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Figura 1. Esquema del ciclo ontogénico del cultivo de soja. Se representa la morfologia en
algunos estadios de desarrollo segun la escala de Fehr y Caviness (1997). VE: emergencia; VC:
estado cotiledonar; V2: 2% nudo; V4: 4° nudo R1: inicio de floracion; R5: inicio del llenado de
granos; R7: inicio de madurez fisiologica.

Figura 2. Evolucién de los componentes del rendimiento en soja en relacién a los dias de
emergencia del cultivo y del estadio fenolégico del mismo (R1: inicio de floracion: R5: inicio

de llenado de grano; R6: maximo tamafio de semilla).

Figura 3. Alteracion de la membrana bioldgica debida a dafios oxidativos causados por
radicales libres, los cuales producen oxidacion de proteinas y peroxidacion en fosfolipidos de

membrana.

Figura 4. Metabolismo del nitrégeno en nédulos de soja. El nitrogeno (N,) ingresa a la
célula infectada de la planta para luego ser trasportado en forma de alantoina o &cido alantoico

a la corriente xilematica.



Figura 5. Disefio experimental del ensayo realizado a campo en el EEA INTA Manfredi
con dos repeticiones (bloque 1y 2). La parcela principal correspondio a estrés hidrico (EH), la
sub-parcela al genotipo (SPS 4x4 RR cuadrado blanco, SPS 4x99 RR cuadrado negro) y la sub-
sub parcela al estrés térmico (ET). Los cuatro tratamientos fueron: control (C), ET, EHy ET x
EH.

Figura 6. Fotos del ensayo realizado a campo en el EEA INTA Manfredi: A) carpas de
polietileno cerradas desde las 10:00 hasta las 16:00 h para lograr el incremento de temperatura;
B) estructuras moviles denominadas rainout shelters que permiten la exclusion del agua de
lluvias y C) parcelas que combinan rainout shelters con carpas de polietileno para lograr la

interaccién de ambos estrés (ET x EH).

Figura 7. Momento de imposicion (flecha rojo-azul) del estrés térmico (ET) y/o estrés
hidrico (EH) en relacidn al ciclo ontogénico del cultivo de soja. Duracién del ET: linea roja y

del EH: linea azul.

Figura 8. Promedio de la temperatura media (°C) en relacion a la fecha de inicio de
aplicacién de tratamientos (R5.5) hasta 21 dias después de su imposicion en parcelas bajo los
tratamientos control (C: verde), estrés térmico (ET: amarrillo) y estrés térmico con estrés hidrico
(ETxEH: rojo). Se marca linea continua a los 32°C, temperatura por encima de la cual se

considera ET.

Figura 9. Foto del ensayo que evidencia el amarillamiento precoz y por lo tanto, el
acortamiento del ciclo en las parcelas bajo déficit hidrico (plantas por encima de la linea roja)

con respecto a las plantas regadas (plantas por debajo de la linea roja).

Figura 10. Valores de eficiencia cuantica maxima del fotosistema dos (Fv/Fm) para los
diferentes tratamientos (C: control; ET: estrés térmico; EH: estrés hidrico; ET x EH: estrés
térmico por hidrico) para el set de datos correspondientes al momento después. Expresados

como medias (+) error estandar. Letras distintas expresan diferencias significativas (p<0,05).

Figura 11. Biplot del Analisis de Componentes Principales para el set de datos



correspondientes al momento después. CRA: contenido relativo de agua; Fv/Fm eficiencia
cantica maxima; PSII: rendimiento cuantico del del fotosistema dos; Rto: rendimiento; NG:

numero de granos; PG: peso de granos; FRAP: capacidad reductora férrico de plasma.

Figura 12. Valores de malondialdehido (MDA) para los diferentes tratamientos (C: control;
ET: estrés térmico; EH: estrés hidrico; ET x EH: estrés térmico por hidrico) para el set de datos
correspondientes al momento después. Expresados como medias (+) error estandar. Letras
distintas expresan diferencias significativas (p<0,05).

Figura 13. Regresion para la relacion entre proteinas en (PrH) y MDA. Las formas y
colores circulo azul, triangulo verde, cuadrado amarillo y rombo rojo representan los
tratamientos control, estrés térmico, estrés hidrico y estrés térmico con estrés hidrico,

respectivamente.

Figura 14. Valores de proteinas en hojas (PrH) para los diferentes tratamientos (C: control; ET:
estrés térmico; EH: estrés hidrico; ET x EH: estrés térmico por hidrico) para el set de datos
correspondientes al momento después. Expresados como medias (+) error estandar. Letras

distintas expresan diferencias significativas (p<0,05).

Figura 15. Regresion para la relacién entre nimero de granos (NG) y azUcares (Az) para el
set de datos correspondientes al momento después. Las formas y colores circulo azul, triangulo
verde, cuadrado amarillo y rombo rojo representan los tratamientos control, estrés térmico,

estrés hidrico y estrés térmico con estrés hidrico, respectivamente.

Figura 16. Regresion para la relacion entre nimero de granos y FRAP para el set de datos
correspondientes al momento después. Las formas vy colores circulo azul, triangulo verde,
cuadrado amarillo y rombo rojo representan los tratamientos control, estrés térmico, estrés

hidrico y estrés térmico con estrés hidrico, respectivamente.



Figura 17. Valores de la capacidad férrico reductora de plasma (FRAP) para los diferentes
tratamientos (C: control; ET: estrés térmico; EH: estrés hidrico; ET x EH: estrés térmico por
hidrico) para el set de datos correspondientes al momento después. Expresados como medias (+)

error estandar. Letras distintas expresan diferencias significativas (p<0,05).

Tabla 1. Temperaturas (°C) méaximas, minimas y medias del aire alcanzadas en los
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tratamientos.
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set de datos correspondientes al momento después.

