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Resumen

RESUMEN

Las plantas se ven sometidas a condiciones ambientales desfavorables que son
factores de estrés, frente a los cuales son capaces de responder a nivel fisioldgico,
bioquimico y molecular. El estrés puede ser biédtico, si es causado por otros organismos
o compuestos derivados de ellos, o abidtico si los factores que lo promueven son
ambientales. Dentro de los estreses abidticos, el déficit hidrico provoca las mayores
pérdidas en el rendimiento de los cultivos. Dependiendo de la duracién y severidad del
déficit hidrico se generan distintas respuestas, que pueden ser diferentes en genotipos

tolerantes y sensibles a este tipo de estrés.

En este trabajo se realizd inicialmente una caracterizacidn de las respuestas tempranas
y tardias de soja al déficit hidrico. El cierre estomatico fue la primera respuesta
asociada con un déficit hidrico inicial, evidenciandose antes que otros sintomas visibles
de estrés o la caida significativa de parametros fisioldgicos como el potencial hidrico o
el contenido relativo de agua de las hojas. Por otro lado, la acumulacion de prolina se
presenta en condiciones de déficit hidrico tardio, en plantas que presentaban pérdida
de turgencia y caida significativa del potencial hidrico y contenido relativo de agua en

hojas.

Segun los resultados obtenidos de la caracterizacion de respuestas tempranas y tardias
a déficit hidrico, se evaluaron dos genotipos de soja contrastantes respecto a su
tolerancia. Los resultados mostraron que los potenciales hidricos de hoja en
condiciones de estrés, asi como la conductancia estomatica en condiciones control

fueron menores en el genotipo tolerante respecto al sensible.

La eficiencia del uso del agua en condicion control fue mayor en el genotipo sensible,
que presentd mayor produccién de biomasa asociada a una mayor conductancia
estomatica. En condicion de déficit hidrico la eficiencia del uso del agua vy la

conductancia estomatica disminuyeron en ambos genotipos, pero mas en el sensible.



Resumen

El analisis de expresion de una acuaporina, obtenida a partir de poblaciones de mARN
de plantas de soja sometidas a déficit hidrico y de plantas control, mostré en los
genotipos contrastantes una mayor expresidon en raiz respecto a hoja. En ambos
genotipos la expresion de la acuaporina en raiz se incrementé en condiciones de estrés

inicial, para descender en condiciones de estrés final.

La evaluacion de plantas transgénicas de arabidopsis que sobreexpresan el gen de la
acuaporina de soja, mostré que tienen mayor area foliar y conductancia estomatica
respecto a los genotipos salvajes de arabidopsis cuando el suministro de agua no es
limitante. El mayor desarrollo del drea foliar en las plantas que sobreexpresan la
acuaporina podria estar explicado por el incremento del flujo de agua hacia la parte
aérea. El mayor flujo de agua favoreceria el incremento de la conductancia estomatica
a través de un aumento de la presion de vapor sobre la superficie foliar, lo que
explicaria la menor temperatura foliar en las plantas transgénicas en condiciones no
limitantes de agua. Sin embrago este mayor flujo de agua hacia la parte aérea parece
tener un efecto negativo en condiciones de déficit hidrico, lo que se manifiesta en una
mayor velocidad de pérdida de agua. A su vez, con microscopia confocal se localizd la
acuaporina en raices de plantas transformadas con GFP::ACUAPORINA, lo que mostro
un claro incremento en la zona central de la raiz. Esta evidencia concuerda con la
funcién asignada a estas moléculas, la cual se vuelve adversa en condiciones de déficit
hidrico. La estrategia experimental utilizada en esta tesis, permitid generar
informacién acerca de los procesos claves en la tolerancia a sequia en soja, ademas de
suministrar herramientas metodolégicas que facilitan la mejora de su tolerancia a

déficit hidrico.



Introduccién

INTRODUCCION

1. DEFICIT HIDRICO

Las plantas se encuentran sometidas a estreses bidticos y abidticos, que desencadenan
un amplio rango de respuestas, que van desde variacion de la expresion génica y
cambios en el metabolismo, hasta las que afectan su tasa de crecimiento y disminuyen
el rendimiento. Las respuestas se inician cuando la planta percibe el estrés a nivel
celular, y se activan vias de transduccién de sefiales que transmiten la informacién
dentro de las células y a través de toda la planta. A su vez la duracion y severidad del
estrés, determinan la forma en que la planta va a responder. Cuando las condiciones
adversas se combinan, se desencadenan respuestas distintas a la que daria cada tipo

de estrés por separado (Bray et al., 2000).

El déficit hidrico es un factor abidtico importante, por los efectos negativos que tiene
sobre el rendimiento de los cultivos a nivel mundial (Sharma y Lavanya, 2002). En dias
calurosos y soleados las plantas pueden presentar déficit hidrico, debido a que la
velocidad de transpiracién es mayor a la de absorcién de agua. Esta situacion genera
un déficit hidrico que se conoce como déficit hidrico no aparente. Por otro lado,
déficits hidricos a largo plazo, son provocados por una disminucion de la disponibilidad

de agua en el suelo.

Los mecanismos de resistencia al déficit hidrico en plantas se pueden agrupar en tres
categorias: de escape, de evasiéon y de tolerancia. Los mecanismos de escape
maximizan la capacidad de la planta para completar su ciclo de vida, antes de que
ocurra un déficit hidrico grave. Este mecanismo consiste en un desarrollo fisiolégico
rapido como el inicio de floracién y removilizacion de los asimilados desde pre-antesis
hasta la formacién de semillas. El mecanismo de evasidn consiste en el mantenimiento
del potencial hidrico relativamente alto en los tejidos, a pesar de la escasez de

humedad del suelo. Las plantas que utilizan este mecanismo, mantienen la turgencia al
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reducir la pérdida de agua mediante la disminucion de la conductancia estomatica, y el
enrollado o plegado de las hojas lo que reduce la superficie de evaporacion, también
tienen mayor capacidad de absorcion de agua al tener sistemas radiculares mas
profundos, y conductancias hidraulicas mayores. El mecanismo de tolerancia al déficit
hidrico es la capacidad de las plantas de sobrevivir con bajos potenciales de agua en
los tejidos e involucran el mantenimiento de la turgencia a través del ajuste osmotico,
aumento de la plasticidad de las células y disminucion del tamafio celular (Carrow,

1996).

Enfoques moleculares y gendmicos han mostrado que los mecanismos de resistencia al
déficit hidrico en plantas, incluyen la expresion de genes que responden
especificamente al déficit hidrico (Liu y Baird, 2004; Hazen et al., 2005; Talame et al.,
2007). Las funciones de muchos genes se han asignado segun la similitud de sus
secuencias con proteinas de funcidn conocida en diferentes especies. Algunos de ellos
desempefian un papel importante en la proteccién de las plantas al déficit hidrico, a
través de la percepcidén del estrés, transduccion de senales, redes de regulacién
transcripcional en la respuesta celular, o tolerancia a la deshidratacién (Zhang et al.,

2004; Nakashima y Yamaguchi-Shinozaki, 2006; Umezawa et al., 2006).

La tolerancia al déficit hidrico, si bien es genética, no es consecuencia de la accién de
un gen especifico sino que la capacidad de las plantas de soportar el estrés hidrico es
una caracteristica multigénica. Asi, las rutas bioquimicas responsables de productos o
procesos que mejoran la tolerancia en general, actian aditivamente, y es posible que

también sinérgicamente (Bohnert et al., 1995).

2. PARAMETROS ASOCIADOS A TOLERANCIA A DEFICIT HIDRICO EN SOJA

2.1. Marchitamiento lento y desarrollo radicular

El marchitamiento de la canopia es el primer sintoma visible de déficit hidrico en soja,

y existen diferencias entre genotipos sensibles y tolerantes en el momento del inicio y
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gravedad del mismo (Sloane et al., 1990; Carter et al., 1999). Este pardmetro ha sido
utilizado como un rasgo que permite predecir tolerancia al déficit hidrico en soja

(Charlson et al., 2009).

Otro rasgo particularmente importante en la respuesta a la sequia en plantas es el
sistema radicular (Hoogenboom et al., 1987). Raices mas fibrosas tienen mayor
superficie de absorcién, y por ende son mads eficientes en la absorciéon del agua
disponible (Hudak y Patterson, 1995; Pantalone et al., 1996). Varias evidencias indican
gue un enraizamiento mas profundo, es un mecanismo de resistencia a la sequia para
genotipos tolerantes de soja, al relacionarse positivamente este caractér con el
rendimiento en condiciones de déficit hidrico (Brown et al., 1985; Cortés y Sinclair,

1986; Hudak y Patterson, 1995).

En estudios de campo en condiciones de déficit hidrico, el genotipo de soja P1416937
de origen japonés y progenitores desconocidos, tuvo un marchitamiento mas lento de
la canopia que los cultivares de élite. Sus hojas mostraron potenciales hidricos mas
negativos, mayor turgencia, y mayor contenido relativo de agua (CRA), lo cual resulté
en una reducciéon del rendimiento relativamente pequefio en comparacién a las
variedades élite evaluadas (King et al., 2009; Sloane et al., 1990). La morfologia fibrosa
de la raiz del genotipo P1416937, ademas de permitir una mayor exploracién del suelo,
le confiere la capacidad de continuar el crecimiento en suelos compactados (Busscher
et al., 2000). Estas caracteristicas radiculares y de tolerancia al déficit hidrico han
determinado la utilizaciéon del genotipo P1416937 como uno de los progenitores en

muchos programas de mejoramiento (Abdel-Haleem et al., 2011).

2.2. Conductancia estomatica y epidérmica

Al ser la conductancia estomdtica una variable clave en el intercambio de gases, entre
ellos el vapor de agua, el cierre estomatico es uno de los primeros eventos fisioldgicos
gue ocurre en respuesta al déficit hidrico. La caida de la tasa fotosintética bajo

condiciones de estrés hidrico medio y moderado, se debe mayormente a la
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disminucion de la difusién de CO, a través de los estomas, y no a una pérdida de la

capacidad bioquimica de asimilar CO, (Flexas et al., 2004).

Los efectos del déficit hidrico sobre el crecimiento de las hojas, la conductancia
estomatica y las relaciones hidricas han sido bien estudiados en soja (Bennett et al.,
1987; Ray y Sinclair, 1998). En esta leguminosa, se ha demostrado que el déficit hidrico
disminuye la tasa relativa de expansion de las hojas, su turgencia y conductancia
estomatica, mientras que aumenta el contenido de acido abscisico (ABA) en las hojas y
el xilema (Liu et al., 2003). La disminucion de la conductancia estomatica coincide con
un aumento de la concentracién de ABA en el xilema y se produce antes que cualquier
cambio significativo sea detectado en la turgencia de las hojas, lo que indica que las
sefales quimicas como el ABA de origen radicular, controlan el comportamiento de los
estomas bajo déficit hidrico moderado. La conductancia estomatica disminuye
exponencialmente con el aumento de la concentracién de ABA en el xilema (r2 =0,98)

(Liu et al., 2003).

El control de la conductancia estomatica en condiciones de déficit hidrico, es un rasgo
fisiolégico prometedor para el mejoramiento de la tolerancia al déficit hidrico,
teniendo en cuenta el caracter no destructivo de la medicién y la disponibilidad de
instrumentos precisos para la determinacién de la misma. Diferencias genotipicas en la
capacidad de mantener los estomas abiertos, bajo condiciones de déficit hidrico, ya
han sido reportadas en soja (Vignes et al., 1986). Sin embargo, una mejor comprensién
de la herencia cuantitativa de este rasgo es fundamental para poder ser utilizado con
este propdsito (Manavalan et al., 2009).

La ventaja o desventaja relativa de un cierre estomatico temprano, puede depender de
la duracién del estrés hidrico. Cultivares con un cierre estomatico prematuro podrian
ahorrar agua y aumentar sus posibilidades de supervivencia. Sin embargo, en un estrés
a corto plazo estarian en desventaja, porque implicaria limitarle una potencial

asimilacion de carbono (Hufstetler et al., 2007).

10
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La pérdida de vapor de agua foliar es la suma de la difusion a través de los estomas y
de la cuticula, que ocurren simultaneamente (van Gardingen y Grace, 1992). Cuando
los estomas estan abiertos, la conductancia cuticular es una fraccién menor de la
conductancia total. Sin embargo, con escasez de agua o en adaptacion a la oscuridad,
los estomas se cierran, y la pérdida de agua a través de la cuticula puede exceder a la
pérdida a través de los estomas (Boyer et al., 1997). Bajo condiciones severas de déficit
hidrico el cierre de los estomas es maximo, y la conductancia cuticular determina la
tasa de pérdida de agua de las hojas, y por lo tanto, la caida del contenido de agua. Las
especies adaptadas a ambientes aridos tienden a tener baja conductancia cuticular
(Riederer y Schreiber, 2001), y los cultivos o variedades con menor conductancia
cuticular suelen ser los que sobreviven mas tiempo en suelos con déficit severos de

agua (Sinclair y Ludlow, 1986; Jovanovi et al., 1996).

