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Resumen

La sequia es el principal factor limitante de la productividad, estabilidad del rendimiento,
calidad y cantidad de proteinas y aceites en soja (Gycine max L.) La caracterizacion de
genotipos resistentes a la sequia es necesaria y requiere el estudio de diversos parametros.
El objetivo de este trabajo fue clasificar materiales de soja segun su tolerancia al déficit
hidrico y caracterizar los mecanismos subyacentes. Se evaluaron caracteristicas
fisioldgicas y bioquimicas en 24 genotipos de soja en etapa vegetativa, observando su
respuesta ante el estrés por sequia. En una primera instancia, se analizaron el contenido
relativo de agua (CRA), contenido de prolina y clorofila a, y luego se seleccionaron 5
materiales que fueron analizados en mayor profundidad. Para clasificar los materiales, se
calcul6 un indice de Tolerancia al Estrés (ITE) para complementar el estudio. En esos
materiales se determind el area foliar, biomasa aérea y radical, verdor, temperatura foliar,
capacidad antioxidante total no enzimatica (FRAP), dafio oxidativo de membranas

(MDA) y eficiencia cuantica maxima (Fv/Fm).

Segun los resultados obtenidos, los genotipos mas tolerantes a la sequia fueron el
P1548510, LAE11139204, LAE11139203, P148393, y PI1339871A. En contraste, los
genotipos Champaqui 5.7, Alim 3.44, Himeshirazu fueron los mas sensibles. Se destaco
la linea P1548510, por su mayor contenido de CRA, prolina y clorofilas en sequia.
Mientras, el genotipo P1339871A mostr alto CRA y clorofilas y baja peroxidacion de
lipidos (MDA), lo que indicaria una reduccién del dafio oxidativo de membrana como
posible mecanismo de tolerancia para ser estudiado en mas profundidad. Estos resultados
proporcionan la base para futuras investigaciones en estudios de tolerancia a la sequia en

genotipos de soja.

Palabras clave: soja, déficit hidrico, sequia, prolina, clorofilas, estrés.



1. INTRODUCCION

El cultivo de soja (Glycine max L.) es un cultivo de gran importancia econdémica
y social en todo el mundo ("FAOSTAT" 2016). Es la oleaginosa mas cultivada y el cuarto
cultivo de grano mas producido después del maiz, trigo y arroz. Actualmente se producen
un promedio de 176,6 millones de toneladas de soja al afio sobre una superficie de 75,5
millones de ha (Ramadan et al., 2013). EI 80% de ese volumen se produce en Estados
Unidos, Argentina y Brasil, lo que explica que América sea el continente con mayor
produccion a nivel mundial (Garcés et al., 2014). El rendimiento de esta especie ha
aumentado significativamente debido a la Revolucion Verde como resultado de la
inversion en infraestructura, el desarrollo del mercado, y los avances en el mejoramiento
genético y el manejo agricola (Pingali, 2012). Los granos de soja son una de las
principales fuentes de proteinas para la nutricion humana y animal, asi como una fuente
de aceite vegetal importante para la produccion de biodiesel (Pimentel et al., 2008). La
soja contiene entre un 18% y un 20% de aceite, mientras otros cultivos como la canola y

el girasol tienen alrededor de 40% (Berglund et al., 2007).

La soja cultivada es una especie de la familia Fabacea (leguminosas), nativa del
este del continente asiatico, probablemente originaria del centro y norte de China. Es una
planta herbacea anual, de ciclo primavero-estival, cuyo ciclo vegetativo oscila de tres a
siete meses. Las hojas, tallos y vainas son pubescentes. Tiene un tallo rigido y erecto,
adquiere alturas variables, de 0,4 a 1,5 metros, segun las variedades y condiciones de
cultivo. Sus hojas son alternas, compuestas Y trifoliadas excepto las basales, que son
simples. El sistema radicular posee una raiz principal que puede alcanzar hasta un metro
de profundidad, aunque lo normal es que no supere los 40-50 cm. Gano gran importancia
en los ultimos afios debido a su facil cultivo, bajo requerimiento de nitrégeno y alta

relacion costo-beneficio (https://www.sinavimo.gob.ar/cultivo/glycine-max).

En Argentina, la region sojera se extiende desde la latitud 23° a la 39° Sur, lo que
representa un amplio rango de condiciones ambientales como precipitaciones, radiacion
solar y temperatura (Carrera et al., 2009). El cultivo se realiza mayoritariamente bajo
secano (agua proveniente de napas y lluvias, sin riego suplementario), por lo que la falta
de humedad debido a la escasez de lluvias y riego deficiente frecuentemente provoca

estrés por sequia.



La sequia es una de las principales causas naturales de dafio agricola, ambiental y
socioeconémico (Coronel, 2013). Segln la organizacion meteorolégica mundial, se
define a la sequia como un “periodo sostenido y prolongado de deficiencia de
precipitacion” (WMO, 1986). En el contexto del cambio climatico, se espera que la
escasez de agua se vuelva una problematica cada vez mas severa (Wang et al., 2005), con
sequias mas intensas y frecuentes. Actualmente, en el norte de Argentina, Chile,
Colombia y Venezuela se reportaron déficit de precipitaciones y condiciones de sequia
en febrero y marzo del afio 2020 (Ciencia de la NASA, 2020).

Las plantas experimentan estrés por sequia cuando el suministro de agua se vuelve
deficiente en las raices o cuando la tasa de transpiracion en las hojas resulta ser alta. Estas
dos condiciones coexisten regularmente en zonas aridas y semiaridas (Anjum et al.,
2011). En la planta, la sequia genera un déficit hidrico, que se corresponde con una
reduccion en el contenido en agua de los tejidos o celulas, resultando inferior al optimo
(Taiz y Zeiger, 2006). La respuesta de las plantas al estrés por sequia es un rasgo complejo
que involucra maltiples mecanismos (Cushman et al., 2000). Entre los procesos vitales
alterados se encuentran una reduccion de la tasa fotosintética y del crecimiento aéreo,
induccion del crecimiento radical, la acumulacién de compuestos osmocompatibles, la

generacion de estrés oxidativo y la activacion de la respuesta antioxidante, entre otros.