Tabla 4. Modelos de regresién lineal para rendimiento, peso y nimero de granos, en
relacién a variables bioquimicas-fisioldgicas para el set de datos correspondientes al momento

después.



LISTA DE ABREVIATURAS

AcA: acido alantoico

ACP: andlisis de componentes principales

Alm: almidén

Az: azucares

C: control

CIAP: Centro de Investigaciones Agropecuarias
Clo: clorofilas

cm: centimetros

cm2: centimetros cuadrados

CO2: dioxido de carbono

CP: componentes principales

CRA: contenido relativo de agua

EAQ: especies activas del oxigeno

EEA: Estacion Experimental Agropecuaria

EH: estrés hidrico

ET: estrés térmico

ET x EH: estrés térmico por estrés hidrico
FCEFyN: Facultad de Ciencias Exactas Fisicas y Naturales
FRAP: Capacidad reductora férrico de plasma

Fv/Fm: Eficiencia cuantica maxima del PSII



g: gramos

h: horas

ha: hectareas

IFRGV: Instituto de Fisiologia y Recursos Genéticos Vegetales
INTA: Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria

kg ha-1: kilogramos por hectérea

M: molar

m: metros

m2: metros cuadrados
MDA: malondialdehido
mM: milimolar

MPa: megapascales
NG: namero de granos
nm: nanémetros

PG: peso de granos
PSII: fotosistema dos

PrH: proteina de hoja

P/V: relacion peso- volumen

Rto: rendimiento

rpm: revoluciones por minuto
R5: comienzo de llenado de granos

R7: comienzo de madurez

R8: plena madurez

10



UNC: Universidad Nacional de Cérdoba
VBF: variables bioquimicas fisiologicas
ul: microlitros

pumoles: micromoles

°C: grados centigrados

%: porcentaje

®PSII: rendimiento cuantico del PSII

11



RESUMEN

Durante el cultivo de soja son frecuentes episodios de estrés térmico (ET) combinados
con insuficiente disponibilidad hidrica, que pueden afectar tanto el rendimiento (Rto) y sus
componentes nimero de granos (NG) y peso de granos (PG), como la fisiologia de la
planta, dependiendo del momento de ocurrencia y la intensidad de los estreses. El objetivo
del presente trabajo, fue analizar el impacto de episodios de altas temperaturas y estrés
hidrico durante el llenado de granos de soja sobre el metabolismo primario de la fuente y
como esto afecta el rendimiento y sus componentes. Para ello se realiz6 un experimento en
la EEA INTA Manfredi durante la campafia agricola 2012-2013. EIl experimento consistié
en manipular la disponibilidad hidrica y la temperatura durante el llenado de granos en soja.
Esto dio lugar a cuatro tratamientos: control, estrés térmico (ET), estrés hidrico (EH) y ET
x EH. Se cuantificé el nivel de ET y de EH logrado y se determinaron ademas del Rto, NG
y PG, las siguientes variables bioquimicas-fisioldgicas (VBF) antes, durante y después de
aplicado los estreses: capacidad férrico reductora de plasma (FRAP), malondialdehido
(MDA), clorofilas (Clo), almidon (Alm), azlcares (Az), proteina de hoja (PrH), alantoina
(Al), y acido alantdico (AcA), rendimiento cuéntico del fotosistema Il (¢PSII) y eficiencia
cuéntica maxima (Fv/Fm). Los tratamientos de ET, EH y ET x EH causaron disminucién
del Rto del orden del 20%, 43%, 41%, respectivamente comparado con el control. Las
reducciones en el Rto a través de los diferentes tratamientos, fueron explicadas por las
disminuciones tanto del NG como del PG. Bajo ET regado se produjo efecto compensatorio
de la caida del NG, alcanzando el PG valores similares al control. Las disminuciones del
Rto y sus componentes pudieron explicarse a partir del efecto negativo de los estreses
estudiados sobre el funcionamiento de la fuente fotosintética caracterizado en este estudio a
través de las VBF. Aunque bajo ET se produjeron modificaciones en los valores de las
VBF, las diminuciones mas dréasticas de estas (i.e. Fv/Fm, ¢PSIl, Alm, Az, FRAP, Clo)
fueron observadas en las parcelas bajo déficit hidrico, indicando alteraciones en el estado
fotosintético de las plantas sometidas a EH y ETxXEH. Lo cual fue confirmado por el
amarillamiento precoz de las plantas en estos tratamientos, comparadas con las parcelas
regadas (con o sin ET). El biplot explicé 88,3% de la variacion total de los datos
estandarizados. Las variables Rto, NG, PG, Alm, ¢PSIl, Fv/Fm, FRAP, Az y PrH
estuvieron asociadas positivamente entre si, alcanzando niveles elevados en el control

regado; el contenido de MDA, Clo y AcA fue mayor bajo ET y Al fue elevada en
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situaciones de EH y ETXEH. Ademas, se observo que el Rto y sus componentes estuvieron
correlacionados positivamente con Alm, ¢PSII, Fv/Fm, Az, FRAP y negativamente con Al.
Esto se vio parcialmente reflejado en los modelos de regresiones encontradas, donde se
observé que Alm y ¢PSII fueron buenas predictoras de Rto, mientras que Alm, ¢PSIl y PrH
fueron predictores robustos del PG. Las variaciones del NG fueron explicadas
significativamente por FRAP, Az, PrH, Alm y ¢PSIl pero a través de modelos lineales
simples. Ademas, se pueden considerar al MDA y PrH como indicadores de ET, al Fv/Fm
de ET x EH y al FRAP como indicador de los tres tratamientos de estrés: ET, EH y ET x
EH. Segun nuestro conocimiento este trabajo es el primero que a partir de ensayos
realizados a campo contribuyé a la identificacion de VBF asociadas al Rto y sus
componentes en soja expuesta simultdneamente a la interaccion de breves periodos de ET
con EH durante el llenado de granos. Esto podria ser de suma utilidad para el
mejoramiento genético en estudios de screening de genotipos.