Se ha reportado una correlacion negativa significativa (R = -0.74) entre la conductancia
cuticular, y la eficiencia del uso del agua bajo condiciones de déficit hidrico, lo que
apoya la hipétesis de que la reduccidn de la conductancia cuticular es un rasgo

deseable para una mayor tolerancia a la sequia (Hufstetler et al., 2007).

Las diferencias en la cantidad de ceras cuticulares (Clark y Levitt, 1956; Blum, 1975), asi
como en su estructura y composicion (Rama Das et al., 1979), se han propuesto para
explicar las variaciones en la conductancia cuticular entre lineas con diferente

tolerancia a sequia.

Entre los genotipos de soja, los adaptados a regiones tropicales exhiben las mas bajas
conductancias cuticulares, y los potenciales osmoéticos mas negativos, si se comparan
con genotipos adaptados a regiones templadas, lo cual sugiere que la capacidad de
adaptacion de los genotipos tropicales podria haber resultado de la seleccién por

supervivencia en ambientes mas secos (James et al., 2008a).

11
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2.3. Eficiencia del Uso del Agua

La eficiencia del uso del agua (EUA) de una planta se define como la cantidad de
biomasa producida por agua consumida. Variaciones en la EUA entre genotipos se han
reportado para muchos cultivos, incluyendo soja (Mian et al., 1996). La correlacién
positiva entre la EUA y la produccién de biomasa total en ambientes con déficit
hidrico, sugiere que una mejor EUA puede resultar en un rendimiento superior bajo
estas condiciones (Wright, 1996). Generalmente una mayor EUA se ha asociado a
genotipos con mayor reduccién de la conductancia estomatica promedio, bajo cierto
nivel de déficit hidrico (Liu et al.,, 2005). Esta disminucion de la conductancia
estomatica puede ocurrir a diferentes contenidos de agua, dependiendo de la especies
(Earl, 2003). Otro parametro asociado a cultivares con mayor EUA bajo condiciones de

déficit hidrico es la menor conductancia epidérmica (Hufstetler et al., 2007).

La EUA también puede ser evaluada mediante la relacién isotdpica del carbono
presente en los tejidos. En la naturaleza existen dos isétopos estables del carbono, el
12¢ (6 neutrones y 6 protones) y el 3C (6 protones y 7 neutrones). El primero, es el
isdtopo mas abundante, 98,89 %, mientras que el segundo tiene una abundancia
natural de 1,11%. Cuando estos isétopos del C forman el CO,, dan lugar al 12COzyl‘q’COZ
(liviano y pesado respectivamente) que se comportan diferente en ciertos procesos
fisicos y bioquimicos. En el caso de las plantas C3 existe una discriminacion fisica al
momento de difundir el CO, hacia el interior de la hoja, dado que el 13C02 difunde en
forma mas lenta que el 2c0,. Por otro lado, en la fijacion del CO; la Rubisco discrimina
fuertemente en contra del 13C02 cuando hay disponibilidad de 12COZ, es decir cuando
los estomas estan completamente abiertos (Schlesinger., 1997). Sin embargo, esta
discriminacidon es menor cuando los estomas se cierran, ya que la planta debe usar el

CO, disponible contenido en el interior de la hoja.
Debido a que el mecanismo de apertura y cierre estomatico es una respuesta al estado

hidrico de la planta, la discriminacidn isotdpica del carbono puede representar a

mediano y largo plazo un indice confiable del historial del estado hidrico y grado de
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apertura estomatica (Dupouey et al., 1993). De esta forma, mientras que los valores de
conductancia estomatica son resultados de una medicién en un momento dado, los
valores de discriminacién isotdpica son acumulativos del periodo de evaluacidn, lo cual
da una vision global del movimiento estomatico durante la etapa de desarrollo
vegetativo evaluada. Asi los tejidos vegetales estardn mas enriquecido en *3CO, si los

periodos con los estomas cerrados son mas largos y frecuentes.

2.4. Osmolitos compatibles

El ajuste osmatico (AO), se define como la acumulacién activa de solutos en el citosol
de células vegetales, en respuesta al déficit hidrico. Los osmolitos compatibles, son
sustancias que se acumulan e impiden la disminucion del potencial hidrico, sin
interferir con el funcionamiento celular incluso a altas concentraciones. Estas
moléculas por lo general no presentan carga neta a pH neutro, y tienen una elevada
solubilidad en agua. Se ha demostrado que los osmolitos permiten mantener la
conductancia estomatica y la fotosintesis con potenciales de agua bajos, retardan la
senescencia y muerte de las hojas, reducen el aborto floral, mejoran el crecimiento de
la raiz, y aumentan la extraccidén de agua del suelo cuando la misma comienza a faltar

(Turner et al., 2001).

Existe una amplia variedad de osmolitos compatibles, como algunos oligosacaridos
(raffinosa, sacarosa, trehalosa y sorbitol), polioles (manitol), y moléculas nitrogenadas

(glicin betaina, poliaminas y prolina), (Umezawa et al., 2006; Seki et al., 2007).

La acumulacién de prolina a partir de sintesis de novo, es una respuesta comun en una
amplia variedad de organismos frente a distintos tipos de estrés, entre ellos el déficit
hidrico. Por esto se ha propuesto que puede contribuir con el mantenimiento del
potencial hidrico celular. Pero su actividad como osmolito compatible no ha sido
confirmada. Es probable que la acumulacién de prolina haya permanecido como un

mecanismo de respuesta al estrés presente desde las bacterias hasta las plantas,
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debido a sus multiples funciones relacionadas con la proteccion ante tal situacion

(Samaras et al., 1995).

En siete genotipos de soja se observo una alta correlacion (r = 0.98) entre la caida del
CRA y el AO. Los genotipos con altos potenciales osméticos fueron los que mostraron
una caida mas leve del CRA, lo que indicaria la capacidad de mantener la turgencia por

periodos mas largos (James et al., 2008b).

2.5. Transporte de agua mediada por acuaporinas

Existen dos vias para el flujo osmdtico del agua entre los tejidos de las plantas: la via
apoplastica, conformada por los espacios intercelulares y el xilema, y la via simplastica
conformada por el continuo citoplasmatico y la vacuola (transporte a través de
membranas y plasmodesmos). El agua se mueve permanentemente, utilizando de
forma simultanea las dos vias. La via mas utilizada depende de la especie, el 6rgano y

la condicion fisiolégica de la planta (Chrispeels y Maurel, 1994).

El transporte por la via apoplastica es impulsado por fuerzas fisicas, y esta regulado
principalmente por las diferencias en el potencial hidrico entre el suelo, la planta y la
atmoésfera (Munns, 1993; Maurel, 1997), lo que determina que esta via esté acoplada a

la tasa transpiratoria (Steudle y Frensch, 1996).

En plantas bajo condicion de sequia, cuando los estomas se cierran y la tasa
transpiratoria disminuye para evitar la pérdida de agua, la via simplastica dominaria el
transporte de agua (Steudle y Peterson, 1998; Steudle, 2000). A nivel celular, la mayor
parte de los estudios sobre las respuestas de las plantas al déficit hidrico, se llevaron a
cabo desde el punto de vista del ajuste osmatico (Bray, 1997), mientras que al flujo de
agua a través de las membranas se le prestd menos atencidn. Se asumia que el agua
pasaba a través de las membranas; sin embargo a partir del descubrimiento de las
acuaporinas vegetales, fue ampliamente aceptado que este pasaje estaba regulado

biolégicamente y que estas proteinas estan involucradas en el transporte y la
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absorcion de agua en las plantas. Las acuaporinas pueden aumentar el transporte de
agua a través de las membranas en un factor aproximado de 10 veces (en un rango de

0 a 30) (Maurel, 1997; Tyerman et. al., 1999).

Las acuaporinas son pequefias proteinas intrinsecas de membrana (24-30 kDa),
pertenecientes a la familia de las Major Intrinsic Proteins (MIP), caracterizadas por
tener 6 hélices transmembrana que permiten el pasaje selectivo del agua y otras
moléculas pequenas sin carga. Proteinas relacionadas con las acuaporinas se
encuentran en todos los organismos, desde las arqueas hasta los mamiferos y
numerosas “isoformas” se han detectado tanto en organismos uni como
multicelulares. Algunas acuaporinas son expresadas constitutivamente, mientras que
otras estan controladas en tejidos especificos o por las condiciones ambientales

(Alexandersson et al., 2005; Boursiac et al., 2005 ).

En base a los resultados de secuenciacion y en la caracterizacion funcional, la familia
MIP se dividid en acuaporinas (AQPs), que son estrictamente selectivas de agua vy
acuagliceroporinas (GLP) transportadoras de pequefias moléculas como glicerol y urea,

ademas de agua (Heymann y Engel, 1999; Zardoya, 2005).

Los genes MIP son particularmente abundantes en plantas, donde presentan una
mayor diversidad funcional, lo cual se atribuye al mayor grado de compartimentacién
de las células vegetales, y a su mayor necesidad de ajustar el control del movimiento

del agua (Johanson et al., 2001).

Las acuaporinas vegetales forman cinco grupos principales: proteinas intrinsecas de
membrana plasmatica (PIP), proteinas intrinsecas de tonoplasto (TIPs), proteinas
intrinsecas tipo NOD26 (NIPs), donde NOD26 es una acuaporina descubierta en la
membrana peribacteroidea de nédulos de raices de soja, proteinas intrinsecas bdsicas

pequefias (SIP), y las ultimas en identificarse, las proteinas intrinsecas X (XIP),
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encontradas ampliamente en musgos, hongos y plantas dicotileddneas, pero sin una

caracterizacion funcional (Danielson y Johanson, 2008).

La subfamilia PIP se puede subdividir en dos grupos, PIP1 y PIP2, los cuales difieren en
la longitud de sus extremos amino y carboxilo, el extremo amino es mas largo en las
proteinas PIP1. En general las PIP1 presentan poca o ninguna actividad como canal de
agua in vitro, mientras que las PIP2 muestran alta permeabilidad al agua cuando se
expresan en oocitos de Xenopus laevis (Chaumont et al., 2000). Las SIP son las
acuaporinas mas divergentes en plantas, donde muestran una alta diversidad, incluso
dentro de la subfamilia, y han sido localizadas en membranas del reticulo
endoplasmico (Ishikawa et al., 2005). Las NIPs, fueron encontradas inicialmente en la
membrana peribacteroidal de nddulos de raices de leguminosas (Sandal y Marcker,
1988), y estudios con inhibidores sugieren que las NIPs estan involucradas en la
permeabilidad del NH3 (Niemietz y Tyerman, 2000) y en el intercambio de nutrientes

entre la planta huésped y la bacteria endosimbidtica.

La primera evidencia de una participacion de las proteinas PIP en la absorcion y en el
transporte de agua celular en vegetales se obtuvo a partir de plantas que expresaban
ARN antisentido para esas proteinas, que desarrollaron un sistema radicular mayor
gue las control (Kaldenhoff et al.,1998). Esto parece ser consecuencia de un efecto
compensatorio de la baja expresidon de acuaporinas de membrana plasmatica, que
reducen la permeabilidad de algunas células. Estudios en plantas con una expresién
alterada de dos acuaporinas (PIP1 y PIP2), demostré que estas proteinas son
importantes en la recuperacion de las mismas después de un periodo de déficit hidrico
(Martre et al., 2002). Ademads, plantas con una expresion alterada de la acuaporina
PIP1, mostraron diferencias, no sdlo en el transporte de agua (Siefritz et al., 2002) sino
también en procesos limitados por CO, como la fotosintesis y la conductancia

estomatica (Uehlein et al., 2003).
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Una disminucidn de la conductancia de CO, en el meséfilo, luego del tratamiento con
HgCl,, inhibidor inespecifico de acuaporinas, fue una de las primeras evidencias en
sugerir la capacidad de las acuaporinas de transportar CO, (Terashima y Ono, 2002). La
primera evidencia directa de esta habilidad se constatd con la acuaporina de tabaco
(NtAQP1) expresada en ovocitos de Xenopus (Uehlein et al., 2003). Estos autores
también indujeron la expresion de NtAQP1 en plantas de tabaco y reportaron
aumentos significativos en la tasa de fotosintesis, la apertura de estomas, y la tasa de
crecimiento de la hoja. El papel de NtAQP1 en el mecanismo fotosintético se ha
informado en plantas de tabaco con sobreexpresiéon de NtAQP1, que mostraron un
aumento del 20 % en la tasa de fotosintesis en relacién a los controles, mientras que
plantas con NtAQP1 antisentido mostraron una disminucion de la tasa fotosintética del

13 % (Flexas et al., 2006).