El sistema radical es el primer 6rgano en detectar y sefializar al resto de la planta
el déficit hidrico en el suelo. Una de las respuestas mas comunes es la estimulacion del
crecimiento radical (Potters et al., 2007). Ademas, la induccion de la sintesis de la
hormona vegetal llamada acido abscisico (ABA), sefializa el cierre estomatico en la parte
aérea (Pirasten-Anosheh et al., 2016). Estas respuestas permiten acceder a capas mas
profundas del suelo en busca de su hidratacion y restringir la pérdida de agua por
evaporacion, pero también conducen a la reduccion de la fotosintesis y del crecimiento
aéreo. En conjunto, tanto el cierre estomatico como la reduccion del area foliar conducen
a la capacidad fotosintética total y del rendimiento (Pirasteh-Anosheh et al., 2016). La
disminucion de biomasa aérea no solamente reduce la pérdida de agua por transpiracion,
sino que también impacta negativamente en la capacidad de fijacion de carbono, lo cual
causa la reduccion del rendimiento producto de la sequia. Por otra parte, el cierre
estomatico, al evitar la evaporacion de agua, conduce a un incremento de la temperatura
foliar (el cambio de estado del agua de liquido a gaseoso requiere un alto gasto de energia

que contribuye a la refrigeracion de los tejidos foliares) (Islam et al., 2018), que puede



ser detectada facilmente, a diferencia de otros procesos mencionados que requieren
equipamiento de mayor complejidad y costo.

A nivel bioquimico, el estrés por déficit hidrico usualmente causa reduccion en la
concentracion de pigmentos fotosintéticos como clorofilas y carotenoides (Havaux, 1998,
revisado por Monteoliva et al., 2021). Las clorofilas son moléculas complejas encargadas
de la absorcidn, transferencia y conversién fotoquimica de la energia luminica que
sustentan la fotosintesis (Taiz y Zeiger, 2008). La disminucién que usualmente ocurre a
causa del estrés, puede ser consecuencia de la fotooxidacién de los pigmentos (dafio
oxidativo) asi como de la estimulacién de su degradacion mediante un proceso de
senescencia inducida por el estrés. Dado que las clorofilas son uno de los mayores
componentes del cloroplasto, su contenido relativo tiene una relacion positiva con la tasa
de fotosintesis (Jaleel et al., 2009) y el rendimiento (Liang et al., 2010). Algunos reportes
indican que es posible encontrar genotipos tolerantes que preservan las clorofilas de la

degradacion durante el estrés por sequia (Avramova et al., 2015; Monteoliva et al., 2021).

Ademas de monitorear la regulacion de la apertura estomatica y la particion de
biomasa aérea y radical, otra respuesta que ocurre especialmente ante estrés moderado y
a mediano plazo, es la acumulacion de osmolitos compatibles en los tejidos vegetales.
Los osmolitos compatibles son compuestos organicos, de bajo peso molecular, que
permiten el ajuste osmotico, es decir, la reduccion del potencial osmético sin reduccion
del volumen celular y facilitan la toma de agua de la planta (Cushman, 2001). Existen
nUMerosos compuestos osmoticamente activos como azucares y aminoacidos (por
ejemplo, sacarosa y prolina, respectivamente). Los azlcares proporcionan sustrato para
el crecimiento en condiciones normales y se utilizan para la sintesis de reguladores
osmoticos (Saxena et al., 2013). ElI aminoacido prolina en cambio, tiene funciones
protectoras como la estabilizacion de proteinas, membranas y estructuras subcelulares,
ajuste del potencial redox y reduccion de la acidez celular (Hare et al., 1997; Fang et al.,
2015; Forlani et al., 2019). Ademas, la degradacion de prolina después del estrés puede
mantener suficientes agentes reductores y energia para la sintesis de adenosina trifosfato
(ATP) para que las plantas se recuperen y reviertan los dafios inducidos por este (Sasaki-
Sekimoto et al., 2005). La acumulacion de prolina esta asociada con la capacidad de la
soja para tolerar la sequia (Akitha Devi et al., 2015; Du et al., 2020), convirtiendo a este
aminoacido en un marcador de estrés relevante para la clasificacion de genotipos
(Signorelli et al., 2017).



Por altimo, la sequia desencadena un estrés secundario en los tejidos Ilamado
estrés oxidativo, cuando las oxidaciones superan la capacidad del sistema antioxidante de
los tejidos vegetales (Monteoliva et al., 2018). El estrés oxidativo se define como el
desequilibrio entre la generacion de ROS y la neutralizacion de estas por parte de los
sistemas antioxidantes (Halliwell et al., 2006). Las especies reactivas del oxigeno (ROS)
son subproductos de la respiracién celular, generadas como consecuencia de una
reduccién incompleta del Oz en H>O. Las ROS usualmente poseen uno o mas electrones
desapareados, lo cual los hace extremadamente reactivos y altamente toxicos para el
organismo. Se generan fundamentalmente en las mitocondrias, los cloroplastos y el
citoplasma (Mittler, 2002; Del Rio et al., 2016). El dafio oxidativo puede incidir de
manera negativa en procesos celulares tales como la respiracion, cuando afecta las
membranas mitocondriales, y la fotosintesis, cuando afecta las membranas tilacoidales de
los cloroplastos (Mahouachi et al., 2005). Cuando sufren un estrés ambiental, se activa el
sistema de defensa antioxidante de la planta reduciendo el dafio oxidativo (Fan et al.,
2017). El estado redox de los tejidos vegetales se puede caracterizar mediante la
cuantificacion de la capacidad antioxidante no enzimatica a traves del poder reductor del
hierro (FRAP), y el dafio de membranas se puede cuantificar mediante la deteccion de un
lipido de membranas peroxidados (Malondialdehido o MDA) (Bai et al., 2010), entre

otros métodos disponibles.

A grandes rasgos, la forma en que cada uno de esos metabolismos es alterado en
respuesta al estrés por sequia depende del genotipo, la duracion del estrés y la etapa del
desarrollo de la planta (Cakir, 2004; Monteoliva et al., 2021). Esa diversidad de
respuestas posibilita clasificar los genotipos segun su grado de tolerancia y seleccionar
aquellos méas promisorios para utilizar como parentales en programas de mejoramiento.
ElI INTA cuenta con un banco de germoplasma de soja (Estacién Experimental Marcos
Juarez y Estacion Experimental Agropecuaria Parand), parcialmente caracterizado para
diversas respuestas de interés agropecuario, como calidad de grano y contenido de aceite.
Dada la creciente importancia de desarrollar cultivares tolerantes a la sequia, el grupo de
Estrés Hidrico del IFRGV-UDEA (INTA) desarrolld y valido un sistema experimental
para la caracterizacion de estos materiales segiin su tolerancia a la sequia, utilizando dos
cultivares comerciales (A 5009 RG y ADM 50048) con caracteristicas contrastantes de
tolerancia, como testigos (tolerante y sensible, respectivamente; Guzzo et al., 2021). Este

sistema experimental permite la clasificacion de los materiales en etapas tempranas del
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desarrollo lo cual reduce los tiempos necesarios para las evaluaciones a campo. En este
proyecto, se utilizd este sistema experimental ya validado para clasificar 24 materiales
del Banco de germoplasma y profundizar en la caracterizacion de algunos de ellos. Los
materiales identificados como mas tolerantes seran insumos del programa de

mejoramiento de INTA.