Palabras Claves: Glycine max (L.) Merr, llenado de granos, interaccion de breves periodos
de estrés térmico con estrés hidrico, relacion rendimiento, nimero y peso de granos,

variables bioguimico-fisiologicas.
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INTRODUCCION

La soja [Glycine max (L.) Merr] presenta multiples usos tanto para la alimentacion
humana como animal, presentando caracteristicas que le permitieron ser el cultivo con mas
rapida adopcidn y expansion en la agricultura del pais (Buyatti et al., 2006). Argentina es el
principal exportador de productos derivados como harina y aceite y es el tercer exportador
mundial de granos luego de USA y Brasil (USDA, 2013). Actualmente se siembran en el
pais 20 millones de hectareas con una produccion estimada en 49,3 millones de toneladas
(campafia 2012/13, SAGPyA, 2013).

La region sojera argentina cubre una vasta area ecoldgica que se extiende desde la
latitud 23° a la 39° Sur, lo que representa un amplio rango de condiciones ambientales. El
cultivo se realiza mayoritariamente bajo secano y crece en condiciones ambientales muy
contrastantes en términos de precipitaciones, radiacion solar y temperatura (Carrera et al.,
2009). El agua es el factor mas limitante en la produccion de cultivos extensivos en secano
(Micucci y Alvarez, 2004) y es en muchas ocasiones, acompafiado por episodios de
elevadas temperaturas lo cual representa una grave amenaza para la produccion de cultivos
en todo el mundo (Tennant y Hall, 2001).

Segun el informe del Panel Intergubernamental sobre el Cambio Climatico (IPCC,
2012), la temperatura media mundial aumentara 0,3°C por década y se producirdn cambios
en la distribucién de las precipitaciones, dando lugar a la ocurrencia de sequias,
inundaciones y fendmenos meteoroldgicos extremos. Bajo este pronostico, el estudio de los
mecanismos de respuestas de la fuente fotosintética en soja expuesta a estreses abioticos
durante el llenado de granos adquiere gran relevancia. Mas aun, las investigaciones que
involucren experimentos a campo estudiando variables ecofisioldgicas, simultaneamente
con variables bioguimicas-fisioldgicas (VBF) son de suma importancia ya que combinan
escalas y sub-disciplinas dentro de la biologia vegetal que promueven el entendimiento de
mecanismos complejos como lo son las respuestas de los cultivos a condiciones de estres.
Resulta importante destacar que se han producido significativos avances en el
entendimiento del efecto de los factores ambientales sobre el funcionamiento de la fuente
fotosintética, el rendimiento (Rto) y sus componentes en cereales como trigo y maiz. No
obstante, son escasos los estudios que abordan las relaciones funcionales y procesos
involucrados en la generacion del Rto y sus componentes en soja, cultivo mas sembrado en

el pais. Segun nuestro conocimiento, no han sido adn investigados en soja los efectos de
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episodios de estrés térmico (ET) y déficit hidrico simultaneos sobre el funcionamiento de la
fuente de asimilados. La identificacion de estrategias para mitigar y compensar los efectos
negativos de los estreses abioticos en la produccion de los cultivos, hace necesario como
punto de partida mejorar la comprension de las bases eco-fisioldgicas subyacentes que
regulan las respuestas del cultivo a los estreses abioticos. Los conocimientos generados
podrian ser Utiles en programas de mejoramiento genético para el screening de genotipos
por caracteres bioguimico-fisiologicos asociados con mejor comportamiento ante ET y/o
estrés hidrico (EH).

1.  Ciclo Ontogénico del Cultivo de Soja y Generacion del Rendimiento

Existen diferentes escalas propuestas para identificar los diversos estadios fenoldgicos
en soja, la mas difundida es la escala desarrollada por Fehr y Caviness (1977) (Fig. 1). Esta
escala realiza una descripcion morfologica del cultivo, la cual es independiente del
genotipo utilizado y de condiciones como el sitio, fecha de siembra y densidad ya que tiene
en cuenta los cambios morfoldgicos ocurridos en el tallo principal del 50 % de las plantas
del cultivo (Kantolic et al., 2006). Distingue dos etapas principales, una que describe los
estados vegetativos (V) y la otra los reproductivos (R). Dentro de este altimo, los estadios
que se destacan a continuacidon son los abordados en el presente trabajo: RS “inicio de
formacion de semillas” (una vaina, ubicada en uno de los 4 nudos superiores del tallo
principal, contiene una semilla de 3 mm de largo), R7 “inicio de maduracion” (una vaina
normal ubicada en el tallo principal ha alcanzado su color tipico de madurez), R8 “madurez

fisiologica” (95 % de las vainas de la planta han alcanzado el color de madurez).
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Figura 1. Esquema del ciclo ontogénico del cultivo de soja. Se representa la morfologia en
algunos estadios de desarrollo segun la escala de Fehr y Caviness (1997). VE: emergencia;
VC: estado cotiledonar; V2: 2% nudo; V4: 4° nudo R1: inicio de floracion; R5: inicio del

llenado de granos; R7: inicio de madurez fisiolégica.

La soja es un cultivo de gran uso comercial y conocer su Rto es de suma importancia. El
Rto del cultivo de soja resulta de dos componentes numéricos principales que no son
independientes entre si: el nimero de granos (NG) que se establecen por unidad de area y el
peso (PG) que ellos alcanzan. A pesar de que ambos componentes explican el Rto, las
variaciones en el NG en soja provocadas por distintos factores ambientales, en general
estan mas estrechamente asociadas con cambios en el Rto comparado con las variaciones
en el PG (Kantolic et al., 2006).