Trabajos de Sade et al., (2010) revelaron actividades independientes pero
estrechamente relacionadas en raices y hojas de plantas transgénicas de tomate y
arabidopsis con expresidon constitutiva de NtAQP1, bajo condiciones control y de
estrés salino. Esta doble actividad mejora la EUA mediante la combinacion de tres
rasgos independiente pero complementarios: aumento de la permeabilidad del
mesofilo al CO,, lo que resulta en un aumento de la tasa fotosintética, aumento de la
apertura de los estomas, y mantenimiento de la conductividad hidrdulica de la raiz casi
constante, lo cual previene fallas hidraulicas bajo altas tensiones del xilema. Esta

estrategia no seria eficiente con un estrés hidrico severo.

3. MEJORAMIENTO A DEFICIT HiDRICO EN SOJA

La soja [Glycine max (L.) Merril.] pertenece a la familia Fabaceae, subfamilia
Papilionoideas. Originaria de China, se ha convertido en uno de los principales cultivos
a nivel mundial, debido a su alto contenido de proteina (40%), aceites (20%) y calidad
nutritiva (Thuzar et al., 2010). Las proteinas de soja son nutricionalmente equivalentes

a las de la carne y el huevo, a excepcién de su deficiencia en aminodcidos azufrados,
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especialmente metionina (Young, 1991). También es rica en metabolitos
fisioldgicamente activos tales como isoflavonas, lecitinas, tocoferoles y saponinas

(Sugano, 2005).

Su produccién se ha expandido a todos los continentes poblados, incluyendo los de
climas calidos caracterizados por altas temperaturas y escasas o irregulares
precipitaciones (Thuzar et al., 2010). Dependiendo de las caracteristicas hibridas, la
soja usa cerca de 450-700 mm (litros/m?) diarios de agua durante el periodo de
crecimiento (Dogan et al., 2007). Bajo condiciones de déficit hidrico, se ve afectada su
produccién de semillas como producto final (Korte et al., 1983; Dornbos y Mullen,

1992) reduciendo el rendimiento hasta un 40% (Specht et al., 1999).

Para el desarrollo de variedades de alto rendimiento en condiciones de déficit hidrico,
el criterio mas ampliamente empleado ha sido el de la seleccidn directa por estabilidad
del rendimiento en varias localidades. Sin embargo los avances en mejorar la
resistencia al déficit hidrico han sido lentos por una serie de razones: i) La
identificacion de lineas con mayores potenciales de rendimiento se ha realizado en
condiciones de humedad optima. Por el contrario, la evaluacién de lineas en
ambientes de bajo rendimiento y condicion de déficit hidrico no se han considerado,
porque las diferencias de rendimiento entre ellas es pequefias, y no se discriminan los
genotipos de alto y bajo rendimiento. ii) Histéricamente, el énfasis en el mejoramiento
del cultivo de soja se centrdo en la resistencia al estrés bidtico, en lugar del estrés
abidtico como el déficit hidrico, debido a la complejidad de su evaluacidn. Esto dio
lugar a una estrecha base genética para iniciar programas de mejoramiento de
tolerancia al déficit hidrico. iii) La resistencia al déficit hidrico se rige por varios
factores, incluyendo el genotipo, el medio ambiente y la interaccion de ambos (Carter

et al., 1999).

La estrategia alternativa de seleccidn indirecta por rasgos secundarios ha tenido éxito

s6lo en unos pocos cultivos, debido a problemas de repetibilidad y a la falta de
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estrategias de fenotipado, especialmente para los rasgos relacionados con la raiz. Se
han dirigido grandes esfuerzos hacia la identificacion de rasgos asociados con
tolerancia al déficit hidrico en soja. Con la disponibilidad de la totalidad de su genoma
secuenciado, de mapas fisicos, herramientas de genética y gendmica funcional,
enfoques integrados que utilizan mejoramiento molecular e ingenieria genética, se
abren nuevas oportunidades para mejorar la tolerancia al déficit hidrico en soja

(Manavalan et al., 2009).

A principios de 2010 se publicd el primer genoma ordenado de un cultivo de referencia
de soja (Schmutz et al., 2010), lo cual fue seguido por la re-secuenciacion de varios
genomas de sojas silvestres y domesticadas (Lam et al.,, 2010). La disponibilidad de
estos datos gendmicos permitid iniciar rapidos e intensos estudios comparativos de
genodmica funcional (Ching Chang et al., 2012). El analisis de genética de poblaciones
usando los datos de secuenciacidn de genomas completos, demostraron que las sojas
silvestres poseen una mayor diversidad genética respecto a las sojas domesticadas, lo
cual apoya la idea de que estos germoplasmas son una fuente importante de nuevos
genes o alelos para los programas de mejoramiento (Jackson et al., 2011; Lam et al.,

2010; Stupar, 2010).

A pesar de los grandes avances en la comprension de la fisiologia, bioquimica vy
genética molecular de las respuestas de las plantas al déficit hidrico, y al nUmero
creciente de trabajos acerca de los factores que contribuyen a mejorar las tasas de
desarrollo y crecimiento (Herve y Serraj, 2009), estos han tenido poco éxito en la

mejora de la produccién de las plantas (Passioura, 2010).
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OBJETIVOS

1. OBJETIVO GENERAL

Analizar los mecanismos de tolerancia/sensibilidad a sequia en soja, a través de la

identificacion de marcadores funcionales asociados a la eficiencia del uso del agua.

2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

A partir de la previa identificacion de parametros fisioldgicos y bioquimicos asociados a

respuestas tempranas y tardias a sequia, se plantean los siguientes objetivos:

2.1. Identificar respuestas bioquimicas y fisioldgicas en cultivares de soja con diferente

tolerancia a sequia.

2.2. Establecer parametros bioquimicos y genéticos asociados a la eficiencia en el uso

del agua en genotipos tolerantes y sensibles.

2.3. Analizar funcionalmente un gen relacionado al uso del agua, mediante su

sobreexpresion del mismo en plantas de arabidopsis.
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MATERIALES Y METODOS

1. MATERIAL BIOLOGICO

1.1. Material vegetal

La determinacién de indicadores tempranos y tardios de déficit hidrico se realizd en
Glycine max (soja) genotipo INIA Andrea 60. Para la caracterizacion de las respuestas
tempranas vy tardias a déficit hidrico y para determinar la eficiencia del uso del agua
(EUA) se usaron genotipos contrastantes en su estabilidad de rendimiento bajo
condiciones de déficit hidrico, el N7001 tolerante a déficit hidrico (derivado de la
seleccidon F4 de la cruza de la linea de reproduccion USDA-ARS, N77-114 y P1 416937) y

TJ2049 catalogado como sensible a déficit hidrico.

Para la transformacién y sobreexpresion génica se usd Arabidopsis thaliana ecotipo
Columbia. Los mutantes knock-out de arabidopsis (T-DNA) en el gen homélogo fueron

obtenidos de la coleccion del SALK Institute (USA).

1.2. Bacterias y plasmidos

Para la multiplicacion de plasmidos de utilizé Escherichia coli cepa DH5a, y para la
transformacion de arabidopsis, Agrobacterium tumefaciens cepa GV3101, resistente a

rifampicina.

El clonado de genes se realizé mediante el plasmido de entrada pEntr2B (Invitrogen
Co. USA). Para la sobreexpresion constitutiva de genes se usé el plasmido pMDC45 el
cual presenta un promotor 2X35S y permite la fusion de GFP al extremo C terminal
(Curtis y Grossniklaus, 2003). Los mapas de los plasmidos se representan en la figura

1.
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Figura 1. Esquema de los plasmidos usados. A. pEntr2B (Invitrogen Co. USA), B. pMDC45
(Curtis y Grossniklaus, 2003).

2. MEDIOS Y CONDICIONES DE CRECIMIENTO

2.1. Condiciones y medios de crecimiento de plantas

Soja

Las plantas de soja se crecieron en una camara de crecimiento con un fotoperiodo de
16/8 h (luz/oscuridad), con 30°C/20°C (dia/noche) y una radiacién de 800 pmol de
fotones - m?- seg™, que se alcanzaron con el uso de lamparas de halogenuro metélico
(400 W) y ldmparas de sodio (70 W). Ademas, la cdmara de crecimiento contaba con

suplemento de luz natural para complementar la demanda luminica de la soja.

Los dispositivos de crecimiento (fig. 2) consistieron en cafios de PVC, de 11 cm de
diametro por 30 cm de alto, cerrados en su extremo inferior con una malla metdlica.
Este dispositivo permitid el crecimiento y desarrollo de la planta por 40 dias, sin

observarse interferencias en el desarrollo radicular.
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Como sustrato para el crecimiento se utilizé una mezcla de arena vermiculita en una
relacion 1:1. Las plantas se regaron diariamente con medio RP (Rigaud y Puppo, 1975),
suplementado con KNO3; 10 mM, hasta la maxima capacidad de retencidn de liquido
del sustrato, (cuadro 1). El riego se realizd a través de ductos que recorrian toda la
longitud de los dispositivos de crecimiento (fig. 2). Estos ductos de 3 cm de didmetro se
sellaron en el extremo inferior y perforaron para permitir una distribucion homogénea
de la solucidn nutritiva en todo el perfil del sustrato.

Para llevar el sustrato a su maxima capacidad de retencion de agua se agregd agua en
exceso a cada dispositivo, y se dejé escurrir el excedente de agua por 24 h. Se
determiné el volumen de agua retenido, y sobre ese volumen se refirié el porcentaje

de agua perdida.

Para determinar la EUA, la superficie de cada cilindro se cubrié con una capa de 5 a 10

mm de parafina para evitar la evapotranspiracién del sustrato.

ducto perforado

/ hueco para siembra

parafina

A

o'oool

tubo de PVC

/

ducto sellado

o

-]

o

o /

o é /malla metalica

Figura 2. Dispositivo para el crecimiento de soja.
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Cuadro 1. Composicion del Medio RP

Macronutrientes mg/L
KH,PO, 200
MgSO,4 7H,0 200
KCl 200
CaS0O,4 2H,0 120
Na,FeEDTA 25
Na,MoO,4 2H,0 4
KNO3 1010 (se agregd como fuente de nitrégeno)
Micronutrientes mg/L
MnSO,4 2H,0 2.2
CuSO45H,0 2.4
ZnS0,4 7H,0 2.9
H3BO; 1.8
Arabidopsis

Las plantas de arabidopsis se crecieron en macetas de 300 mL con turba KEKKILA®
como sustrato y se regd con agua corriente. Previo a la siembra las semillas se
colocaron a 4°C por 24 h para romper la dormancia. Las plantas se mantuvieron en una
cdmara de crecimiento con un fotoperiodo de 16/8 h (luz/oscuridad), a 23°C/20°C
(dia/noche) y una radiacién de 50 umol de fotones - m™ - seg™. Las plantas utilizadas
en la trasformacién con agrobacterium por el método de inmersién floral (Clough y
Bent, 1998), se crecieron con un fotoperiodo de 8/16 h (luz/oscuridad) para evitar la
induccion de la floracidén y obtener un mejor desarrollo vegetativo. Luego de 40 dias de
crecimiento el fotoperiodo se cambid a 16/8 h (luz/oscuridad) para inducir la floracidn

y proceder a la transformacion.
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Para los ensayos en placa de Petri las semillas se esterilizaron en tubos de
microcentrifuga agregando etanol 70 % (v/v) por 2 min con agitacién constante. El
etanol se retird y se enjuagd con agua estéril, se afiadié hipoclorito de sodio comercial
al 20 % (v/v) y se incubd por 5 min. en agitacion constante. Se retird la solucion de
hipoclorito de sodio y las semillas se lavaron 5 veces con agua estéril. Las semillas se
incubaron en agua estéril por 24 h a 4°C y después se sembraron en placas de Petri de
14 cm de didmetro con medio MS (Murashige y Skoog, 1962) (Cuadro 2). Las plantulas

se crecieron por 15 dias en estas condiciones.