1.1. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Hipotesis

Los materiales de soja del Banco de germoplasma de INTA presentan variabilidad
y diversos mecanismos morfoldgicos, fisiologicos y bioquimicos de tolerancia al estrés

por deéficit hidrico.

Objetivo general

Clasificar materiales de soja del Banco de germoplasma del INTA segun su

tolerancia al déficit hidrico y caracterizar los mecanismos subyacentes.

Objetivos especificos

1. Evaluar la variabilidad en la tolerancia a la sequia en 24 materiales de soja del
banco de germoplasma de INTA, segun 3 marcadores previamente establecidos

por el grupo de trabajo (contenido relativo de agua, prolina y clorofila).

2. Caracterizar las respuestas morfoldgicas de los materiales seleccionados como

potencialmente tolerantes, sometidos a estrés por sequia.

3. Caracterizar las respuestas fisiologicas y bioquimicas de los materiales

seleccionados como potencialmente tolerantes, bajo estrés por sequia.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1.Material vegetal

Los genotipos de soja (Glycine max L.) A 5009 RG (NA
5009) y ADM 50048 (DM 50048), caracterizados

previamente por el grupo de trabajo (Guzzo et al., 2021)

Tabla 1. Materiales de soja
analizados en este trabajo.

N _ _ GENOTIPO
fueron utilizados como testigos tolerante y sensible a la 1 A 5009 RG
sequia, respectivamente. Los 24 materiales de este 2, ADM 50048

_ 3. A4613
proyecto fueron provistos por el banco de germoplasma " Alim 3,44
de la Estacion Experimental Agropecuaria Marcos Juarez 5. Alim 5.9
L : . . . h i5.7
(INTA) y Estacion Experimental Agropecuaria Parana ° c ampagl °
7. Himeshirazu
(Tablal), de los cuales el Banco de Germoplasma no 8. Jackson
posee informacion sobre la tolerancia a la sequia en estos i Jo101
_ 10. LAE11137176
genotipos. 11.  LAE111390207
12. LAE11139199
En el presente trabajo, las plantas se analizaron dentro 13. LAE11139203
. . 14. LAE11139204
del estadio vegetativo (V3) cuando el tercer nudo se
15. LAE11140211
encuentra desarrollado y la segunda hoja trifoliada 16. Munasca
expandida, segun la escala de estadios fenoldgicos para 17, PI339871A
' _ 18. P1404166
soja, desarrollada por Fehr y Caviness (1977). Esta escala 19. P1408251
describe la morfologia del cultivo independientemente 20. P1416937

) o ) 21. P1438489B
del genotipo y de otras condiciones variables (como el 29 P148393
sitio, fecha de siembra y densidad). 23. PI548510

24, PI548558

2.2. Sistema experimental

Los experimentos se realizaron en el invernadero del IFRGV-UDEA en condiciones
semi-controladas: temperatura minima de 18 °C y maxima 30 °C, y luz suplementaria con

un fotoperiodo de 16:8 hs (luz: oscuridad).

Sustrato. Para el crecimiento de las plantas se utiliz6 tierra: arena en proporcion de

volumen 1:1, el suelo es una mezcla de mantillo no estandarizada. Fue secado a 105 °C
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durante 24 hs. El sustrato seco fue pesado (peso seco), regado a saturacion y pesado luego
de 24 hs (considerada “capacidad de campo”, o CC) y con ello se obtuvo el volumen
méaximo de agua o contenido hidrico del suelo (100 % de la CC). Luego, una vez
suspendido el riego, se pes6 diariamente cada maceta para monitorear el contenido hidrico
porcentual respecto de la CC.

Siembra. Las semillas fueron desinfectadas con hipoclorito de sodio (5% v/v) durante 5
min y enjuagadas 5 veces con agua destilada. Fueron incubadas en una cdmara himeda
sobre papel de filtro estéril a 25 °C en oscuridad por 3-5 dias. Una vez emergida la

radicula con un crecimiento de 2 cm de longitud, fueron trasplantadas a macetas.

Estrés por sequia. El estrés se inici6 por suspension del riego, cuando las plantas
comenzaron a expandir la segunda hoja trifoliada (méas de 2 cm de longitud, dia 0). Enel
dia 0, las macetas se regaron hasta la saturacion y al dia siguiente se pesaron para calcular
la capacidad maxima de retencion de agua del suelo. A partir de ese momento, se fue
reduciendo el riego para acompafiar la disminucién progresiva del contenido de agua
hasta llegar al 30% en el dia 7, en todas las macetas sometidas a sequia de todos los
genotipos y se mantuvo en ese nivel de humedad durante una semana. La disminucion
del contenido hidrico del suelo fue monitoreada diariamente por gravimetria (pesando las
macetas en una balanza) para que la velocidad de reduccién del agua en el sustrato sea
similar en todos los genotipos. Un set similar de plantas de cada genotipo fue mantenido

con riego a capacidad de campo durante todo el ensayo como “‘control en riego”.

Cada genotipo fue evaluado en 3 ensayos independientes. En cada uno de los ensayos y
para cada genotipo, se evaluaron n=10 plantas por tratamiento: 10 controles en riego y 10

en sequia para cada genotipo.

Coleccion de muestras. Para todos los analisis fisiologicos, morfoldgicos y bioquimicos,
se utilizo el foliolo central de la segunda hoja trifoliada, una vez que el sustrato alcanz6
el 30 % de la capacidad de campo o luego de 7 dias. Para las determinaciones bioquimicas,
se corto el foliolo central completo y se congel6 en nitrogeno liquido y se preservo a -80
°C, hasta el momento de realizar las determinaciones. Para las determinaciones, se
colectaron muestras de 9 plantas diferentes, agrupandose de a 3 y, de cada uno de esos 3
grupos de hojas, se analizaron por triplicado para cada parametro. Este procedimiento fue

repetido en 3 ensayos independientes.
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Fig. 1. Fotografia del invernadero donde se llevaron a cabo los ensayos, puede observarse plantas
de soja en condiciones semicontroladas.

2.3. Parametros morfoldgicos:

Superficie foliar individual. La superficie foliar se calcul6 a partir de la medicion del
ancho y largo de la hoja, con la formula del 6valo (R1*R2*3,14). Este parametro fue
medido a los 7 dias, cuando alcanzaron el 30% del contenido hidrico del suelo.

Biomasa fresca y seca. Al finalizar el ensayo, se realizo la cosecha de la biomasa total,
tanto aérea como radical. En el caso de las raices, luego de ser removidas de la maceta,
se lavaron con agua de grifo y se secaron con papel absorbente, antes de obtener el peso
fresco. El peso fresco total (PF) de cada planta se midio en el momento de la recoleccion.
Luego, las muestras fueron secadas a en estufa a 65 °C durante 72 h y se pesaron para

determinar el peso seco (PS).