El NG se divide principalmente en tres subcomponentes: nimero de nudos por unidad de
area del cultivo, numero de vainas por nudo y numero de granos por vaina (Kantolic et al.,
2006). Comenzando con la descripcion del nimero de nudos por unidad de area del cultivo,
la aparicion de éstos en el tallo principal empieza en emergencia y progresa hasta después
de la floracion (Fig. 2), sobre todo en genotipos indeterminados (Board y Settimi, 1986,
citado por Kantolic et al., 2006). La elongacion y supervivencia de los nudos esta, ademas,
condicionada por la tasa de crecimiento del cultivo y los factores ambientales que la
regulan. Continuando con el nimero de vainas por nudo, su determinacién comienza con el
inicio de formacion de los primordios florales, seguido de su desarrollo y crecimiento hasta
su transformacién en estructuras florales maduras, la fecundacion y el cuaje (Carlson, 1973
citado por Kantolic et al., 2006) (Fig. 2). EI namero de vainas depende de la fotosintesis y
de la tasa de crecimiento del cultivo, ya que si las mismas se reducen, aumenta el aborto de
flores, disminuyendo el nimero de vainas por nudo. Terminando con los subcomponentes

del NG, el NG por vaina es mucho mas estable que los demas subcomponentes ante

16



variaciones ambientales aunque uno o mas granos de una vaina pueden abortar antes de
ingresar en su fase de llenado efectivo, modificando el NG logrado por vaina (Egli, 1998).
En resumen, a lo largo del ciclo del cultivo se van generando, en forma secuencial, los
subcomponentes que determinan el NG, los cuales estan condicionados por la tasa de
crecimiento del cultivo y la cantidad de asimilados disponibles (provenientes de la fuente
fotosintética) los que a su vez, estan regulados por las condiciones ambientales (Kantolic et
al., 2006).

El segundo componente numérico de Rto, el PG, se establece durante el comienzo de
llenado de grano (R5) (Fig. 2) y puede describirse como una funcion de su tasa de
crecimiento y de la duracion del periodo de llenado (Egli et al., 1981). Las principales
diferencias entre genotipos en el PG son atribuibles a diferencias en la tasa de crecimiento
de los granos la cual es sensible a factores ambientales (Kantolic et al., 2006). Sin embrago,
gran parte de las variaciones ambientales (como por ejemplo déficit hidrico) afectan el
tamafo de la semilla y no la tasa de crecimiento, debido a cambios en la duracién del

periodo efectivo de llenado (Egli, 1998).
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Figura 2. Evolucion de los componentes del rendimiento en soja en relacion a los dias de
emergencia del cultivo y del estadio fenoldgico del mismo (R1: inicio de floracién: R5:

inicio de llenado de grano; R6: maximo tamafio de semilla).

Los subcomponentes del Rto (NG y PG) se definen durante un periodo muy extenso del

ciclo. Sin embargo, para definir el Rto, no todo el ciclo resulta igualmente critico. En soja,

estd determinado que el periodo critico comienza en R1 y finaliza 10 a 12 dias después de

17



R5 (Board y Tan, 1995; citado por Kantolic et al., 2006) o puede prolongarse hasta el
comienzo de R6 (Egli, 1997), donde la aparicion de nudos y la fijacion del NG se
superponen parcialmente con la etapa de crecimiento de los granos (R5-R6), que finaliza
en madurez fisioldgica (R7-R8) (Fig. 2) (Kantolic et al., 1995). Durante el periodo critico,
se maximiza la produccion y se define la supervivencia de los subcomponentes del NG
anteriormente citados. Esta supervivencia, esta intimamente asociada a la disponibilidad de
asimilados presentes en la fuente fotosintética de las plantas (Kantolic et al., 2006). Cuando
ocurren variaciones en la fotosintesis durante el periodo critico puede existir un efecto
compensatorio entre el PG y NG si ain este ultimo no estd completamente establecido,
manteniendo asi, la disponibilidad de asimilados por unidad de semilla (Kantolic et al.,
2006). Sin embargo, a medida que se avanza en el ciclo ontogénico de la soja,
particularmente durante el periodo de llenado de granos, el NG va siendo fijado y la
capacidad de compensacion frente a situaciones de estrés disminuye al mismo tiempo que
las pérdidas de Rto se incrementan (Egli, 1998). Por lo tanto, las relaciones entre NG y PG
dependen del momento del estadio fenoldgico y del grado de limitaciones en la asimilacion

de carbono.

2. Estrés Térmico y Estrés Hidrico: Definicion

Se considera estrés a la alteracion de la condicion fisiologica causada por factores
externos que alteran la homeostasis (Gaspar et al., 2002), que dependiendo de la intensidad
del mismo provoca disminucion en crecimiento y desarrollo y, por ende consecuencias
negativas sobre la productividad de los cultivos (Prasad, 2008). ElI ET se define a menudo
como el aumento de la temperatura mas alla de un nivel de umbral para un periodo de
tiempo suficiente como para causar dafios en el crecimiento y desarrollo de plantas. Si la
elevacion de la temperatura es mayor a 10-15°C sobre la temperatura ambiental, se
considera ET (Wahid et al., 2007). Dentro de los dafios que causa este tipo de estrés en las
plantas se puede citar la inhibicién de crecimiento, reduccién en el flujo de iones,
produccion de especies activas del oxigeno, desnaturalizacion y agregacion de proteinas,
incremento en fluidez de lipidos de membranas, inactivacion de enzimas cloroplasticas y
mitocondriales e inhibicion de sintesis de proteinas, entre otros (Howarth, 2005; citado por
Wabhid et al., 2007). Es importante caracterizar correctamente el ET, dado que temperaturas

moderadamente altas durante todo el llenado de granos (25 a 32°C) o breves periodos (3-5
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dias) de muy altas temperaturas (33 a 40°C) pueden tener efectos muy diferentes en el Rto y
calidad de los granos (Wardlaw y Wrigley, 1994). Wardlaw et al., (2002) concluyeron que
los episodios de temperaturas muy altas resultan mas perjudiciales sobre el PG que
temperaturas moderadamente elevadas sostenidas durante un periodo més largo. Rondanini
et al., (2003) también reportaron efectos detrimentales de breves periodos de ET durante el
llenado en el PG de girasol. Esta distincion en los tratamientos de ET es relevante dado que
en muchos casos, lo que ocurre en condiciones de campo son episodios de alternancia de
altas temperaturas.