Cuadro 2. Composicion del medio MS

Macronutrientes mg/L
NH4NO; 1640
KNOs 1900
KH,PO, 170
CaCl, 440
MgS0, 7H,0 370
Micronutrientes mg/L
H3BO; 6.0
CoCl, 0.023
CuSO4 1.6
Na,EDTA 37.2
FeSO,4 7H,0 27.8
Kl 0.83
MnSQO,4 H,0 15.1
Na,MoQO, 2H,0 0.24
ZnS0O,4 7H,0 8.6

El pH se ajustd a 5.7.
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El medio sdlido se prepard afiadiendo 7 g/L de agar y se suplemento con 5 g/L de

sacarosa

2.2. Condiciones y medios de crecimiento de bacterias
E. coli y agrobacterium se crecieron en medio LB (Sambrook et al., 1989), (Cuadro 3).
Cuando las bacterias portaban genes de resistencia a uno o varios antibidticos, estos se

afiadieron al medio estéril en las concentraciones finales que aparecen en el cuadro 4.

Cuadro 3. Composicion del medio LB

Componentes g/L
NaCl 10
Bacto-triptona 10

Extracto de levadura 5

El medio sélido se prepard afiadiendo 16 g/L de agar.

Cuadro 4. Concentracion de los antibidticos

Concentracidn de la solucidon stock Concentracion final

Antibidtico
(mg/mL) (ng/mlL)
Kanamicina (Km) 50 50
Rifampicina (Rf) 50 50

La Km y Rf se disolvieron en agua destilada y en metanol respectivamente, y se

esterilizaron por filtracién (0.45 uM). Las soluciones stock se conservaron a — 20 2C.
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3. INDICADORES TEMPRANOS Y TARDIOS Y PARAMETROS DE RESPUESTA A DEFICIT
HiDRICO

El tratamiento de déficit hidrico se indujo mediante la suspension del riego a plantas
en estado vegetativo V4, crecidas previamente en un sustrato a su maxima capacidad
de retencion de agua (100 %). A partir de la suspensién del riego, y durante 7 dias, se
realizaron determinaciones diarias del contenido de agua en el sustrato, conductancia
estomatica, potencial hidrico, CRA en hojas y acumulacion de prolina. Los parametros

evaluados se describen a continuacion.

3.1. Conductancia estomatica y epidérmica

La conductancia estomatica se determind con un Pordmetro Modelo SC-1 (Decagon
Device, Inc) sobre la cara abaxial de la tercera hoja trifoliada luego de 6 h de encendida
la luz, siguiendo las instrucciones del fabricante. Cada medicién se realizd por
quintuplicado.

La conductancia epidérmica se estimd a través de los cambios en el contenido relativo
de agua (CRA) de plantas sometidas a oscuridad por 48 h para asegurar el cierre
estomatico total, atenuando el ciclo circadiano de apertura y cierre. El CRA se

determind diariamente como se describe en el item 3.3.

3.2. Potencial hidrico de hoja

El potencial hidrico de hoja (W4) se determind con una Bomba de Presion tipo
Sholander, Modelo 600 (PMS Instrument Company) sobre la tercer hoja trifoliada
luego de determinada la conductancia estomatica, segun las instrucciones del

fabricante.

3.3. Contenido relativo de agua
El contenido relativo de agua (CRA) se determind segun Antolin et al (1995). Para esto
se determind el peso fresco (PF) de la tercer hoja trifoliada, separada en sus tres

foliolos, y se colocaron en placas de Petri de 14 cm con agua destilada a temperatura
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ambiente durante 12 h, determindndose el peso saturado (Psat). Las muestras se
secaron en estufa a 105°C hasta peso constante y se determind el peso seco (PS). El

CRA se calculé como:

CRA : [(PF—PS) / (Psat —PS)] x 100

3.4. Extraccion y cuantificacion de prolina

La extraccion de prolina se realizdé por quintuplicado segin Charest y Phan (1990). Se
maceraron 10 mg de muestra en 1 mL de una mezcla de metanol-cloroformo-agua
(MCA, 12:5:1). El homogenado se centrifugd a 5.000 x g por 2 min a temperatura
ambiente, y se recogido el sobrenadante en otro tubo. Se adiciond 250 uL de
cloroformo, 375 pL de agua y se centrifugd a 5000 x g por 1 min. La fase superior

(acuosa) se utilizo para la determinacién de prolina.

La prolina se cuantificd segun Troll y Lindsley (1955). A la fase acuosa que contenia la
prolina se le agregd 1 mL de dacido acético y 1 mL de reactivo de ninhidrina acida
consistente en H3PO4 6 M; 4cido acetico 12.6 M y 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. Se adiciond a cada tubo 1 mL de tolueno, se agitd vigorosamente durante 3
min y se dejé decantar hasta la formacion de dos fases (aproximadamente 12 h). Para
cuantificar la prolina se tomaron muestras de la fase superior y se leyé la absorbancia a

515 nm. Como estandar se usoé L-prolina.

3.5. Perodxidos de lipidos por TBARS

Los lipidos peroxidados se determinaron a través de las sustancias reactivas al acido
tiobarbiturico (TBARS) segin Minotti y Aust (1987). Se maceraron en frio 100 mg de
hojas con 1 mL de 4cido metafosférico al 5 % (p/v) y 20 pL de butil hidroxitolueno
(BHT) al 2 % (p/v) disuelto en etanol. El homogeneizado se centrifugd a 15.000 x g por
20 min a 4°C. Para el desarrollo del cromdgeno se mezclaron 0.5 mL del sobrenadante

con 50 pL de BHT al 2 %, 250 uL de acido tiobarbiturico (TBA) al 1 % (p/v) disuelto en
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NaOH 50 mM, y 250 ulL de HCl al 25 % (v/v). La mezcla se incubd a 95°C durante 30
min. Para la cuantificacién de los TBARS, el cromdgeno fue extraido agregando 1.5 mL
de n-butanol. Los tubos se agitaron y se separd la fase organica mediante
centrifugacién a 2.000 x g durante 2 min. Se determind la absorbancia a 532 nm y se
resto la absorbancia inespecifica a 600 nm. La concentracion de perdxidos de lipidos se
realizd segun Rusterucci et al (1996) y se expresoé como la cantidad de malondialdehido

formado (€532 = 156 x 10° M cm’).

3.6. Identificacion de genes inducibles por déficit hidrico
La identificacidon de genes inducibles por déficit hidrico se realizé en el Laboratorio de
Biologia Molecular Vegetal de la Facultad de Ciencias de la UdelaR, como parte del

proyecto BiotecSur Soja.

Para comparar las poblaciones de mARN de plantas sometidas a déficit hidrico y
plantas control se utilizé el Clontech PCR-Select cDNA Substraction kit (Clontech, Paso
Alto, CA). Con este procedimiento fue posible sustraer secuencias diferencialmente
expresadas entre ambas poblaciones (Diatchenko et al., 1996; Gurskaya et al., 1996). El
genotipo contrastante utilizado para la realizacién de la biblioteca SSH (Suppression
Subtractive Hybridization) fue el N7001. Para la misma se utilizaron simultdneamente
poblaciones de ARNm correspondientes a estadios iniciales y finales de estrés, por lo
tanto los genes representados en la biblioteca corresponden tanto a genes de

expresion temprana como tardia.

La secuenciacidon de los clones seleccionados mediante andlisis de restriccion fue
realizada por el servicio Macrogen Inc (World Meridian Venture Center, Korea , Seoul )
a partir de minipreps ajustadas a una concentracién de 100 ng/uL, utilizando el
cebador SP6. Las secuencias obtenidas fueron analizadas en las bases de datos

Phytozome (http://www.phytozome.net) y en la base de datos del National Center for

Biotecnology Information (NCBI; http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Con la informacién
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recabada se clasificaron los clones en diferentes grupos funcionales y se determind la

redundancia de las secuencias obtenidas.

4. PARAMETROS DE RESPUESTA EN DOS GENOTIPOS DE SOJA CONTRASTANTES AL
DEFICIT HIDRICO

Una vez determinadas las condiciones hidricas necesarias para alcanzar el déficit
hidrico inicial o temprano y el final o tardio (punto 3), se procedid a realizar la
caracterizacion de las respuestas tempranas y tardias al déficit hidrico en el genotipo
N7001 (tolerante) y TJ2049 (sensible).

Plantas de ambos genotipos en estado vegetativo V4, crecidas en un sustrato a su
maxima capacidad de retencion de agua (100 %), se dejaron de regar hasta llegar a las
condiciones de estrés inicial y final. En otro grupo de plantas se continud con el riego
diario y se utiliz6 como control. Se considero estrés inicial el momento en el que el
sustrato alcanzé un 50 % de su maxima capacidad de retenciéon de agua, cuando las
plantas a pesar de no presentar sintomas visibles de estrés comenzaban a evidenciar
cierre estomatico, y un estrés final cuando las plantas presentaban marchitamiento o
pérdida de turgencia y el sustrato contenia aproximadamente un 25 % de su maxima
capacidad de retencidon de agua. Una vez alcanzado el nivel de estrés inicial se
determind la conductancia estomatica (parametro no destructivo), para
posteriormente determinar el potencial hidrico de hoja y realizar muestreos de raiz y
parte aérea; conservandose a -80°C, para la evaluacion de pardmetros bioquimicos
(Acumulacion de Prolina y Peroxidacion de Lipidos) y moleculares (Identificacion de

genes inducibles por déficit hidrico y Analisis de expresidn génica).

Los tratamientos de estrés final se mantuvieron sin riego hasta que las plantas
comenzaron a evidenciar pérdida de turgencia. Una vez alcanzado el estrés final, se
procedid al muestreo y medicion de parametros, del mismo modo que el descripto

para el estrés inicial.
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5. EFICIENCIA DEL USO DEL AGUA EN SOJA

La EUA se determiné por el método gravimétrico y por discriminacién isotépica del
carbono.

Para la determinacidn gravimétrica se utilizaron plantas en estado vegetativo V4. Los
tratamientos fueron: plantas crecidas en sustrato al 100 % de su maxima capacidad de
retencion de agua (control) y al 35 % de su maxima capacidad de retencién de agua
(estrés), con 4 repeticiones cada uno. El primer dia de estrés se determiné la materia
seca (MS) de la parte aérea (PA) en 4 repeticiones de cada genotipo. Durante 18 dias
posteriores al inicio del estrés se registrd diariamente el consumo de agua y se repuso
el agua consumida. Seguidamente se evalué la MS de PA acumulada en ambos
genotipos en los distintos tratamientos. La MS se determind secando las muestras a

105°C hasta peso constante. La EUA se calculé como:

EUA (g /kg) = MS Final PA (g / maceta) — MS inicial PA (g / maceta)

Agua consumida

Después de pesadas las muestras de MS se maceraron en un mortero de agata hasta
obtener un polvo fino, y se secaron en horno 24 h. Muestras de 1.5 mg se colocaron en
capsulas de estano para determinar por discriminacion de isotdpica de carbono la
cantidad de *C v 12C en un analizador elemental (Flash ® EA, 1112 Series) acoplado a
un espectrometro de masas de relaciones isétopicas (Thermo Finnigan Delta Plus ®). El
valor R (relacién de abundancia molar Bc/*c dela muestra) se expresa en relacion al
estandar Pee Dee Belemnite (PDB). El procedimiento utilizado fue el indicado por el

Laboratorio de Isdtopos Estables de la Facultad de Agronomia, UdelaR.

Los valores de la relacién isotdpica del carbono (8*3C%o) fueron obtenidos a través de
la comparacion de las abundancias molares 1:“}C/HC de muestras de hojas de los

distintos tratamientos respecto al estandar PDB segln O’Leary (1993):

613C (%0) = [(Rmuestra/RPDB) - 1] X 1000 %0
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donde 9%3C es la proporcién de isdétopos del carbono, Ryestra €S la relacién de la
abundancia molar *C/*C de la muestra vegetal (planta) y Reps €s la relacién de la
abundancia molar *c/**C del estandar (PDB), la cual es igual a 0,0112372 (Squeo vy
Ehlereinger, 2004).

La discriminacion isotépica del carbono (A) se expresa como una diferencia entre el
valor 0*3C de la fuente (aire) y el producto (planta), la misma se calculé utilizando la

ecuacion descrita por O’Leary (1993):

A = 0Cfuente — 3*3Cproducto

1+ (dlacproducto/looo)

donde el valor de 3*3C de la fuente (aire) se lo tomé como - 8 %o.

Al momento de levantar el ensayo se determind la conductancia estomadtica que

presentaban los distintos tratamientos segun se detalla en 3.1.