2.4. Parametros fisiologicos:

Contenido relativo de agua (CRA). Las hojas se cortaron y pesaron cerca del mediodia
obteniendo el peso fresco (PF), luego fueron incubadas en una cdmara oscura y himeda
a 4 ° C durante 18 h, obteniendo el peso saturado (PSat), y finalmente se secaron a 65 °C
hasta peso constante donde se determind el peso seco (PS) (Barr et al., 1962). Se aplico

la siguiente férmula:
CRA= PF-PS/PSat-PS*100

Temperatura foliar. La temperatura se midio en la segunda hoja trifoliada completamente
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expandida, en el foliolo central, usando un termémetro infrarrojo HT-817. Este pardmetro
fue medido a los 7 dias, cuando alcanzaron el 30% del contenido hidrico del suelo. Las

mediciones se realizaron en cada planta individual para cada ensayo independiente.

Verdor. Se determiné en la segunda hoja trifoliada de cada planta con el medidor CL-01
(Hansatech).

Fluorescencia de clorofilas. Se determind la eficiencia cuantica maxima del PSII
(Fv/Fm), mediante un medidor de pulso modulado Pocket PEA (Hansatech), las
mediciones se efectuaron entre las 09:00 y 11: 30 h sobre el foliolo central de cada hoja,
durante dias soleados y despejados. Fue medido a los 7 dias, cuando alcanzaron el 30%
del contenido hidrico del suelo. Este parametro disminuye cuando la planta esta sometida
a algun tipo de estrés, tanto bidtico como abidtico, y es indicativo de procesos de
fotoinhibicion dados por dafios fotooxidativos de proteinas esenciales del PSII (Greer,
1998).

2.5. Parametros Bioquimicos:

Prolina. Se cuantifico usando el ensayo de ninhidrina (Bates et al., 1973), en el cual se
homogeneizd el tejido vegetal, se resuspendié en &cido sulfosalicilico al 3% (p/v) y
centrifugd a 12000 rpm a 4 °C durante 10 min. El producto de reaccion coloreado se
extrajo con un volumen de tolueno y el sobrenadante se cuantific6 mediante
espectrofotometria a 520 nm. La concentracion de prolina se calcul6 en base a una curva

de calibracion de L-prolina.

Clorofilas a. El contenido de clorofilas se determind en extractos etandlicos (1 mg PF/1
ml etanol 95% v/v) (Lichtenthaler, 1987; Monteoliva et al., 2019). Se calent6 durante 20
min a 80 ° C, centrifugd 5 min a 5000 rpm EI pellet se resuspendié dos veces mas con
una proporcion final de 1 ml de etanol por 10 mg de biomasa fresca inicial a fin de extraer
completamente las clorofilas remanentes. Se colectaron todos los sobrenadantes en un
mismo tubo y se diluyeron 10 veces en etanol al 95% v /v. Se midié la absorbancia a 470,

648 y 664 nm. La concentracion de clorofila a se calculd segun la siguiente formula:
ug Clorofila a/ml extracto= 13.36 (Aess,2)- 5.19 (Asass)

Peroxidacion lipidica (MDA). El dafio de la membrana se evalu6 midiendo el contenido
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de malondialdehido (MDA), un indicador de lipidos peroxidados, segin Hodges et al.,
1999, con modificaciones menores. Se homogeneizaron 50 mg de hojas con 1 ml de
etanol al 80% v/v y se centrifugaron a 14000 g durante 10 min. Después de la
centrifugacién, 0,25 ml de sobrenadante se mezclaron con 0,5 ml de &cido tiobarbiturico
(TBA 0,65% (p/v)) en 20% (p/v) de &cido tricloroacetico (TCA) y se incubd en bafio de
agua caliente (90 °C) durante 20 min. Se enfrié inmediatamente en un bafio de hielo para
detener la reaccién y se centrifugd a 14000 g durante 10 min.

Se midié la absorbancia a 532 y 600 nm y la concentracién de MDA se estimo restando
la absorcion inespecifica a 600 nm de la absorcion a 532 nm, utilizando el coeficiente de
extincién (155 mM -1 cm -1). El contenido de MDA se expresé como nmol por mg de
PF.

Capacidad ferrica reductora de plasma (FRAP). La capacidad antioxidante total no
enzimatica se determind segun el método de Benzie y Strain, 1996. Se tomaron 5 pl de la
extraccion etandlica utilizada para la medicion de MDA y se hicieron reaccionar con 100
ul de una mezcla que contenia buffer acetato de sodio 0,25 M pH 3,6, TPTZ 0,83 mM y
FeClI3 16,6 mM. Luego de 20 minutos de incubacidn a temperatura ambiente, se midid la
absorbancia a 600 nm. Los resultados fueron referidos en pmoles cm utilizando para
esto una curva de concentraciones conocidas de TROLOX realizada en paralelo a las

muestras medidas cada vez.

2.6. Calculos y andlisis de datos

indice de tolerancia al estrés (ITE), expresa el efecto relativo del estrés en relacion con
el maximo potencial en condiciones 6ptimas para cada genotipo. Al ser valores relativos
permiten comparar materiales con respuestas variables en su magnitud inicial absoluta.
Este indice, se estim6 para el contenido relativo de agua, prolina y clorofilas para cada

uno de los 24 genotipos, segun la ecuacion propuesta por Fernandez, 1992:
ITE = (Ys*Yp)/Yp2

Ys e Yp representan el valor de las variables bajo condiciones de estrés y no estrés
(parametro Optimo control) respectivamente, para cada genotipo, y Yp2 es la media del

valor de las variables bajo la condicidn sin estrés para todos los genotipos.
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Los genotipos con ITE méas cercano a 1 fueron los mas tolerantes al déficit hidrico, y los

que fueron cercanos a 0, los méas sensibles, segun los pardmetros analizados.

Para calcular el ranking se promediaron los tres indices calculados anteriormente (CRA,

prolina y clorofilas), para cada uno de los genotipos.

Analisis estadistico. Los resultados fueron analizados mediante el test de Analisis de la
Varianza y andlisis a posteriori de Tukey con un nivel de significancia de p<0,01,
utilizando los programas Infostat y Graphpad prism.

3. RESULTADOS

Los 24 genotipos de soja fueron analizados bajo condiciones de estrés por deficit
hidrico, incluyendo dos testigos, uno sensible (ADM 50048) y otro tolerante a la sequia
(A 5009 RG). Los genotipos ADM 50048 y A 5009 RG fueron seleccionados como
testigos, segun sus respuestas contrastantes al estrés por déficit hidrico previamente

caracterizados por Silvente et al., 2012 y este grupo de trabajo (Guzzo et al., 2021).

