
presenta una alta variabilidad asociado a periodos de déficit hidrico. La disponibilidad de
agua en primer lugar y de nutrientes en segundo lugar son los factores que mas limitan su
rendimiento. La soja, como todas las leguminosas, tiene la capacidad de fijar N2 gracias a
una asociacion simbiotica con rizobios pertenecientes al genero Bradyrhizobium sp,
mediante el proceso de fijacion bioldgica de nitrégeno (FBN). Este proceso es muy
sensible al deficit hidrico y a su vez existen otras variables morfofisioldgicas que resultan
afectadas como consecuencia del estrés. El objetivo de este trabajo consistio en analizar
el efecto de la nodulacién en las respuestas al déficit hidrico en dos genotipos de soja con
respuestas contrastantes a sequia. Para ello se utilizaron los genotipos DM 6.8i (DM) y
Génesis 5601 (GE) caracterizados como de respuesta lenta y rapida respectivamente. Se
ensayaron 16 tratamientos como resultado de combinar los dos genotipos de soja y las
condiciones de inoculacion (1) y no inoculacién (S/1) en los tiempos E1 (plantas con 50%
de la conductancia estomatica respecto al control) y E2 (conductancia estoméatica minima
estable), con sus respectivos controles C1 y C2 mantenidas con riego. El déficit hidrico se
impuso en el estadio fenoldgico V3 y las evaluaciones de los tratamientos se realizaron en
el estadio fenoldgico V3-V4. Los pardmetros evaluados fueron el nimero y peso de
nodulos, concentracion de ureidos, concentracion de proteinas, concentracion de
amino&cidos, concentracion de prolina, potencial hidrico, temperatura foliar y area foliar.
Los resultados obtenidos indican que el nimero y peso de nédulos de ambos genotipos no
se afectaron por la imposicion del déficit hidrico. El estrés hidrico moderado-severo (E2)
incremento la concentracion de ureidos en hojas de ambos genotipos, mientras que en los
nddulos la concentracion de ureidos solo se increment6 en el genotipo GE. También la
concentracion de aminoacidos en nodulos y el area foliar en plantas inoculadas de ambos
genotipos, la concentracion de prolina y el potencial hidrico en plantas S/I en el genotipo
DM, y la temperatura foliar en plantas inoculadas en el genotipo DM se afectaron en un
estrés hidrico moderado-severo. La inoculacion provoco efecto en la concentracion de
ureidos, proteinas, y aminoacidos de ambos genotipos, pero la temperatura foliar solo
result6 afectada en el genotipo DM. En cuanto al efecto de la inoculacion en las respuestas
al déficit hidrico, la concentracion de prolina en ambos genotipos y la temperatura foliar
en el genotipo DM fueron los parametros que evidenciaron un efecto de la inoculacion en
la condicion de estrés moderado-severo.

Palabras clave: Soja; Inoculacion; Nodulos; Hojas; Déficit hidrico.
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7. SUMMARY

Soybean is the main agricultural crop in Uruguay. Its performance presents a high
variability associated with periods of water deficit. The availability of water and nutrients
are the factors that most limit its yield. Like all legumes, soybean can fix atmospheric N2
thanks to a symbiotic association with rhizobia belonging to the genus Bradyrhizobium
sp, through the process of biological nitrogen fixation (BNF). This process is susceptible
to water deficit, and in turn, other morphophysiological variables are affected as a result
of stress. The aim of this work was to analyze the effect of nodulation on water deficit
responses in two soybean genotypes with contrasting responses to drought. For this, the
genotypes DM 6.8i (DM) and Génesis 5601 (GE) characterized as slow and fast
responding, respectively, were used. Sixteen treatments were tested as a result of
combining the two soybean genotypes and the inoculation (I) and no-inoculation (S/1)
conditions at times E1 (plants with 50% of stomatal conductance compared to control)
and E2 (minimum stable stomatal conductance), with their respective controls C1 and C2
maintained with irrigation. Irrigation was withdrawn in the phenological stage V3, and the
evaluations of the treatments were carried out in the phenological stage V3-V4. The
parameters evaluated were the number and weight of nodules, ureide concentration,
protein concentration, amino acid concentration, proline concentration, water potential,
leaf temperature, and leaf area. The data obtained indicate that the number and weight of
both genotypes' nodules were not affected by the imposition of the water deficit.
Moderate-severe water stress (E2) increased the ureide concentration in both genotypes'
leaves, while in the nodules, the ureide concentration only increased in the GE genotype.
Also, the concentration of amino acids in nodules and the leaf area in inoculated plants of
both genotypes, the concentration of proline and the water potential in S/I plants in the
DM genotype, and the leaf temperature in inoculated plants in the DM genotype was
affected in moderate-severe water stress. Inoculation affected the concentration of ureides,
proteins, and amino acids of both genotypes, but leaf temperature was only affected in the
DM genotype. Regarding the effect of inoculation on the responses to water deficit, the
proline concentration in both genotypes and the leaf temperature in the DM genotype were
the parameters that evidenced an effect of inoculation on moderate-severe stress
conditions.

Keywords: Soybean; Inoculation; Nodules; Leaves; Water deficit.
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