El EH ocurre inicialmente cuando la tasa perdida de agua por transpiracion supera la
tasa de absorcién, ocasionado por disminuciones en el potencial hidrico del agua del suelo
(Jaleel et al., 2007b-e). Los efectos de EH depende de la intensidad y duracion del mismo,
los que se traducen en menores contenidos de agua en la planta, e inducen: pérdida de la
turgencia, disminucién del crecimiento celular por elongacién, cierre de estomas,
disminucion de la disponibilidad de CO,, caida de la tasa de fotosintesis, aumento de la
generacion de especies activas del oxigeno y procesos oxidativos, cambios en los
contenidos de azucares y almiddn y finalmente marchitamiento y muerte (Bohnert y Jansen,
1996). Hsiao (1973) definié tres grados de EH teniendo en cuenta el contenido relativo de
agua (CRA), medida que normaliza el contenido real de agua en tejido con respecto al
potencial de agua que el tejido podria tener (Lawlor, 1995). Los tres grados de clasificacion
fueron: i) estrés leve: disminucién del potencial hidrico de algunos bares (décimas de MPa)
o del CRA en un 8-10% respecto a plantas bien regadas bajo leve demanda evaporativa; ii)
estrés moderado: disminucion del potencial hidrico méas acentuada, aunque menor a 1,2-1,5
MPa o una disminucion del CRA entre un 10 y un 20% vy, iii) estrés severo: disminucion
del potencial hidrico mayor a 15 bares (1,5 MPa) o disminucion del CRA mayor a un 20%.

Prasad (2008), establece que cuando existen episodios que combinan estreses abidticos
(i.e. ET, EH, estrés salino, entre otros) los efectos deletéreos se incrementan, de forma que
no se registran los mismos dafios frente a un estrés en forma individual que en combinacion
con otros estreses y en condiciones de campo, el EH y ET usualmente coocurren. Mittler
(2006), observd que las respuestas moleculares y metabolicas de las plantas a una
combinacion de ET x EH son unicas, no pudiéndose extrapolar directamente a las

respuestas de las plantas a cada uno de los mencionados estreses de forma individual.
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3. Efectos del Estrés Térmico y/o Hidrico en Relacion al Momento de Ocurrencia

Durante el Ciclo Ontogénico de la Soja

Es conocido que existe un efecto diferencial sobre los componentes del Rto de los
cultivos a la ocurrencia de eventos de ET y/o EH segun la etapa fenoldgica que atraviesa el
cultivo. Por ejemplo, ocurrencias de episodios de ET (35°C) en la etapa final de fijacion de
vainas en soja, disminuye el NG (Spears et al., 1997; citado por Egli, 1998), mientras que
en situaciones de EH las reducciones en el NG pueden ocurrir entre la floracion y la
fijacion de la vaina (Shaw y Laing, 1966; citado por Egli, 1998;). Estos descensos son
consistentes con lo planteado parrafos anteriores donde se especifica que cambios en las
condiciones ambientales como el ET y EH a lo largo del periodo critico, reducen la
disponibilidad de asimilados debido a alteraciones en la fotosintesis, lo que produce
modificaciones en los subcomponentes que determinan el NG. El PG, que depende de la
tasa de crecimiento y de la duracién del llenado de grano, se reduce tanto en condiciones de
ET (Tollenaar y Bruulsema, 1988: citado por Egli, 1998) como de EH severo durante el
llenado de grano en soja (de Souza et al., 1997). Esta reportado que la tasa de crecimiento
en condiciones de ET, aumenta a temperaturas mayores a los 30°C (Gibson y Mullins,
1996; citado por Egli et al., 1998), al igual que la duracion de llenado, pero al momento de
explicar las reducciones en los valores de PG, pareciera que las reducciones en la tasa de
crecimiento son mas explicativas que las disminuciones en la duracion de llenado
(Tollenaar y Bruulsema, 1988; citado por Egli, 1998). Bajo EH severo, a pesar de que la
tasa de crecimiento es levemente afectada, la duracion del llenado de grano es notablemente
reducida (18-29%), lo que produce disminuciones del PG (7-32%) y por ende del Rto (26-
44%), ademas de acelerar procesos de removilizacién asociados a senescencia (de Souza et
al., 1997). En trigo, Perrotta et al., (1998), registr0 durante el periodo de llenado,
alteraciones en el PG y la calidad, incluyendo cambios en el contenido de proteinas en
relacion a otros componentes del grano, pudiendo cambiar el tipo de proteinas sintetizado,
afectandose la relacion gluteninas:gliadinas en detrimento de la calidad panadera del trigo
(Stone y Nicolas, 1994). EI mecanismo de reduccion de la duracion de llenado de grano, lo
que reduce el tamafio de las semillas, permite desviar los recursos para hacer frente a los

estreses, optimizando la disponibilidad de fotoasimilados a cada uno de los granos ya
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establecidos en un lapso menor de tiempo comparado con condiciones controladas, lo que

permite mantener constante la tasa de crecimiento individual por semilla (Egli, 1998).