3.1. Contenido relativo de agua

El contenido relativo de agua (CRA) mostro variabilidad en la respuesta a sequia
en los materiales evaluados. Las plantas bajo riego mostraron valores entre 87% y 94%,
mientras las plantas en sequia oscilaron entre 56% y 88% (no mostrado). En general,
comparando las plantas de cada genotipo en sequia con el mismo genotipo bajo riego, el

valor de CRA disminuyd en todos los genotipos.

En la Figura 2, se muestra la proporcion de cambio en el CRA producida por la
sequia respecto de plantas en riego, para cada genotipo. Esta forma de expresar los
resultados permite comparar la proporcién de cambio generada por la sequia en genotipos

con niveles basales (en riego) variables.

Entre los 24 materiales analizados, 10 disminuyeron por debajo del 70% de CRA,
indicando que son materiales sensibles. Las mayores disminuciones se observaron en los
genotipos P1404166, A4613, Alim 5.9, Alim 3.44, Himeshirazu, Champaqui 5.7, y el
testigo sensible (ADM 50048) (Fig. 2).
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Fig. 2. Contenido relativo de agua de las hojas de soja en estrés por sequia al 30% CHS a
los 7 dias de iniciada la sequia. ADM 50048, control sensible A 5009 RG, control tolerante. Los
valores son medias * error estandar de 3 experimentos independientes (n=10). Letras compartidas
indican diferencias no significativas (ANOVA, p<0,01).

El resto de los materiales se mantuvo por encima del 70%. Entre ellos, 11
mantuvieron el CRA por encima del 80%. La menor disminucion porcentual (entre 3y
8% relativa al control en riego, es decir los genotipos que mostraron menor sensibilidad
a la sequia) fue registrada en las variedades LAE11139204, P148393, PI339871A,
P1548510 y LAE11139203.

3.2.Variaciones en el ajuste osmético: cambios en contenido de prolina

Se sabe que la prolina se acumula en tejidos de soja bajo sequia (Hossain et al.,
2014; Tripathi et al., 2016; Buezo et al., 2019), y su acumulacién esta asociada con la
capacidad de la planta para tolerarla (Akitha Devi et al., 2015; Du et al., 2020). En este
estudio, los genotipos de soja analizados mostraron variabilidad en el contenido de
prolina en tejidos foliares bajo estrés (no mostrado). En la Figura 3, se muestra la
proporcion de cambio en el contenido de prolina observada entre plantas en sequia y en

riego para cada genotipo.
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Fig. 3. Contenido de prolina al 30% CHS a los 7 dias de iniciada la sequia. Genotipos control
susceptible ADM 50048 y control tolerante A 5009 RG. Los valores son medias * error estandar
de 3 experimentos independientes (n=10). Letras compartidas indican diferencias no
significativas (ANOVA, p<0,01).

Los mayores incrementos relativos se vieron en PI1548510 (12,20 veces),
P1408251 (5,5 veces), Jackson (4,59 veces), JO101 (2,25 veces), LAE11137176 (3,49
veces) P1548558 (2,10 veces) y con respecto del control bajo riego. El resto de los
genotipos no presentaron cambios significativos o redujeron su contenido de prolina en

sequia (Fig. 3).

3.3.Variaciones en pigmentos fotosintéticos: cambios en contenido de clorofila a

Las clorofilas desempefian un importante papel en el crecimiento y desarrollo de
las plantas (Jahan et al., 2014) y su disminucion es un sintoma de alteraciones en el
proceso de fotosintesis (Khairi et al., 2015). El contenido de clorofilas mostrd
variabilidad en los materiales analizados tanto en riego como en sequia (no mostrado).
En la Figura 4, se muestra la proporcidon de cambio causada por la sequia en el contenido
de clorofilas (T/C). La mayoria de los materiales mostré incrementos bajo restriccion

hidrica (valores mayores a 1).
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Fig. 4. Contenido de clorofila a en genotipos de soja bajo estrés al 30% CHS a los 7 dias de
iniciada la sequia. Genotipos control susceptible ADM 50048 y control tolerante A 5009 RG.
Los valores son medias + error estandar de 3 experimentos independientes (n=10). Letras
compartidas indican diferencias no significativas (ANOVA, p<0,01).

Las clorofilas aumentaron en mayor proporcion en los genotipos PI339871A,
P1548510, LAE11139199, JO101, P1438489B, P1404166, de forma similar al testigo
tolerante. El valor mas alto de este parametro se registro en PI548510, la cual en sequia
acumulo 3,2 veces mas clorofilas que en riego. Mientras que los materiales A4613, Alim
5.9, Alim 3,44 e Himeshirazu, mostraron las mayores disminuciones del contenido de
clorofilas respecto del control regado y en forma similar al testigo sensible (entre 20% y

83% menos), quedando por debajo de los valores obtenidos para el testigo tolerante.

3.4. Indice de tolerancia al estrés (ITE)

Para evaluar la tolerancia relativa al estrés de los 24 genotipos de soja, se
calcularon los indices de Tolerancia al estrés (ITE) para CRA, prolina y clorofilas.
Utilizando ese indice, se observaron diferencias significativas entre los genotipos
considerando cada parametro. Los resultados mostraron que genotipos mas tolerantes
tenian valores altos de clorofilas a y CRA, mientras los genotipos mas sensibles tuvieron

valores mas bajos.
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Utilizando los ITEs obtenidos para los tres parametros, se calcul6 un ranking para
clasificar los genotipos segln su grado de tolerancia al estrés (Tabla 2). Los genotipos
P1548510, LAE11139204, JO 101, Alim 5.9, LAE11139203, A4613, Jackson,
LAE11140211, P1438489B quedaron ubicados entre los primeros niveles del ranking, lo
que sugiere que son mas tolerantes al estrés, segin los parametros considerados. En
contraste, los genotipos Champaqui 5.7, Alim 3.44 y Himeshirazu obtuvieron valores de
clasificacion mas bajos y, por lo tanto, serian los més sensibles a la sequia.

Tabla 2. indices ITE de los tres parametros fisioldgicos (CRA: contenido relativo de agua, PRO:
prolina, CLO: clorofilas a) y valores de ranking de los 24 genotipos de soja bajo condiciones de
estrés por sequia.