6. ANALISIS DE EXPRESION GENICA DE UN GEN DE ACUAPORINA

6.1. Extraccidon de ARN

Se maceraron de 0.2 a 2 g de raiz y hoja (6ptimo 1 g), en un mortero con nitrégeno
liquido, sin dejar descongelar la muestra. El macerado se colocd inmediatamente en
tubos Falcon de 50 mL conteniendo 2.5 mL de fenol y 3 mL de NTES (0.1 M NacCl, 0.01
M Tris-HCl pH 7.5, 1 mM EDTA, 1 % SDS) y se agitd6 vigorosamente (Vortex) por 3 min.
Se adicionaron 2.5 mL de cloroformo y se agité en Vortex por 20 seg. Se centrifugo a
5.000 rpm por 20 min a 4°C. El sobrenadante se transfirid a tubos de vidrio Corex®
grandes (tratados con DEPC o esterilizados en horno a 200-280°C por al menos 4 h). Se
adiciond 1/10 del volumen final del sobrenadante obtenido de acetato de sodio 3 M

pH 5.2 (RNasa free) y 2.5 volumenes de etanol al 95 % y se incubd por 3 h a -20 °C. Se
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centrifugd por 15 min a 8.000 rpm y 4 °C. El pellet obtenido se secd y resuspendié en
0.8 mL de agua DEPC, manteniéndose en hielo por 10 min agitandose con Vortex
frecuentemente. El resuspendido obtenido se transfiridé a tubos de microcentrifuga, se
le adicionaron 0.8 mL de LiCl 4 M y se incubd toda la noche en hielo. Luego de la
incubacidon se centrifugd a 12.000 rpm a 4 °C por 20 min. El pellet se secd y
resuspendié en 200 uL de agua libre de nucleasas, adicionandose 20 uL de NaAc 3 M
pH 5.2, y 500 uL de etanol 95 %. Se precipitd por dos horas a -20 °C y se recuperaron
los acidos nucleicos luego de una centrifugacion de 12.000 rpm por 20 min a 4 °C . El
pellet se lavd con EtOH 70 % durante 5 min a 4 °C, se secd al aire y se resuspendid en

H,O MiliQ libre de nucleasas, y almacenado a -80 °C hasta su uso.

El ARN fue tratado con DNAsa libre de RNAsas (Fermentas, USA) siguiendo las
instrucciones del fabricante. Se chequed el tratamiento con DNAsas mediante un PCR

sobre el ARN.

6.2. Determinacidn de la concentracion e integridad del ARN
La absorbancia de la solucién de ARN se midié a 260 nm y se calculé su concentracion

utilizando la siguiente férmula:

[ARN] = 40 pg/mL x A260 x factor de dilucion

La integridad del ARN fue evaluada en gel de agarosa desnaturalizante. Para la
preparacidon del gel desnaturalizante se disolvieron 0.7 g de agarosa en 50.4 mL de
H,O, se agregaron 7 mL de MOPS 10X, se dejé enfriar y se agregaron 12.6 mL de
formaldehido.

2.7 uL de cada muestra fueron desnaturalizados agregando 1.75 pL de formaldehido, 1
pL de MOPS 10X, 5 pL de formamida y calentando a 65°C por 10 min.

Para la preparacion del MOPS: Se disolvieron 41.85 g de 4cido 4-
morpholinopropanesulfonico (MOPS) y 6.80 g de acetato de sodio trihidratado en 800
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mL de H,O tratada con DEPC. Se agregaron 20 mL de una solucién de 0.5 M de EDTA

pH 7.0y se ajusto el volumen a 1 L con H,0.

6.3. Cuantificacion de la expresion por Northern Blot

Para la transferencia del ARN a las membranas, 15 ug de ARN total por muestra se
corrieron en un gel desnaturalizante y se realizé la transferencia con 20X SSC a una
membrana Hidrobond N+ (Amersham, NJ, USA) por capilaridad. La sonda se marcé
partiendo de 50 ng de ADNc y se mezcl6 con 1.2 pL de P*? 3000 Ci/uL. El marcaje se
realizé utilizando el kit de marcado Ready Prime I1® (GE) siguiendo las instrucciones del
fabricante. Para la deteccion de los ARNs la membrana se pre-hibridé por 2 h a 68°C
con 20 mL de buffer de prehibridacion [5X SSPE (0.9 M NaCl, 50 mM NaPQO4, 5 mM
EDTA, pH 7.5), 0.2% SDS, 500 pg/mL ssDNA, 5X Denhardts (1 mg/mL Ficoll 400, 1
mg/mL polyvinyl pyrrolidiona, 1 mg/mL BSA)]. Pasado ese tiempo se agregd la sonda
desnaturalizada y se hibridé durante 16 h. Para eliminar la radioactividad no especifica
se procedio a lavar la membrana dos veces en una solucién de 5X SSCy 0.5 % SDS por
20 min cada uno, seguido de dos lavados en 1X SSC y 0.5 % SDS por 20 min. La

membrana fue expuesta en el Fuji Imager FLA-3000 a -80°C durante 3 dias.

6.4. Cuantificacion de la expresion por RT-qPCR

Los ADNCc utilizados en los Ensayos se sintetizaron con el Kit Moloney Murine Leukemia
Virus Reverse Transcriptase (M-MLV RT) (Promega). Los andlisis por RT-gPCR se
realizaron por medio del LineGene K System (Bioer Technology CO.,LTD) usando el
sistema de deteccidn por SYBR-green. La cuantificacidon se normalizé en funcion de los
niveles de ARNm del gen Metalloprotease (Housekeeping). Las expresiones relativas se

calcularon por el método del AACT (Livak y Schmittgen, 2001).

Los cebadores utilizados fueron los siguientes:
GEN de INTERES (ACUAPORINA)

Forward 5°-CTC AGG GGG ACA CAT AAA CC-3°
Reverse 5'-GTA ACC AGG GGC AAC AAA GT-3°
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HOUSEKEEPING (METALLOPROTEASE)
Forward 5'-ATG AAT GAC GGT TCC CAT GTA-3"
Reverse 5-GGC ATT AAG GCA GCT CAC TCT-3°

7. TRANSFORMACION DE ARABIDOPSIS CON UN GEN DE ACUAPORINA DE SOJA

7.1. Amplificacion del gen de interés

Los PCR para el clonado de la secuencia de interés se hicieron a partir de ADNc
proveniente del genotipo N7001, usdndose la ADN polimerasa de alta fidelidad
AccuSure™ Mix (Bioline). Los cebadores se disefiaron para una amplificacién completa
de los genes de interés. Dichos cebadores, contienen sitios de restriccion para la

posterior ligacion del producto de PCR con el vector de entrada.

La reaccion, programa y cebadores usados fueron los siguientes

Reaccion: 25 pul AccuSure mix
2 ul Cebador F
2 pl Cebador R
4 ul ADNc (15 ng/uL)
17 pl Agua MQ estéril

Programa de PCR: Activacion 95°C, 7 min
40 CICLOS: 94°C 30 seg
58°C 30seg
72°C 90 seg

1CICLO: 72°C 120seg

35



Materiales v Métodos

Cebador
F- CAGTCGACAGCAAAAAGAAAGAATCCCAGGC  sitio diana: Sal |
R- CCGAATTCGATTAAGCATGAACCGTTTGATTG  sitio diana: EcoR |

Las reacciones se realizaron en un termociclador Corbett Research, modelo Palm-

Cycler.

7.2. Electroforesis de los productos de PCR en gel de agarosa

El ADN se analiz6 mediante electroforesis horizontal en geles de agarosa al 1 %. El

tampodn para los geles y la electroforesis fue TBE 1X.

Tampodn TBE (5X) pH8.2: Tris-base........ccccvvevuneeen. 54 g/L
Acido bérico................. 27.5g/L
EDTA-Na; 0.5M pH 8......20mL

En los geles se agregd Goodview (SDS, China) (GVII) en la cantidad indicada por el

fabricante. Para la aplicacion de las muestras en el gel se utilizd tampdn de carga 5X:

Glycerol 50 % (v/v)
Xilencianol 0.25 %
Azul de bromofenol 0.25 % (p/v)

Las muestras se mezclaron con el volumen de tampdn de carga 5X necesario para dar
una concentracion 1X. Como marcador de tamafio molecular se utilizé 1 Kb Ladder
plus (Fermentas). Las electroforesis se realizaron a 100 V y el ADN se visualizé en un
transiluminador con luz UV (Dynalight Dual intensity UV transilluminator), registrando

y almacenandose las imagenes (Kodak Gel Logic 100, Imagine System).
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7.3. Cuantificacién y purificacion de los productos de PCR

La cuantificacion espectrofotométrica de la concentracion y pureza del ADN se realizé
utilizando un espectrofotémetro Nanodrop2000 Spectrophotometer (Thermo
scientific). En el analisis de los datos, una unidad de absorbancia a 260 nm (ABS260 =
1) equivale a una concentracién de 50 pg/mL ADN (Berger 1987).

Los productos de PCR fueron purificados mediante una columna de purificacion
QIAquick® PCR Purification Kit (Qiagen), segun las recomendaciones del fabricante. Los

buffers utilizados fueron suministrados por el kit comercial.

7.4. Digestion de ADN

Para realizar la construccion de sobreexpresion los genes amplificados y el vector de
entrada pEntr2B fueron digeridos con las enzimas de restriccidn correspondientes
(Fermentas, USA) generandose de esta manera los extremos cohesivos necesarios para

la posterior ligacion.

Las digestiones con las enzimas de restriccidn se efectuaron de la siguiente manera:

Reaccion: Agua 33 uL
Buffer 5pulL
ADN 8 uL (aprox. 5 ug de ADN)

Enzima 2 plL de cada enzima

Cada reaccidén se incubd 2 h a 37°C, luego se agregd enzima nuevamente y se incubd
otras 2 h. La reaccidn se inactivé a 65 °C por 20 min. La mezcla de digestién se
desfosforilé con 1 pL de la enzima CIAP (Calf Intestine Alkaline Phosphatase)
(Fermentas) a 37°C por 30 min y se inactivé a 85°C por 15 min.

Los fragmentos de ADN resultantes se analizaron mediante electroforesis en gel de

agarosa al 1 %.
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7.5. Extraccidon de fragmentos de ADN del gel de agarosa
Una vez realizadas las electroforesis se escindieron las bandas correspondientes al
vector y al inserto. EI ADN fue aislado en columnas de purificacién QIAquick® Gel

Extraction Kit (Qiagen), segun las instrucciones del fabricante.

7.6. Ligacion del gen de interés en el vector de entrada pEntr2B
Las ligaciones fueron realizadas en relacion inserto/vector de 3:1, en un volumen final
de 20 pl utilizando el Kit T4 Ligasa (Biolab). La reaccién de ligacion se realizd en tubos

de microcentrifuga enfriados en hielo (la T4 DNA Ligasa se agrego al final).

Buffer T4 DNA ligasa 10X 2 uL
Vector pEntr2B (3.8 Kb) 3.5 uL (40ng)
Insertos (genes) (1.0 Kb) 5 pL (50ng)
Agua estéril 8.5 uL
T4 DNA ligasa 1uL

Las reacciones de ligacidn se incubaron toda la noche a 4 °C.

7.7. Transformacion de células de E. coli DH5a con el producto de ligacién

Preparacion de células competentes

En 10 mL de medio LB liquido estéril se sembrd una colonia de E. coli DH5a y se incubd
toda la noche a 37°C, en agitacidn constante de 250 rpm. A partir de ese cultivo fresco
se inoculd 1 L de medio LB liquido estéril y se incubd a 37 °C en agitacién constante de
250 rpm hasta una DOgyp de 0.5-0.8, correspondiente a la fase exponencial de
crecimiento. Para cosechar las bacterias se enfrio el inéculo en hielo por 15-30 miny se
centrifugd a 7.000 x g a 4°C durante 15 min. El pellet resultante se resuspendié en 1 L
de agua fria estéril, y se centrifugd como en el paso anterior. El pellet se resuspendid
en 500 mL de agua fria estéril y se centrifugd nuevamente en las condiciones indicadas

anteriormente. El pellet ahora se resuspendié en 20 mL de glicerol frio estéril al 10 %
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(v/v) y se centrifugd como en paso el paso anterior. Por ultimo el pellet se resuspendid
en un volumen final de 2 mL de glicerol frio estéril al 10 % (v/v). El cultivo se separd en

alicuotas de 50 pL y se almacend a -80°C hasta su uso.