4. Respuestas Bioquimicas-Fisiologicas del Funcionamiento de la Fuente de
Asimilados en Soja al Estrés Térmico y/o Hidrico

4.1 Fotosintesis y Carbohidratos

La sacarosa y el almidon (Alm) son los principales productos primarios de la fotosintesis
y como tales, son indicadores del funcionamiento fotosintético de las plantas. Tanto el ET
como el EH pueden influir negativamente en la fotosintesis ya sea a través del cierre de los
estomas, lo que disminuye el flujo de diéxido de carbono (CO;) (Chaves et al., 2003;
Flexas et al., 2004) o bien, afectando las actividades metabdlicas (Farquhar et al., 1989).
Estas alteraciones, producen disminuciones en las concentraciones de sacarosa y Alm,
reduciendo la disponibilidad de asimilados en toda la planta. Por ejemplo, Chaitanya et al.,
(2001), observaron en plantas de Morus alba que episodios de ET (40°C) provocaron
reducciones en las concentraciones de sacarosa y Alm debido a la disminucion de la
actividad de la enzima sacarosa fosfato sintasa, la cual interviene en la sintesis de sacarosa.
También se conoce en algunos cereales que elevadas temperaturas, reducen los niveles de
Alm (Maestri et al., 2002). Brevedan y Egli (2003) y de Souza et al., (1997), en plantas de
soja en macetas bajo condiciones de EH durante el llenado de grano, registraron
disminuciones en la concentracion de Alm y azlcares (Az), al mismo tiempo que se
redujeron los valores del Rto, PG y NG (en menor medida) indicando que el proceso de
fotosintesis fue alterado ya sea a nivel bioquimico y/o fisiol6gico, observado por la
disminucidn en la disponibilidad de asimilados (Alm y Az).

Las clorofilas (Clo) son moléculas complejas encargadas de la absorcion, transferencia y
conversion fotoquimica de la energia luminica que sustentan la fotosintesis (Taiz y Zeiger,
2008). Esta demostrado, que ante condiciones de ET y/o EH las Clo disminuyen (Farooq et
al., 2009; Anjum et al., 2003b). Una posible explicacion de por que esto sucede, es la
propuesta por Howarth (2005) (citado por Wahid et al., 2007) quien reporté que el ET
afecta las enzimas presentes en las Clo. Por otro lado, resulta interesante destacar que, si el
ET y/o EH se produce durante el llenado de grano, se acelera la senescencia de la canopia

del cultivo, disminuyendo los valores de Clo (de Souza, 1997). La reduccion en la
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concentracion de estos pigmentos fotorreceptores, responsables de la primera etapa en la
transformacion de la energia de la luz solar en energia quimica, conlleva a una reduccién de
la de fotosintesis, acelerando el periodo de llenado (Wittenbach et al., 1980).

En situaciones de campo se conoce que, bajo condiciones de EH, las temperaturas de la
canopia se elevan frecuentemente al reducirse la transpiracion, superando a menudo la
temperatura del ambiente (Idso et al., 1981; Rose, 1988). En cultivos bajo EH se podria
esperar entonces que temperaturas altas generen mayor estrés si son acompafiadas por
sequia inductora del cierre estomatico (Stone, 1999). Esta combinacién de estreses (ET x
EH) modifica los procesos fotosintéticos (Rizhysky et al., 2004) produciendo alteraciones
de tipos aditiva o multiplicativa (Prasad, 2004), debido a que la combinacion tiene varios
aspectos Unicos como la superposicion de elevados niveles de respiracion con bajos niveles
de fotosintesis, estomas cerrados y altas temperaturas en hoja (Mittler, 2006). Pese a estas
consecuencias diferenciales existentes entre la combinacion de estreses y la manifestacion
individual de cada uno de ellos, no se ha podido registrar evidencias que analicen el Alm,
Az y Clo como marcadores indirectos del estado fotosintético de la plantas bajo situaciones
de ET x EH y la asociacion de estos con el Rto y sus componentes.

Ademaés de las variables ya citadas para conocer el estado fotosintético de las plantas, se
puede determinar la eficiencia cuantica del fotosistema Il, variable indicadora de la
eficiencia fotosintética del cultivo, que se determina a traves de la emision de fluorescencia
de clorofilas y diagnostica la presencia de factores de estrés (como el ET y el EH) que
afectan este proceso (Andrews et al., 1995; Mohammed et al., 1995). A través de la
emisién de fluorescencia de clorofilas se puede calcular el rendimiento cuantico del
fotosistema dos (¢PSII), el cual cuantifica la proporcion de energia absorbida por el
fotosistema dos (PSII) que es utilizada en el transporte fotosintético de electrones y esta
fuertemente correlacionada con la tasa de fijacién de CO, (Bilger y Bjérkman, 1990). Otra
variable posible de ser calculada es la eficiencia cuantica maxima del PSII (Fv/Fm) la cual
es un parametro muy estable entre las distintas especies vegetales e indicativa de procesos
de fotoinhibicion dados por dafios fotooxidativos de proteinas esenciales del PSII (Greer,
1998). Este valor disminuye cuando la planta esta sometida a algln tipo de estrés, tanto
bidtico como abidtico. La disminucion de la tasa de transporte electronico suele ser de
menor magnitud que la caida de la fotosintesis (Flexas et al., 1998), lo que sugiere que

otros procesos (distintos que la asimilacion de CO,) se convierten en destinos alternativos
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de electrones. Los principales destinos alternativos de la energia absorbida son la disipacion
en forma de calor y las transferencias de electrones o energia hacia el oxigeno.