ITE
GENOTIPO ITE CRA ITECLO ITE PRO ponderado RANKING
P1548510 0,91 0,92 1,00 0,94 1
LAE11139204 1,00 1,00 0,02 0,67 2
JO 101 0,87 0,95 0,16 0,66 3
Alim 5.9 0,74 0,83 0,25 0,61 4
LAE11139203 0,97 0,79 0,03 0,60 5
A4613 0,75 0,91 0,09 0,59 6
Jackson 0,86 0,60 0,20 0,55 7
A 5009 RG 0,91 0,59 0,11 0,53 8
LAE11140211 0,81 0,66 0,04 0,50 9
P1438489B 0,72 0,66 0,03 0,47 10
P148393 0,94 0,38 0,04 0,45 11
P1408251 0,93 0,36 0,06 0,45 12
P1548558 0,91 0,39 0,05 0,45 13
P1416937 0,94 0,35 0,04 0,44 14
LAE111390207 0,95 0,33 0,04 0,44 15
P1404166 0,79 0,46 0,06 0,44 16
Munasca 0,82 0,41 0,06 0,43 17
LAE11137176 0,78 0,40 0,05 0,41 18
LAE11139199 0,91 0,24 0,03 0,39 19
PI339871A 0,92 0,17 0,04 0,38 20
Champaqui5.7 0,64 0,38 0,05 0,36 21
ADM 500048 0,74 0,29 0,03 0,35 22
Alim 3,44 0,65 0,21 0,00 0,29 23
Himeshirazu 0,64 0,08 0,03 0,25 24

En base a los valores obtenidos por el ranking y los pardmetros analizados
anteriormente, se seleccionaron 5 genotipos para realizar un analisis mas amplio de las
respuestas bioguimicas, fisiologicas y morfologicas asociadas a la tolerancia. Estos
materiales fueron seleccionados segin una combinacion de criterios. Por un lado, se
eligieron algunos de los genotipos mas tolerantes, también se consideraron algunas lineas
que tuvieron alto CRA y bajo contenido de clorofilas y prolina, y se incluyd la linea

P1339871A debido a que presento una morfologia particular con potencial de alta
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tolerancia al estrés. Los materiales seleccionados fueron P1548510, LAE11139204,
LAE11139203, P148393, y PI339871A. Las determinaciones se realizaron a los 7 y 14
dias luego de iniciado el estrés, pero se muestran solo los resultados iniciales (7 dias), ya

que las respuestas se mantuvieron similares para la mayoria de los pardmetros.

3.5. Rasgos morfoldgicos: Superficie foliar individual y biomasa

A nivel morfologico se determind la superficie foliar individual (del foliolo
central de la segunda hoja trifoliada) y la biomasa aérea total fresca y seca. Como se puede
observar en la Figura 5, la superficie foliar se redujo en todos los genotipos expuestos a
sequia (valores menores a 1). En genotipos mas tolerantes, esta relacién no se vio afectada
significativamente. La mayor superficie foliar en sequia se observo en los genotipos
LAE11139204 y P1339871A, tanto a los 7 (Figura 5) como a los 14 dias de tratamiento
(no mostrado). En el testigo sensible, ADM 50048, se puede observar la proporcion

sequia/riego mas baja, mostrando un area foliar casi 50% menor en sequia que en riego.
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Fig. 5. Superficie foliar de genotipos de soja bajo estrés por sequia, a los 7 dias de iniciada
la sequia. Se determind la superficie foliar como se detalla en materiales y métodos, midiendo el
largo y ancho del foliolo central de la segunda hoja trifoliada (contenido hidrico del suelo de
30%). Se muestran las medias £ SD de cada genotipo en 3 experimentos independientes con n=
10 para cada tratamiento. Letras compartidas indican diferencias no significativas (ANOVA,
p<0,01).

El peso aéreo fresco y seco en plantas bajo riego fue similar entre los genotipos
evaluados (datos no mostrados), mientras que, en sequia, la proporcién de biomasa aérea
entre las plantas bajo estrés por sequia y las plantas con riego (T/C) se redujo en todos los

genotipos, de forma similar para el peso fresco y peso seco (Fig. 6 Ay C). En cuanto a la
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proporcién de peso fresco (PF) aéreo entre plantas tratadas con sequia y plantas bajo riego
los genotipos LAE1113204, PI339871A, LAE11139203 presentaron diferencias
significativas con respecto al genotipo P1548510 y al testigo sensible (Fig. 6A). En la
proporcién de peso seco (PS) aéreo se pudo observar que los genotipos LAE1113204,
P1339871A, LAE11139203 vy testigo tolerante fueron significativamente diferentes a
P1548510 (Fig. 6C).

La proporcién de biomasa radical fresca (T/C) fue superior a 1 en los genotipos
P148393, PI1339871A, PI1548510, siendo significativamente diferente del genotipo
LAE1113204 y del testigo sensible (Fig. 6B). La proporcion de peso seco radical (T/C)
en todos los genotipos fue igual y significativamente diferente del testigo sensible (Fig.
6D).
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Fig. 6. Biomasa fresca (PF) y seca (PS) de genotipos de soja en sequia. PF aéreo (A), PF raiz
(B), PS aéreo (C), PS raiz (D). Se determin0 el peso a los 7 dias de tratamiento (contenido hidrico
del suelo de 30%). Se muestran las medias + SD de cada genotipo en 3 experimentos
independientes con n= 10 para cada tratamiento. Letras compartidas indican diferencias no
significativas (ANOVA, p<0,01).
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3.6. Verdor

El verdor es un indicador del contenido de clorofilas. En los 7 materiales
evaluados se observé un incremento bajo sequia, excepto en el testigo sensible (sin
cambios respecto del control en riego) (Figura 7). Los cambios en verdor variaron entre
los diferentes genotipos en el transcurso de los dias. A los 7 dias de sequia, el mayor
incremento relativo en el verdor se observo en el genotipo P148393 (y en el testigo
tolerante), mientras el mayor verdor a los 14 dias se registro en el genotipo P1548510 (y
el testigo tolerante, no mostrado), siendo estos los Unicos materiales que se diferenciaron
significativamente del testigo sensible. Ademas, el maximo verdor en términos absolutos
se registrd en la PI339871A tanto en riego (11,52 y 12,28) como en sequia (16,45 y 17,25)
a los 7 y 14 dias (respectivamente).
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Fig. 7. Verdor en genotipos de soja bajo sequia. 7 dias de tratamiento (contenido hidrico del
suelo de 30%). Se determiné el verdor mediante uso del SPAD en la segunda hoja trifoliada. Se
muestran las medias = SD de cada genotipo en 3 experimentos independientes con n= 10 para
cada tratamiento. Letras compartidas indican diferencias no significativas (ANOVA, p<0,01).

3.7.Temperatura foliar

La transpiracién juega un papel importante en el crecimiento y desarrollo de las
plantas ya que el transporte de agua interno depende de esta, el intercambio de gases
(incluyendo la entrada de CO-) y juega un rol vital en la regulacion de la temperatura. El

cierre de estomas disminuye el intercambio de gases, y al reducirse la evaporacion de
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agua en las hojas, la temperatura de esta aumenta. Esos cambios en la temperatura pueden
usarse como un indicador de la transpiracién/evaporacion de agua en las hojas (Liu et al.,
2009). Se espera que, en hojas de plantas bajo sequia, aumente el cierre estomatico y se
incremente la temperatura foliar (en comparacién con la temperatura de una hoja en riego
a CC). En este proyecto, nos interesa particularmente que la tolerancia no sea mediada

por un cierre estomatico total, ya que eso impactaria negativamente en el rendimiento.