Transformacion de células competentes por electroporacion

Para la electroporacion las cubetas se pre-enfriaron en hielo y 50 yL de células
competentes de E. coli DH5a con 2 pL (50 ng aprox.) del plasmido pEntry2B con el
inserto se incubaron en hielo por 1 0 2 min, se homogeneizd bien dentro de la cuba,
evitando la formacion de burbujas y se secé cuidadosamente la base de la cubeta
antes de electroporar. La electroporacidon se llevé a cabo con un electroporador
Eppendorf Multiporator®, aplicandose un pulso eléctrico de 2.5 Kv por 25 ms.
Inmediatamente se afiadid 1 mL de medio LB estéril con Kanamicina (50 ug/mL) y se
transfirio la suspension bacteriana a un tubo de vidrio. Se incubd en agitacién durante
1 h a 37°C para permitir la recuperacidn de la bacteria y la expresién de la resistencia al
antibidtico que lleva el plasmido. Posteriormente se sembrd 100 L en placas de Petri
con medio LB con Kanamicina (50 pg/mL). El resto de la transformacion se centrifugd
10 seg a 12.000 x g, se elimind el sobrenadante dejandose un volumen pequefio para
resuspender las células y se sembro el concentrado en las mismas condiciones que las
anteriores. Las placas se incubaron en estufa a 37°C toda la noche y las colonias
portadoras del gen de interés se identificaron por Colony PCR, segun se detalla en 7.8,

previa extraccion del plasmido por lisis alcalina segin se detalla en 7.9.

7.8. Identificacidn de células de E. coli DH5a transformadas por Colony PCR

Se partid de una colonia que se picd con un tip estéril, y se sembrd en un microtubo de
PCR con 25 pl de buffer TE estéril, y se homogeneizo bien. El resto de la colonia se la
identifico en la placa.

Se tomaron 2 pL del homogenizado obtenido y se realizd la PCR con los cebadores

indicados, y reactivos de la firma Fermentas USA.
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Reaccion: Buffer 2.5puL
MgCl, 1.5 uL
dntps (10 mM) 0.4 uL
primer F (10 mM) 0.5 pL
primer R(10 mM) 0.5 pL
Enzima taq 0.2 uL
H,0 17.4 pL

Programa de PCR: Activacién 95 °C, 4 min.
40 CICLOS: 94°C  30seg
58°C 30seg
72°C  90seg
1CICLO: 72°C 120seg
Los productos de PCR se chequearon por electroforesis en gel de agarosa al 1% segun
se detalla en 7.2. La amplificacién positiva fue indicador de que la colonia seleccionada

esta transformada con el gen de interés.

7.9. Extraccion del plasmido por lisis alcalina

Se inocularon 3 mL de medio LB con Kanamicina (50 ug/mL), con una colonia aislada y
se incubd toda la noche a 37°C. El cultivo se centrifugd 30 seg a 12.000 x g y 4°C, el
pellet se resuspendio en 200 ulL de solucidn I. Se adicionaron 200 plL de solucion Il
preparada en el momento y se mezclé por inversidn. A esta mezcla se adicionaron 150
pL de solucidn lll, se mezcld por inversion y se dejo 5 min en hielo. Luego se centrifugd
15 min a 12.000 x g a 4°C, se recuperd el sobrenadante y este se incubé 30 min a 37°C
con RNAsa a una concentracion final de 10 pg/mL. El ADN plasmidico se precipitd con
dos voliumenes de etanol al 95 % (v/v), en presencia de Acetato de sodio 0.3 M y se
centrifugd 10 min a 12000 x g. El precipitado se lavé con etanol 70 % (v/v) vertiéndose

lentamente por las paredes del tubo de microcentrifuga sin agitar. Se volvid a
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centrifugar 15 min y descarté el sobrenadante y se permitid que se evapore todo el

etanol. El pellet se resuspendio en 50 uL de buffer TE estéril.

La composicion de las soluciones |, Il y 1l es:

I: 50 mM tris-HCL, 20 mM EDTA (pH 8), 50 mM Glucosa.

II: 0.2 N NaOH, 1 % SDS (preparado en el momento).

[ll: 60 mL Acetato de potasio 5 M, 11.5 mL acido acético glacial, 28.5 mL H,O.

El analisis de los productos de las extracciones se realizé mediante electroforesis en gel

de agarosa al 1 % como se detallaen 7.2

7.10. Recombinacion del plasmido de entrada (pEntr2B + gen) con el plasmido de
sobreexpresién pMDC45

Para la obtencion de la construccion de sobreexpresion portando el gen de interés se
utilizdo el sistema de clonado Gateway® (Invitrogen Co.) Este sistema se basa en las
propiedades de recombinacién sitio-especifica del bacteriéfago Lambda,
proporcionando un método rdpido y altamente eficiente para mover secuencias de
ADN entre multiples sistemas de vectores. La tecnologia Gateway® se puede resumir

segun lo esquematizado en la figura 3.

codB e
.y .A. wRe LAclonsse 'A.
Dastination — Exprassion
+ wacior Tp— clonie +
BP clonase
HErt K

Figura 3. Recombinacién sitio-especifica por el sistema de clonado Gateway®.
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Los sitios att son secuencias homologas en ambos vectores, de entrada y destino,
entre las que ocurre la recombinacién. La reaccién de recombinaciéon attL x attR se

catalizé por la clonasa LR (Invitrogen Co., USA).

La reaccion consistié en: 1ulL (150 ng) del vector de entrada pENTR2B + gen, 1 ulL (150
ng) del vector destino pMDC45, 6 pL de buffer TE (Tris-EDTA; pH 8.0) 2 uL del mix LR
clonasa Il. La reaccidn de recombinacién fue incubada a 25 eC durante 2 h y para
detener la reaccidn se adicionaron 2 ulL de solucidon de proteinasa K (Invitrogen Co.) y

se incubd a 372C durante 10 min.

7.11. Transformacion de células de agrobacterium electrocompetentes con el

plasmido de sobreexpresién recombinante

Preparacion de células electrocompetentes

Una colonia de la cepa de agrobacterium seleccionada se crecié en 10 mL de medio LB
estéril en agitacion constante de 250 rpm hasta saturacién de la DO (24-36 h). A partir
de ese cultivo se inoculdé 1 L de medio LB estéril y se incubé a 28 °C hasta alcanzar una
DOggo de 0.8 (aproximadamente 14 h). Para cosechar el cultivo se enfrio el Erlenmeyer
conteniendo el medio LB inoculado en hielo por 15-30 min y se centrifugé a 7.000 x g a
4°C por 15 min. El pellet obtenido se resuspendié en 1 L de agua fria estéril y se
centrifugd nuevamente. El nuevo pellet obtenido se resuspendié en 500 mL de agua
fria estéril y se centrifugd nuevamente. El pellet obtenido se resuspendié en 20 mL de
glicerol frio estéril al 10% (v/v) y se centrifugd nuevamente. El pellet se resuspendié en
un volumen final de 2 mL de glicerol frio estéril al 10 % (v/v). A partir de este ultimo

resuspendido se tomaron alicuotas de 50 pL y se almacenaron a -80°C.

Transformacion de células electrocompetentes por electroporacion
Las cubetas del electroporador se pre-enfriaron en hielo y se incubé en hielo por 1 6 2
min 50 pL de células electrocompetentes con 2 pL (50 ng aproximadamente) del

plasmido de sobreexpresion, homogeneizdndose bien dentro de la cubeta para evitar
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la formacidn de burbujas y secdndose bien la base de la cubeta antes de electroporar.
La electroporacion se llevd a cabo con un electroporador (Eppendorf Multiporator®),
aplicandose un pulso eléctrico de 2.5 Kv por 25 ms. Inmediatamente, se afiadiéo 1mL de
medio LB estéril con Rifampicina y Kanamicina (50 pg/mL) y se transfirio la suspension
bacteriana a un tubo de vidrio. El cultivo se incubé en agitacién durante 2 h a 28°C,
para permitir la recuperacion de la bacteria y la expresidon de la resistencia a los
antibidticos que lleva el pldsmido. Posteriormente se incub6 4 h a 28°C y se sembré
100 pL en placas de Petri, con medio LB suplementado con Rifampicina y Kanamicina
(50 pg/mL). El resto de la transformacion se centrifugd 10 seg a 12.000 x g, se elimind
el sobrenadante dejandose un volumen pequeno para resuspender las células, este

concentrado también se sembré en las mismas condiciones.

Las placas se incubaron en estufa a 28°C por 24 h. Las colonias portadoras del gen de

interés se identificaron por Colony PCR como se detalla en 7.8 (fig. 4)

Figura 4. Identificacion por Colony PCR de colonias de agrobacterium transformadas. Tres
colonias (carriles 6, 7 y 15) presentan fuertes bandas, indicando la presencia del gen de

interés.

7.12. Transformacion de arabidopsis mediada por agrobacterium por inmersion
floral

Células de agrobacterium portando el plasmido de sobreexpresién con el gen de
interés, se crecieron en 4 mL de medio LB liquido estéril con Rifampicina y Kanamicina
(50 pg/mL), a 28°C y en agitacidn constante de 250 rpm. Alcanzada la fase estacionaria

dicho in6culo se incorpord a 400 mL de medio LB estéril con Rifampicina y Kanamicina
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(50 pg/ml) y se crecid bajo las mismas condiciones anteriores hasta alcanzar una DOgq
aproximada de 0.8 (24 h aproximadamente). El cultivo se centrifugd a 5.500 x g por 15
min el pellet obtenido se resuspendio en 400 mL de medio de infiltracidn, conteniendo
0.5 % (p/v) de sacarosa y 0.05 % (v/v) de surfactante Silwet L-77 (Vac-In-Stuff, Lehle
Seeds). Para la trasformacion se utilizaron plantas de arabidopsis con buen desarrollo
vegetativo y abundante floracion.

Para la inmersidn floral, las plantas de arabidopsis florecidas se sumergieron en un
vaso de Bohemia conteniendo el medio de infiltracidn con agrobacterium durante 10
seg. Dichas plantas se dejaron en oscuridad toda la noche dentro de bolsas de nylon
cerradas para mantener la humedad y luego se llevaron a cdmara de crecimiento hasta

la cosecha de semillas (TO) (fig. 5).

Figura 5. Pasos para la transformacion de arabidopsis mediada por agrobacterium por
inmersion floral. a) Plantas de arabidopsis con buen estado de floracion. b) Inmersion de
arabidopsis por 10 segundos en una suspension de agrobacterium. c) Envoltura de las plantas
en bolsas pldsticas y mantenimiento de las mismas en oscuridad por 24 h para mantener
humedad. d) Remocién de las bolsas plasticas y crecimiento de las plantas en camara de
crecimiento hasta la obtencién de semillas. e) Colecta de semillas. f) Seleccidn primaria de
plantas transformadas en medio MS con Higromicina a una concentracidon de 25 ug/mL. Las
plantas transformadas se seleccionaron por su resistencia a Higromicina al producir hojas

verdes y raices bien implantadas.
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La seleccion de las semillas transformadas se realizé mediante el crecimiento en placas
de Petri, con medio MS e Higromicina a una concentracién de 25 pg/mL. Se utilizé una
solucién stock de Higromicina (Invitrogen™) disuelta en PBS con una concentracién de
50 mg/mL conservada a 429C. Las plantas transformadas se seleccionaron por su

resistencia a Higromicina al producir hojas verdes y raices bien implantadas (fig. 6).

Figura 6. Seleccion semillas arabidopsis transformadas.
La flecha indica una planta transgénica germinada y
crecida 10 dias en medio MS con 25 pg/mL de

Higromicina.

La seleccién de plantas homocigotos para el gen de interés se comenzd a partir de
plantas TO resistentes a Higromicina (fig. 6), las cuales se transfirieron a macetas y se
cosecharon las semillas resultantes de la autofecundacién, repitiéndose la metodologia
hasta obtener la segunda generacion (T2). Las plantas T2 en las que el 100 % de una
muestra de 60 semillas provenientes de la misma madre fueron resistentes a
Higromicina, se seleccionaron como potenciales homocigotas para el gen de interés
(fig. 7). Otras plantas que no mostraban una segregacién de tipo homocigota, pero si
una relacion mads alta a 3:1 se mantuvieron como posibles homicigotas o con alto

numero de copias.
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Figura 7. Esquema seguido para la seleccion de plantas homocigotas para el gen de interés. A
partir de plantas transformadas por el método de inmersién floral (TO, heterocigotas vy
resistentes a Higromicina), se transfirieron a macetas y se cosecharon las semillas resultantes
de la autofecundacidn, repitiéndose la metodologia hasta obtener la segunda generacion (T2).
Las plantas en las que el 100 % de una muestra de 60 semillas provenientes de una misma
madre fueron resistentes a Higromicina, se seleccionaron como homocigotas para el gen de

interés.

8. EVALUACION DE PLANTAS TRANSGENICAS

Plantas de arabidopsis seleccionadas como homocigotas para el gen de interés (fig. 7)
se transfirieron de forma individual de placas de Petri, a tubos Falcon de 50 mL
conteniendo turba como sustrato. Las condiciones ensayadas fueron control (100 % de
agua retenida) y déficit hidrico (30 % de agua retenida), con 3 repeticiones por
tratamiento. Las plantas transgénicas obtenidas se evaluaron conjuntamente con
plantas salvajes del genotipo usado en la transformacion (ecotipo Columbia) vy
mutantes knockout para el gen de interés. Las plantas se crecieron en condiciones

control durante 35 dias y posteriormente se suspendié el riego a los tratamientos de
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estrés hasta alcanzar el 30 % de agua retenida. A los 35 dias se evalud el contenido
relativo de agua (idem 3.3), el area foliar utilizando el programa Image-Pro plus, la
conductancia estomdtica (idem 3.1) y la temperatura foliar con una camara
termografica FLIR E50, siguiendo las instrucciones del fabricante.