Willits y Peet (2001) encontraron en plantas de tomate (Lycopersicon esculentum Mill.)
sometidas a ET (40°C) en invernadero, valores Fv/Fm de 0,83 en hojas con temperatura de
15°C y de 0,79 en hoja con temperatura de 40°C. Inamullah e Isoda (2005) observaron en
platas de soja en macetas bajo condiciones de EH, disminuciones tanto en los valores de
Fv/Fm como de ¢PSII, mas atn, si aumentaba la temperatura de las hojas. La disminucion
en los valores de eficiencia cuantica bajo ET y EH demuestran alteraciones en la
fotosintesis, lo que se traduce en disminuciones en la disponibilidad de asimilados y cdmo
se citd parrafos anteriores, reducciones en la disponibilidad de asimilados podrian afectar el
Rto final del cultivo y sus componentes. Sin embargo, no se ha podido encontrar

antecedentes que consideren a la Fv/Fm y al ¢PSII como predictores del Rto, NG y PG.

4.3 Estrés oxidativo

El oxigeno molecular en estado basal es una molécula triplete con los electrones de su
ultimo orbital desapareados, 1o que lo torna relativamente poco reactivo (Foyer et al.,
1994). Las vias de activacion son dos: i) absorcion de energia y cambio del spin de uno de
los electrones desapareados generando oxigenos singulete (O,Y) vy, ii) reduccién
monovalente consecutiva hasta llegar a agua con la consecuente formacion de radical
superoxido (Oy), peroxido de hidrégeno (H.0,) y radical hidroxilo (OH"). En conjunto
estos compuestos se denominan especies activas del oxigeno (EAO) (Mittler, 2002)

La generacion de EAQO es parte del metabolismo aerébico normal y aumenta bajo toda
condicidn de estrés. Tanto el ET como el EH, reduce la utilizacion del poder reductor en el
aparato fotosintético, debido a una baja en la disponibilidad de CO, o a la caida en la
actividad de procesos metabdlicos, intensificando asi, el suministro de energia de
excitacion a la molécula de oxigeno (Tambussi, 2004), lo que genera EAO. Estas, son
altamente reactivas e inducen modificaciones oxidativas en las macromoléculas celulares:
lipidos, carbohidratos, proteinas y acidos nucleicos. Los efectos deletéreos de las EAO
configuran lo que se conoce como estrés oxidativo. La peroxidacion de lipidos inducida por
EAQO produce compuestos como etanol y el malondialdehido (MDA), considerados como
marcadores de la peroxidacion, los que a su vez pueden actuar sobre las membranas

alterando su funcionalidad (Fig. 3), sobre el ADN, desnaturalizandolo (Fujimoto et al.,
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1984), sobre el ARN mensajero inhibiendo la sintesis proteica (Dhindsa, 1982), sobre las
proteinas modificandolas mediante enlaces covalentes y sobre los aminoécidos oxidandolos
(Priestley, 1986). Los niveles de EAO son controlados por el llamado sistema antioxidante,
el cual incluye componentes enzimaticos y componentes no enzimaticos que funcionan en
forma coordinada (Foyer, 1994). Los mismos, en ciertas condiciones, pueden superar los
niveles de EAO, disminuyendo asi, posibles eventos de estrés oxidativo (Mittler, 2002). En
este trabajo, se determinaron concentraciones de antioxidantes no enzimaticos a partir de la
capacidad férrico reductora de plasma (FRAP), ensayo reportado por Benzie y Strain
(1996), el cual permite conocer en parte, el estado actual del sistema antioxidante en la
fuente fotosintética bajo diferentes condiciones ambientales.

Existen trabajos que analizaron los valores de MDA vy antioxidantes bajo situaciones de
ET y/o EH. Por ejemplo Xu y Zhou (2006), reportaron en su ensayo con Leymus chinensis
en macetas, que las altas temperaturas (32°C), en forma individual, o en combinacién con
EH (25-40% CRA), da lugar a la acumulacion de MDA lo que provocaria dafio celular.
Estos mismos autores observaron que plantas aclimatadas a altas temperaturas tuvieron
bajos valores de EAO explicado por altos niveles de antioxidantes no enziméticos entonces,
mientras mayor era la concentracion de antioxidantes, menor era la posibilidad de que la
planta sufriera dafio oxidativo. Grumberg et al., (2013) detectaron en ensayos en macetas
en soja una correlacion entre mayor dafio oxidativo (medido a partir de MDA) y menor
tolerancia al estrés por sequia, deduciendo que altos valores de MDA se relacionan con
situaciones de EH.

Los dafios ya ocasionados por el ET y/o EH sobre la fotosintesis, sumado a la reduccion
de las macromoléculas que intervienen en dicho proceso, producen conjuntamente
disminuciones en la disponibilidad de fotoasimilados provocando consecuencias adversas
en el crecimiento general de la planta (Tambusi, 2004). Considerando que la poca
disponibilidad de asimilados afecta el Rto, NG y PG, estudiar como impactan fenémenos
de ET y/o EH en el Rto de la soja y sus componentes, teniendo en cuenta valores de EAO y
antioxidantes, podria contribuir a un nuevo abordaje en el tema ya que no se han registrado

antecedentes en el mismo.
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Figura 3. Alteracion de la membrana biolégica debida a dafios oxidativos causados por
radicales libres, los cuales producen oxidacion de proteinas y peroxidacién en fosfolipidos de

membrana.