En la Figura 8, se muestra la variacién de temperatura registrada en las plantas
bajo riego y estrés por sequia. El testigo sensible se diferencia claramente del resto de los
materiales (con una diferencia de mas de 3°C entre hojas de plantas regadas y en sequia).
La linea LAE11139203 es la Unica que mostro una variacion significativamente diferente
con las plantas en riego, lo que sugiere un aumento del cierre estomatico similar al testigo
sensible. Los demas materiales no mostraron cambios significativos de la temperatura
foliar, de forma similar al testigo tolerante, lo que les permitiria continuar fijando CO>

bajo sequia, reduciendo el impacto negativo en los rendimientos.
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Fig. 8. Diferencia entre la temperatura foliar y la ambiental en genotipos de soja en sequia
y riego, a los 7 dias de iniciada la sequia. Se muestran los promedios + SD de cada genotipo en
3 experimentos independientes con n= 10 para cada tratamiento. Letras compartidas indican
diferencias no significativas (ANOVA, p<0,01).

3.8. Rasgos bioquimicos: FRAP, MDA

Se midieron dos parametros bioquimicos relacionados a la capacidad antioxidante

de los genotipos. El primer parametro, llamado “FRAP”, es un indicador de la capacidad
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antioxidante total no enzimatica (medido como la capacidad de reducir hierro de los
extractos foliares) que estd relacionada con la capacidad de detoxificar procesos
oxidativos perjudiciales para el tejido expuesto al estrés. Mayores valores de FRAP

indican una mayor defensa antioxidante contra el estrés (un tejido “mas tolerante™).

El segundo parametro, es el MDA (malondialdehido), que es un lipido peroxidado
indicador de los dafios oxidativos en la membrana plasmatica generados por la exposicion

al estrés. Valores mas bajos de MDA indican una mayor tolerancia al estrés.
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Fig. 9. Peroxidacion lipidica (MDA) en genotipos de soja a los 7 dias de iniciada la sequia.
Los valores son la media £ SD de 3 experimentos independientes con n= 10 para cada tratamiento.
Letras compartidas indican diferencias no significativas (ANOVA, p<0,01). MDA,

malondialdehido.

El FRAP no mostro diferencias significativas a los 7 dias de tratamiento, pero a
los 14 dias, los genotipos P1548510 y P1339871A mostraron cambios interesantes. La
linea P1548510 mostr6 una disminucién del 50% y P1339871A un incremento de casi el

30%, en sequia respecto a riego (datos no mostrados).

El testigo sensible mostré un aumento de casi 3 veces mas MDA en plantas bajo
sequia, mientras los genotipos en estudio LAE11139204, P148393, PI339871A, P1548510
y LAE11139203 exhibieron un contenido de MDA similar al testigo tolerante, siendo

significativamente diferentes al testigo sensible (Fig. 9).

3.9. Eficiencia cuantica maxima del fotosistema Il (Fv/Fm)

El rendimiento cuantico maximo (Fv/Fm) refleja el maximo potencial de
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capacidad fotosintética de las hojas en plantas después de un tiempo suficiente de
adaptacion a la oscuridad (Sharma et al., 2015). Los valores de Fv/Fm, en condiciones
ambientales normales, son relativamente constantes, generalmente entre 0,8 y 0,85; pero
cuando las plantas estan estresadas, este parametro disminuye, dependiendo del cultivar
y del estado de crecimiento (Xu, 2002). En el presente trabajo, los genotipos analizados
no presentaron cambios significativos en las plantas bajo estrés por sequia en
comparacion con sus controles, tanto a los 7 como a los 14 dias de tratamiento. Es decir,
los materiales no mostraron dafios en el fotosistema |1 bajo sequia (datos no mostrados).

4. DISCUSION

En el presente trabajo se detecto variabilidad entre los diferentes genotipos de soja
del Banco de germoplasma de INTA y se clasificaron los distintos genotipos de soja de
acuerdo con los parametros analizados. Ademas, se observo la activacion de diversos

mecanismos que parecen contribuir a la tolerancia al estrés por déficit hidrico.

La respuesta de tolerancia de las plantas a la sequia consiste en la activacion de
una serie de mecanismos bioquimicos, morfolégicos y fisiologicos. Debido a que las
activaciones de unos y otros mecanismos dependen del genotipo, en una primera instancia
se utilizaron tres criterios de seleccion diferentes. Dentro de los rasgos fisiologicos, el
contenido relativo de agua (CRA) caracteriza el estado hidrico de las plantas. La prolina
participa en la regulacion del equilibrio osmético y en el mantenimiento de la turgencia
celular, que son rasgos fisiolégicos fundamentales para reducir los efectos negativos del
estrés por sequia (Aranjuelo et al. 2011). Por ultimo, las clorofilas son el componente
principal del proceso de fotosintesis y usualmente son dafiadas por procesos oxidativos
desencadenados por situaciones de estrés ambiental, por lo cual la medicion del contenido

de clorofilas resulta en un indicador Gtil para detectar tolerancia (Monteoliva et al., 2022).

Se clasificaron 24 genotipos de soja utilizando esos tres parametros para comparar
el comportamiento de cada genotipo en sequia y riego. Los parametros utilizados
mostraron variabilidad y permitieron clasificar los materiales segin su tolerancia. Para
ello, se generd un indice de tolerancia al estrés (ITE) para los tres pardmetros (CRA,

clorofilas y prolina).
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Los resultados mostraron que todos los genotipos de soja disminuyeron su CRA
en el tratamiento bajo sequia comparado con las plantas bajo riego, en mayor o menor
medida. Ademas, la mayoria de las lineas en estudio que presentaron una menor
disminucién del contenido de CRA (menor efecto del estrés) también mostraron altos
contenidos de prolina y/o clorofilas (Fig. 2-4).

En cuanto al contenido de prolina, de los 24 genotipos analizados, se identificaron
6 que presentaron la mayor proporcidn de cambio entre plantas en sequia y bajo riego
(Fig. 3). Teniendo en cuenta los estudios que muestran que la prolina se acumula en
tejidos de soja bajo sequia (Hossain et al., 2014; Tripathi et al., 2016; Buezo et al., 2019),
y su acumulacidn esté asociada con la capacidad de la planta paratolerar tal estrés (Akitha
Devi et al., 2015; Du et al., 2020), se propone que dichos genotipos son mas resistentes
al estrés por sequia. El resto de los genotipos no presentaron cambios significativos o

redujeron el contenido de prolina.