Por otro lado se comprobd la presencia del promotor 35S por PCR en cada planta
ensayada, asi como la fluorescencia de la proteina GFP en un microscopio Confocal
Leica TCS-SP5, utilizdndose una longitud de onda de excitacién de 450-490 nm vy

emision de 515 nm.

9. ANALISIS ESTADISTICOS

Los resultados obtenidos fueron sometidos al andlisis de varianza (ANOVA) utilizando
el programa estadistico InfoStat” versién 2008 (Universidad Nacional de Codrdoba,

Argentina). La comparacién de medias entre tratamientos se realizd a través de la

prueba de comparacion de medias LSD-Fisher.
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RESULTADOS Y DISCUSION

1. INDICADORES TEMPRANOS Y TARDIOS DE DEFICIT HIDRICO

Para identificar parametros bioquimicos y moleculares de expresién temprana y tardia
bajo condiciones de déficit hidrico en soja, fue necesario determinar el momento en
que las plantas se encontraban en condiciones de déficit hidrico inicial y final. Para ello

se realizd un ensayo dirigido a ese fin.

La primera respuesta detectada en plantas de soja genotipo INIA Andra 60, frente al
déficit hidrico fue el cierre estomatico (fig. 8C), en este sentido se observdo una
disminucion significativa de la conductancia estomatica (mas del 60 %) aun cuando
parametros como el potencial hidrico y el CRA en hoja recién comenzaban a disminuir.
Esta disminucién significativa de la conductancia estomadtica se dio antes de la
presencia de sintomas visibles de déficit hidrico y cuando el porcentaje de agua
retenida en el sustrato era del 50 % (fig. 8A). Estos resultados concuerdan con trabajos
previos encontrados en otras especies del tipo C3 (Flexas et al., 2004).

En contraposicidn al cierre estomatico, la acumulacion de prolina (fig. 8C) comenzé al
final del periodo de déficit hidrico, cuando el porcentaje de agua retenida en el
sustrato era del 25 % (fig. 8A). En ese momento el potencial hidrico y el CRA en hojas
habian disminuido significativamente (fig. 8B), y las plantas presentaban una pérdida
de turgencia foliar evidente. Se ha planteado, si bien no probado que la acumulacién
de prolina estd relacionada con el ajuste osmdtico necesario para mantener el
potencial hidrico y la viabilidad celular. Estos resultados concuerdan con los resultados
encontrados en soja por Fukutoku y Yamada, (1981) y Silvente et al (2012), donde no

se registra acumulacion de prolina bajo estrés moderado.

La recuperacion de los parametros evaluados en plantas bajo condiciones de déficit

hidrico final, luego de 24 h de rehidratacién (cuadro 5), confirmaron que las plantas no

habian ingresado en una etapa de marchitez permanente.
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Figura 8. Parametros fisioldgicos de plantas de soja genotipo INIA Andrea
60 sometidas a déficit hidrico. A. Porcentaje de agua retenida en el
sustrato (% AR). B. Contenido Relativo de Agua en hoja (CRA) y Potencial
hidrico de hoja (W,). C. Conductancia estomatica (CE) y contenido de
prolina en hojas. (@) %AR. (¢) CRA. (A) Wy. (o) CE. (m) Prolina. Letras
diferentes indican diferencias significativas (P< 0.05, LSD-Fisher)
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Cuadro 5. Efecto de la rehidratacidén en plantas de soja genotipo INIA Andrea 60 en

condicidn de déficit hidrico final.

C Df Rh
AR (%) 100 28.9 100
WH (Mpa) -0.65 -3.0 -0.75
CRA (%) 843a 549b 75.8a
CE (mmol H,0-m?2-s?)  182.4a 2.4¢ 126b
Prolina (umol - g* PS) 2.67a 132.8c 22.3b

C: Control

Df: Déficit hidrico final

Rh: Rehidratacion por 24 h

AR: Agua retenida en el sustrato, Wy: Potencial hidrico de hoja,
CRA: Contenido relativo de agua en hoja, CE: Conductancia
Estomatica. Letras diferentes indican diferencias significativas

(P< 0.05, LSD-Fisher).

Plantas de soja (INIA Andrea 60) en las cuales el cierre estomatico fue inducido por

oscuridad, y por lo tanto la pérdida de agua es solo a través de epidermis, mostraron

una caida mas lenta del CRA. Estas plantas necesitaron de 96 horas mas para igualar la

cantidad de agua perdida en plantas con un ciclo normal luz / oscuridad (16h/8h) (fig.

9). De acuerdo a los valores de perdida de agua encontrados, la soja tendria una

importante pérdida de agua via no estomatica, que se encontraria entre el 20 y 25%

del total del agua perdida.

CRA (%)

100
80 -
60 -
40 -
20 -

48 h DH

16 h luz / 8 h oscuridad

48 h DH

0 h luz / 24 h oscuridad

144 h DH

0 h luz /24 h oscuridad

Figura 9. CRA de plantas de soja genotipo INIA Andrea 60 crecidas con ciclos de
luz/oscuridad de 16h/8h y Oh/24h y sometidas a déficit hidrico (DH). C: Control E: Estrés.
Letras diferentes indican diferencias significativas (P< 0.05, LSD-Fisher).
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2. RESPUESTAS TEMPRANAS Y TARDIAS EN DOS GENOTIPOS DE SOJA
CONTRASTANTES A DEFICIT HiDRICO

Luego de definidas las condiciones hidricas necesarias para alcanzar el déficit hidrico
inicial y el final (fig. 8), se caracterizaron las respuestas tempranas y tardias al déficit

hidrico en el genotipo N7001 (tolerante) y TJ2049 (sensible).

El movimiento del agua del suelo a las hojas esta determinado por las diferencias de
potencial hidrico entre el suelo, la planta y el aire. Los potenciales hidricos de hoja
fueron mas negativos en el genotipo tolerante bajo condiciones control y de déficit
hidrico (cuadro 6). Esto podria derivar en una mayor capacidad de absorcion de H,0, lo
que le conferiria a la planta, una ventaja adaptativa, principalmente frente a
situaciones de déficit hidrico (Nobel, 2009).

Por otro lado, la apertura y cierre estomatico regula el pasaje de H,0 y CO,, por lo
tanto el cierre de los mismos evita la pérdida de H,0. Sin embargo también tiene como
consecuencia la disminucion de la entrada de CO,, lo que afecta negativamente la tasa
fotosintética (Flexas et al., 2004; Lawlor y Tezara, 2009). Se estima que los altos
rendimientos de los cultivos estan asociados a plantas con altas conductancias
estomaticas porque esto permite una mayor entrada y fijacién de CO, por unidad de
superficie. En general, una reduccion de la conductancia estomatica del 33 % resulta
en una disminucion de la tasa fotosintética del 14 % (Gilbert et al., 2011). Sin embargo,
altas conductancias estomaticas en periodos de déficit hidrico son negativas al
momento de minimizar la pérdida de agua.

Las conductancias estomaticas de los genotipos tolerante y sensible, bajo condiciones
de déficit hidrico inicial y final, no presentaron diferencias estadisticamente
significativas. Sin embargo en condiciones control el genotipo tolerante presentd
menor conductancia estomatica (cuadro 6), lo cual tendria un efecto negativo en la
tasa fotosintética en condiciones no limitantes de agua. Esto fue confirmado mediante
la evaluacion de la EUA, donde se observo una mayor produccién de biomasa del

genotipo sensible bajo condiciones control como se observa en la figura 10.
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El rol de la prolina en la tolerancia al déficit hidrico es controversial, algunos autores
asignan altos niveles de prolina en cultivares sensibles bajo condiciones de déficit
hidrico (Premachandra et al., 1995; Sundaresan y Sudhakaran, 1995), mientras que
otros observan lo contrario (Hien et al., 2003). Se ha propuesto que la prolina es un
buen indicador del estatus hidrico de la planta, pero no de su grado de tolerancia
(Lazcano-Ferrat y Lovatt, 1999). En nuestro caso no se apreciaron diferencias
estadisticamente significativas entre ambos genotipos, pero si una mayor acumulacion

bajo condiciones de déficit hidrico final en el genotipo tolerante (cuadro 6).

El déficit hidrico induce dafio en membranas, provocado en la mayoria de los casos por
la peroxidacion de lipidos (Smirnoff, 1993). Probablemente los lipidos de membrana
son oxidados por la generacién del radical OH que se da préximo a dichas membranas
cuando se saturan los sistemas de defensa antioxidante (Shewfelt y Purvis, 1995).
Entre los genotipos contrastantes no se encontraron diferencias significativas en la
concentracion de TBARS. Solo hubo un aumento significativo de los mismos en

condiciones de déficit hidrico final (cuadro 6).

Cuadro 6. Parametros fisiolégicos y bioquimicos en los genotipos contrastantes a

déficit hidrico en dos situaciones de déficit hidrico.

N7001 TJ2049

C Di Df C Di Df

AR (%) 100 50 25 100 50 25
WH (Mpa) -0.69 -0.70 -2.25 -0.63 -0.65 -2.10

CE (mmol H,0 - m?. s?) 198a 124b 3.96¢ 243a 119b 3.88c

Prolina (umol - g*PS)  0.81b 2.35b 66.6a 3.15b 2.03b 55.1a
TBARS (nmol - g PS) 74.1bc  75.8b  102.3a  77.12b  75.2b 96.5a

C: Control Di: Déficit hidrico inicial Df: Déficit hidrico final. %AR: Porcentaje de agua retenida en el
sustrato, Wy: Potencial hidrico de hoja, CE: Conductancia Estomatica, TBARS: Sustancias reactivas al
acido tiobarbiturico. N7001 (genotipo tolerante), TJ2049 (genotipo sensible). Letras diferentes
indican diferencias significativas (P< 0.05, LSD-Fisher)
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3. EFICIENCIA DEL USO DEL AGUA EN LOS GENOTIPOS CONTRASTANTES

Correlaciones positivas entre la EUA y biomasa total producida en ambientes con
déficit hidrico, revelan que una mayor EUA puede resultar en un rendimiento superior
en esas condiciones (Wright, 1996). La mejora en la EUA estd asociada con una
reduccion de la conductancia estomatica promedio, y puede ocurrir con diferentes
contenidos de agua en el suelo dependiendo de las especies (Earl, 2003; Liu et al.,

2005).

La EUA, determinada por el método gravimétrico, es decir por la cantidad de biomasa
producida por unidad de agua consumida (fig. 10), correlaciond positivamente con los
valores de conductancia estomatica determinados al momento de levantar el ensayo

(fig.11).

En condiciones control, el genotipo sensible presenté mayor conductancia estomatica
lo cual se relaciona con la mayor produccidon de biomasa en parte aérea (fig. 10). La
notoria diferencia en la biomasa producida por el genotipo sensible, mas del 60 %
respecto al tolerante, determina que la EUA de dicho genotipo (fig. 10) sea superior a
pesar de presentar una mayor conductancia estomatica y por ende mayor pérdida de

agua.

En condiciones de déficit hidrico, el genotipo sensible presentd los mayores descensos
en los parametros evaluados. La conductancia estomatica disminuyd un 75 % contra
un 55 % del genotipo tolerante (fig.11), lo que se relaciond con una mayor disminucién
en la produccién de biomasa de parte aérea (73 y 50 % respectivamente), como
también de la EUA (46.3 y 26.3 % respectivamente). Esto indica una mayor capacidad
del genotipo tolerante bajo condiciones de déficit hidrico, de amortiguar la caida de
parametros que disminuyen el rendimiento. Los resultados encontrados en el genotipo
tolerante concuerdan con la mayor estabilidad de rendimiento observado en este

genotipo en campo.
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Figura 10. EUA en los genotipos contrastantes bajo condiciones control y de déficit hidrico.
N7001 (genotipo tolerante), TJ2049 (genotipo sensible). C: Control (100 % Agua retenida en
sustrato) D: Déficit hidrico (35 % Agua retenida en el sustrato). Los nimeros sobre cada
barra corresponden a la producciéon de biomasa al final del ensayo de EUA, expresada en
gramos de materia seca de parte aérea por planta. Letras diferentes indican diferencias
significativas (P< 0.05, LSD-Fisher)
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Figura 11. Conductancia estomatica en los genotipos contrastantes, al final del ensayo de
EUA. N7001 (genotipo tolerante), TJ2049 (genotipo sensible). C: Control (100 % Agua
retenida en el sustrato) D: Déficit hidrico (35 % Agua retenida en el sustrato). Letras
diferentes indican diferencias significativas (P< 0.05, LSD-Fisher).
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En las mismas plantas en las que se evalud la EUA por el método gravimétrico y la
conductancia estomética, se analizé la discriminacion isotépica del *C (AC) (fig.12).
Los resultados obtenidos mostraron una buena correlacién con los encontrados por el

método gravimétrico.