Considerando el contenido de clorofilas a, se distinguieron 6 genotipos que
presentaron la mayor proporcion de cambio causada por la sequia (Fig. 4). Estos
genotipos respondieron de forma similar al genotipo testigo tolerante. Jaleel et al., 2009,
propone que bajo restriccion de agua, usualmente se reduce la concentracion de clorofilas,
sin embargo, aqui se observé que la mayoria de los genotipos bajo sequia no redujeron la
concentracion de clorofilas a, lo que sugiere gque estas plantas podrian tener un mecanismo

de defensa contra la degradacion de las mismas y ser tolerantes al estrés por sequia.

Luego, en base a estas tres variables analizadas y a una combinacién de criterios
se seleccionaron 5 genotipos que se consideraron como los mejores candidatos a tolerar
el estrés por sequia. Se los analizd en base a sus respuestas bioguimicas, fisiologicas y
morfoldgicas asociadas a la tolerancia (superficie foliar, biomasa, verdor, temperatura
foliar, FRAP, MDA, Fv/Fm).

La superficie foliar se redujo en todos los genotipos expuestos a sequia segun lo
esperado. Plantas expuestas a sequia tienden a reducir el crecimiento, lo cual impacta en
la superficie foliar. En este caso, solo los genotipos LAE11139204 y PI1339871A
presentaron diferencias significativas con respecto al control sensible, tanto a los 7 (Fig.
5) como a los 14 dias de tratamiento, similar a lo reportado por Morandi et al., 1981 para

otros genotipos de soja analizados en sequia.

28



En sequia, un mayor enraizamiento y una mayor relacion raiz-tallo (producto de
la estimulacion del crecimiento de las raices y la inhibicidn del crecimiento de la biomasa
aerea), permite alcanzar suelos mas profundos (Bloom et al., 1985). En concordancia con
esto, en los resultados obtenidos, los genotipos se comportaron de acuerdo con lo
esperado (Fig. 6) excepto el genotipo P1548510, que no mostrd incremento de la biomasa
aerea, similar a las respuestas del testigo sensible (Fig. 6A 'y 6C). Por su parte, el genotipo
LAE1113204 también mostré cierta particularidad, ya que la biomasa radical fresca fue
significativamente diferente al resto de los genotipos (Fig. 6B), pero la biomasa seca
mostro la misma proporcion de cambio que el testigo tolerante (Fig. 6D). Esto indica que
la particion de C hacia la raiz es proporcionalmente similar al resto de los materiales
tolerantes, pero el contenido hidrico de estas es menor, lo cual estaria evidenciando algun
tipo de alteracion en el estado hidrico radical que debera ser estudiada con mayor detalle

para entender las implicancias en la tolerancia a la sequia.

En cuanto a los dos parametros bioquimicos (FRAP y MDA) aplicados a los
tratamientos, el FRAP no mostro diferencias significativas. Sin embargo, en el contenido
de MDA todos los genotipos estudiados presentaron diferencias significativas respecto al
testigo sensible, encontrando en éste hasta 3 veces mas concentracion de MDA (Fig. 9).
Los contenidos de MDA mas altos estan asociados con un menor nivel de proteccion de
membrana y una menor tolerancia a la sequia (Mohammadkhani et al., 2007). El estrés
por sequia provoca una modificacion en la matriz lipidica de la membrana plasmatica y
cambios en la organizacion fisica (Mirzaee et al. 2013). Es por esto que los resultados
obtenidos indican que las lineas estudiadas, a nivel de membrana, tendrian mecanismos

internos que le permitirian una mayor proteccion para ser tolerantes al estrés por sequia.

Para concluir y en base a todo lo que se analiz6 en este trabajo, se propone como
los genotipos potencialmente méas tolerantes a la sequia a P1548510, LAE1113204 y
P1339871A. En particular, el genotipo P1548510 se comport6 de acuerdo con lo esperado
en los parametros fisioldgicos y bioquimicos analizados: menor disminucion de CRA,
mayor incremento de prolina, y mayor incremento de clorofilas a (Fig. 2-4). Sin embargo,
en los parametros morfolégicos se comportd como una planta sensible ante el estrés ya
que redujo su biomasa aérea ante el estrés hidrico (Fig. 6A y C), lo cual sugiere que su
mecanismo de tolerancia esta asociada a la acumulacion de osmolitos protectores, pero
no serian suficientes para proteger al genotipo de la inhibicién del crecimiento aéreo

inducida por la sequia.
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El genotipo LAE1113204 present6 alto CRA, niveles de clorofilas intermedios y
muy bajo contenido de prolina, indicando la activacion de otro tipo de respuestas
metabdlicas que estan contribuyendo al mantenimiento del contenido hidrico de las hojas.
A su vez, es la linea que mostré mayor tolerancia a la sequia en su contenido hidrico, es
decir, que se trata potencialmente de un genotipo altamente tolerante, que seria capaz de
mantener su equilibrio hidrico interno en condiciones muy adversas. Esto no se debe a un
gran cierre estomatico ya que su temperatura foliar no se incrementa en sequia, es decir,
que este genotipo es capaz de continuar transpirando (Fig. 8), sin reducir su area foliar
individual (Fig. 5), acumulando biomasa (Fig. 6A, C), pero el mecanismo que esta
contribuyendo a retener el agua en el interior de los tejidos no seria la acumulacion de

prolina sino, posiblemente, alguin otro compuesto osméticamente activo.

La linea P1339871A, seleccionada también como una posible tolerante, mostro
aumento en el contenido de prolina (Fig. 3), clorofilas y verdor (Fig. 4, 7), con la menor
reduccion de superficie foliar, y uno de los valores mas bajos de dafio oxidativo de
membranas (MDA, aunque no estadisticamente significativo) (Fig. 9). Posiblemente, este
genotipo debe su mayor tolerancia a una combinacion de mecanismos que incluyen la
acumulacion de compuestos osméticamente activos, como prolina, asi como la proteccion
antioxidante, evidente en el bajo dafio oxidativo y el alto contenido de clorofilas en
sequia. Ademas, también mostré un incremento de la biomasa radical seca en sequia (Fig.

6D), lo cual podria darle una ventaja adicional a campo.

5. CONCLUSION

El analisis de los pardmetros morfoldgicos, fisioldgicos y bioguimicos permitio
clasificar los genotipos de soja provistos por el banco de germoplasma de EEA INTA
Marcos Juarez y EEA Parana segun su tolerancia al estrés por sequia en condiciones semi-
controladas. Segun los pardmetros analizados los genotipos P1548510, LAE11139204 y
P1339871A se proponen como genotipos mas tolerantes al estrés por sequia, mientras los
genotipos Champaqui5.7, Alim 3,44 y Himeshirazu fueron clasificados como los mas

sensibles.

Estos resultados proporcionan una base para futuras investigaciones sobre genotipos de
soja bajo déficits de agua y pueden aportar informacidn valiosa para los futuros programas

de mejoramiento.
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