Una mayor A'C del genotipo sensible bajo condiciones control (fig.12), se asocia a una
mayor cantidad de tiempo con los estomas abiertos, lo cual favorece una mayor

incorporacion de CO, y explica su mayor produccién de biomasa (fig. 10).

Bajo condiciones de déficit hidrico, los resultados se invierten y es el genotipo
tolerante el que presenté mayor A™C, aunque tampoco en esta ocasién llegd a

diferenciarse estadisticamente del sensible.
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Figura 12. Discriminacion isotdpica del *C (A™C) en los genotipos contrastantes N7001
(genotipo tolerante), TJ2049 (genotipo sensible). C: Control (100 % Agua retenida) D:
Déficit hidrico (35 % Agua retenida). Letras diferentes indican diferencias
estadisticamente significativas (P< 0.05, LSD-Fisher).

Por otro lado, un parametro que deberia ser considerado al momento de evaluar
genotipos de soja EUA es la conductancia epidérmica, que en soja parece tener una

relevancia significativa.
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Estos resultados reflejan el problema al que se enfrentan los programas de
mejoramiento al seleccionar plantas tolerantes a déficit hidrico, porque las plantas con
mayor rendimiento en esa condicion tendrian bajo rendimiento en condiciones no

limitantes de agua.

4. IDENTIFICACION DE UN GEN ASOCIADO A TOLERANCIA A DEFICIT HIDRICO

Se identificaron 768 secuencias génicas especificas de déficit hidrico, de las cuales se
selecciond como gen de interés una secuencia codificante para una MIP

(Glyma14g06680), una acuaporina de tipo PIP.

5. ANALISIS DE EXPRESION GENICA DE UNA ACUAPORINA

Los analisis de expresion génica realizados por Northern Blot (fig.13) muestran mayor
expresion del gen de la acuaporina en raiz respecto a hoja en ambos genotipos, tanto
en condiciones control como en las de déficit hidrico inicial y final. Este resultado
concuerda con los obtenidos bajo condiciones control reportados para otras plantas
como espinaca (Johansson et al., 1996), tabaco (Biela et al., 1999; Zhang et al., 2008),
maiz (Chaumont et al., 2000), uva (Baiges et al., 2001) y Nicotiana glauca (Smart et al.,
2001). Esto evidencia por un lado que hay mayor expresién de acuaporinas en raiz que
en hoja, y por otro que se trata de una respuesta extendida entre diferentes y

distantes especies.

Hoja Raiz

N7001 TJ2049 N7001 TJ2049

C Di Df C Di Df C Di Df C Di Df

Figura 13. Expresion de la acuaporina en hoja y raiz. La expresion se
determind por Northern Blot en los genotipos contrastantes N7001
(tolerante) y TJ2049 (sensible). C: Control Di: Déficit hidrico inicial Df:
Déficit hidrico final.
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A su vez, se cuantificd la expresion del mismo gen (Glymal4g06680) mediante RT-
gPCR. Este andlisis permitié evidenciar que la expresion en raiz y en hoja de ambos
genotipos desciende en condicién de déficit hidrico final, después de un aumento

significativo en condicién de déficit hidrico inicial, principalmente en raiz (fig. 14).
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Expresion relativa

Hoja Raiz

Figura 14. Expresion de la acuaporina en hoja y raiz. La expresién se determindé por RT-gPCR en
los genotipos contrastantes N7001 (tolerante) y TJ2049 (sensible). C: Control, Di: Déficit hidrico
inicial, Df: Déficit hidrico final. El resultado es la media de 3 repeticiones de 4 diluciones. Las
lineas verticales indican el desvio estandar.

Las acuaporinas se han relacionado con el movimiento simpldstico de agua, y en
condiciones limitantes de ésta su incremento podria ser una ventaja. Sin embargo una
alta expresion en situaciones de baja disponibilidad de agua podria aumentar su
velocidad de pérdida, como se ha visto en plantas que sobreexpresan esta proteina
(Aharon et al., 2003). En la raiz de los dos genotipos de soja analizados, bajo condicidon
de déficit hidrico inicial cuando los estomas se cierran (cuadro 6) y el movimiento
apoplastico de agua se resiente, la acuaporina se expresa mas que en condicidén
control (fig. 14). Esto permitiria aumentar el movimiento simpldstico de agua (Morillon
y Chrispeels, 2001), lo que mantendria el flujo de agua a la parte aérea con estomas

cerrados
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En nuestro caso se observo que el genotipo sensible mantiene una expresién elevada
del gen Glyma14g06680 cuando se evalud por RT-gPCR, aun cuando la situacién de
déficit hidrico fue severa. En este sentido seria interesante evaluar la expresion de este
gen a lo largo del establecimiento del déficit hidrico en ambos genotipos, para
confirmar la relacion entre una alta expresidon en estrés severo y la sensibilidad a

sequia en soja.

6. EVALUACION DE LA LOCALIZACION Y FUNCION DE LA ACUAPORINA DE SOJA
MEDIANTE SOBREEXPRESION EN ARABIDOPSIS

6.1 Localizacion de la acuaporina en raices

La localizacién celular de la proteina GFP::ACUAPORINA en raices se determind por
microscopia confocal. En la figura 15 se observa una clara localizacion de esta proteina
en los haces vasculares (fig.15 b, c y d), mientras que en la construccién sin acuaporina
la localizacion del GFP no es especifica (fig. 15 a.). De esta forma, en condiciones no
limitantes de agua, en las que hay mayor movimiento hacia las hojas, una mayor
localizacion de las acuaporinas es especifica en torno al cilindro central de la raiz. Los

nucleos celulares se ven particularmente intensos (fig. 15 a, b y c¢), hecho comun

cuando se usa la fusion con GFP.

Figura 15. Raices de arabidopsis observadas mediante microscopia confocal. a. Plantas
transformadas con la construccién 2X35S::GFP, que no lleva asociada la acuaporina. b, ¢,y d plantas
transformadas con la construccién 2X35S GFP::ACUAPORINA.
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El andlisis de la microscopia confocal de un regién especifica de la raiz mostro una clara
localizacion de la proteina a nivel de membrana plasmatica (fig. 16), lo que relaciona

con la localizacién de las acuaporinas de tipo PIP (Danielson y Johanson, 2008).

Figura 16. Raices de plantas de arabidopsis
transformadas con la construccién 2X35S::GFP vistas
con microscopia confocal. a. Visualizacion de la 2X35S
GFP::ACUAPORINA b. Imagen de campo claro

6.2 Respuesta a déficit hidrico mediada por acuaporina

La respuesta a déficit hidrico mediada por |la acuaporina de soja, se evalud en plantas
transgénicas de arabidopsis que sobrexpresan dicho gen y en mutantes knockout en el
gen homologo. Los parametros evaluados fueron la conductancia estomatica, el area 'y

la temperatura foliar.

Las acuaporinas estan involucradas en el crecimiento foliar debido a su mayor
expresion en las zonas de elongacién celular, donde se requiere un continuo flujo de
agua, que favorece el crecimiento (Fricke y Chaumont, 2007). El analisis del area foliar
de las plantas transgénicas que sobrexpresan la acuaporiona, evidencid que
desarrollaron mayor area foliar respecto al genotipo wt y al mutante knockout (fig. 17).
Ademas, esas plantas tuvieron mayor conductancia estomatica en condiciones control
respecto a la del genotipo wt y el mutante knockout (fig. 18), lo que favoreceria la
mayor incorporacién de CO, para sustentar el mayor desarrollo foliar. De esta forma,

nuestros resultados permiten plantear que la sobrexpresién de la acuaporina sea la
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causa del aumento de la conductancia estomatica y ésta del mayor desarrollo del area

foliar en las plantas de arabidopsis que sobrexpresaron el gen de la acuaporina de soja.

Otra consecuencia de la sobrexpresion de la acuaporina en condicion control fue la
temperatura foliar. Las plantas presentaron mayor porcentaje de area foliar y la
temperatura en su superficie fue entre 20.0 y 20.5 °C respecto a las plantas salvaje en
las que la temperatura promedio de las superficie foliar fue entre 21.0 y 21.5 °C (fig.
19). La menor temperatura se puede atribuir al aumento en el transporte de agua
mediado por la acuaporina y a la mayor evapotranspiracién debida a la mayor

conductancia estomatica (fig.18).

En condiciones de déficit hidrico las plantas transgénicas presentaron mayor
temperatura foliar entre 21.5 y 22.2 °C al momento de alcanzar la condicién de défict
hidrico (30 % agua retenida en el sustrato), mientras que en las plantas wt y mutantes
knockout la temperatura se situd entre 21.0 y 21.4 °C en esa condicién (fig. 19). La
mayor temperatura foliar de las transgénicas puede estar asociada a la menor
conductancia estomatica que presentaron en ese momento. Este cambio de la
temperatura en la superficie foliar respecto a las condiciones control, puede deberse a
que las plantas transgénicas llegaron a la condicion de déficit hidrico antes, debido a
que presentaron mayor evapotranspiracion. Esto determind que estas plantas
estuvieran sometidas a défict hidrico por un periodo mayor que el wt y el mutante, los
cuales llegaron al 30 % de agua retenida 4 dias después. Estos resultados reflejan la
desventaja que puede representar la alta expresién de acuaporinas en condiciones de
déficit hidrico severo, debido a que la mayor velocidad de pérdida de agua por
evapotranspiracidn hace que se alcance antes la situacién de déficit hidrico y posterior

estrés.
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Figura 17. Area foliar en plantas de arabidopsis en condiciones Control (100%
agua retenida en el sustrato). wild type (wt), mutantes knockout para el gen de la
acuaporina (m) y transgénicas con sobreexpresidon del gen de la acuaporina (0.2,
1.1y 3.2). Letras diferentes indican diferencias significativas (P< 0.05, LSD-Fisher)
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Figura 18. Conductancia estomatica en plantas de arabidopsis en condiciones
Control (100% agua retenida en el sustrato) y de défict hidrico (30 % agua retenida
en el sustrato). wild type (wt), mutantes knockout para el gen de la acuaporina (m)
y transgénicas con sobreexpresion del gen de la acuaporina (0.2, 1.1 y 3.2). Letras
diferentes indican diferencias significativas (P< 0.05, LSD-Fisher).
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Figura 19. Temperatura foliar en plantas de arabidopsis en condiciones Control (100%
agua retenida en el sustrato, imagenes inferiores) y de déficit hidrico (30% agua retenida
en el sustrato, imagenes superiores). wild type (wt), mutantes knockout para el gen de la
acuaporina (m) y transgénicas con sobreexpresion del gen de la acuaporina (0.2, 1.1y 3.2)

La ausencia de variacién de la conductancia estomatica, temperatura y area foliar del
mutante knockout respecto al wt puede ser consecuencia del efecto compensatorio
generado por la existencia en arabidopsis de 35 genes de diferentes acuaporinas
(Johanson et al., 2001). Es decir, la mutacién nula de un gen puede no tener un efecto

significativo en el total de la actividad de acuaporinas.
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CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en relacién a la caracterizacion de las respuestas tempranas y
tardias al déficit hidrico en soja permiten proponer que el cierre estomatico es una
respuesta temprana inducida por déficit hidrico, mientras que la acumulacién de

prolina y CRA son indicadores de estrés tardio.

La caracterizacion de las respuestas tempranas y tardias en el genotipo tolerante
N7001 y el sensible TJ2049 y de la EUA permite concluir que los menores potenciales
hidricos de hoja en todas las condiciones, asi como la menor conductancia estomatica
en condicidén control le conferirian a N7001 una ventaja adaptativa frente al déficit
hidrico al tener una menor pérdida de agua por evapotranspiracion. Sin embargo esto

incide negativamente en la produccion de biomasa y EUA.

La evaluacién de plantas de arabidopsis que sobreexpresan el gen de la acuaporina de
soja permite plantear que ésta juega un rol en el mantenimiento del flujo de agua
hacia la parte aérea en condiciones de déficit hidrico moderado. Sin embargo su
sobreexpresidon provoca mayor pérdida de agua y la hace mas sensible en condiciones

de déficit hidrico severo.
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