4.4 Ureidos

La soja establece simbiosis con bacterias fijadoras del nitrogeno del grupo de los
rizobios, especificamente del género Bradyrhizobium sp, durante la cual se desarrolla un
nuevo organo en el cortex externo de la raiz, el nédulo donde ocurre la fijacion biolégica
del nitrogeno. El nitrégeno fijado biolégicamente es inicialmente incorporado como
asparragina, aspartato, glutamina y glutamato, luego éstos compuestos son metabolizados
en los nédulos en forma de ureidos: principalmente alantoina (Al) y &cido alantoico (AcA)
(Vance, 2005). La via de formacion de los ureidos incluye en sus primeras etapas al acido
urico, producto de la metabolizacion de las bases de purina, el cual se convierte en Al. Este
ultimo, presenta dos vias, una de transporte y otra de transformacién. La primera consiste
en introducirse en forma directa a la corriente xilematica y la segunda, en la conversion de
Al en AcA, ureido que se suma luego a la corriente xilematica, llegando asi a los diferentes
organos de la planta (Schubert, 1986). Por ello, son los ureidos la principal forma de
transporte de N a larga distancia en leguminosas tropicales (Lodwig, 2003) (Fig. 4).

Ante ausencia de estreses, la concentracion de ureidos es mayor en tallos y flores y
menor en hojas (Ladrera et al., 2007; King y Purcell, 2005; Vadez et al., 2000). Esto se

debe a que los ureidos, al llegar a las hojas, son metabolizados para dar lugar a otros
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compuestos nitrogenados (Atkins et al., 1982; Herridge et al., 1978). Por el contrario, bajo
condiciones de estrés, particularmente de EH, los ureidos se acumulan en hojas. Este
aumento en la concentracion de ureidos, donde la disponibilidad de esqueletos carbonados
se ve reducida por el EH, es consistente con la teoria de que los ureidos son una forma mas
eficiente de transporte de N (Atkins, 1991), la cual consume bajas concentraciones de C y
permite a la planta una mayor eficiencia en el uso de fotoasimilados (Pate, 1983). Diversos
autores, entre ellos Serraj et al., (1999 a, b) y Ladrera et al., (2007) observaron que el
aumento de ureidos en hojas de soja durante el EH en la etapa vegetativa, era acompafiado
por disminuciones en la fijacion biologica de N, lo cual podria responder a un mecanismo
de retroalimentacion negativa, donde el aumento de ureidos en hojas inhibe la fijacion de N
en los nédulos de las raices (Serraj y Sinclair, 2003). Sinclair et al., (2007) también reporto
para EH, que la fijacion simbidtica del nitrdgeno disminuye ante modestos déficits de agua
en el suelo. Esta reduccién en los niveles de N, reduce la fuente de proteinas que aportan al
peso final de los granos, logrando reducciones en el Rto del cultivo. Por ejemplo, genotipos
tolerantes al EH tienen la capacidad de ser sensibles a la baja disponibilidad hidrica
logrando una correcta fijacion bioldgica del N, que se traduce en un Rto mayor comparado
con genotipos no tolerantes (Sinclair et al., 2007).

A pesar de que se han registrado numerosos trabajos en soja acerca del contenido de
ureidos en condiciones de EH, pocos son los estudios que analizan los ureidos bajo ET y la
combinacién de estreses (ET x EH), mas aun, teniendo en cuenta en forma aislada el
comportamiento de la Al y AcA, los dos tipos de ureidos predominantes en soja que se
metabolizan en vias diferentes. Ademas, seria interesante aportar que sucede con el Rto y

sus componentes bajo ET y ET x EH en relacion al contenido de ureidos.
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HIPOTESIS

La combinacion del estrés térmico con el hidrico durante el llenado de granos en soja,
producen alteraciones en la fuente fotosintética observandose una aceleracion del proceso
de senescencia foliar y modificaciones en los contenidos de las distintas variables
bioquimico-fisioldgica que caracterizan el funcionamiento de la fuente. Estos efectos sobre
la fuente se traducen en alteraciones sobre el rendimiento y sus componentes (nimero y

peso de granos).

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL:

Analizar el impacto de episodios de altas temperaturas y estrés hidrico durante el llenado
de granos de soja sobre el metabolismo primario de la fuente y como esto afecta el

rendimiento y sus componentes.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

En genotipos de soja sometidos a breves intervalos de altas temperaturas, déficit de agua

y su interaccion durante el llenado de granos se propone:

1) Cuantificar los cambios producidos en el rendimiento y sus componentes.

2) Caracterizar los efectos sobre el metabolismo primario y oxidativo de las hojas
fuente,

3) Establecer asociaciones entre las variables bioguimicas-fisiologicas y, entre estas y el

rendimiento, peso y nimero de granos.
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MATERIALES Y METODOS

El experimento se llevo a cabo en la EEA INTA Manfredi (31°49' S, 63° 46' O) durante
la campana agricola 2012-2013, utilizando 2 genotipos de soja SPS 4x4 RR y SPS 4x99 RR
ambos cultivares de grupo de madurez IV largo y hébito de crecimiento indeterminado (es
decir, que presentan superposicion de estados vegetativos con reproductivos). El ensayo se
implantdé sobre suelo Haplustol éntico, perteneciente a la serie Oncativo. Previo a la
siembra se realizaron analisis de suelo de: fosforo disponible, nitrégeno de nitratos, pH y
materia orgéanica, determinaciones realizadas por el laboratorio de suelos del INTA
Manfredi. Se efectu6 el control de plagas y enfermedades para evitar reducciones en el Rto.
Se registraron diariamente datos de temperatura, radiacion solar y humedad relativa
obtenidas de estaciones meteoroldgicas (Cavadevices, Buenos Aires, Argentina) ubicadas

en el sitio experimental.

1. Disefio experimental y tratamientos

Se efectud un disefio experimental en parcelas sub-subdivididas con 2 repeticiones (bloque
1y 2), donde la parcela principal correspondié al EH, la sub-parcela al genotipo y la sub-
sub parcela al ET (Fig. 5). El tamafio de cada parcela fue de 4 surcos de 4 metros de largo

distanciados a 0,52 metros entre ellos con una densidad aproximada de 25 plantas m™.

29



REGADO

ETxE ET

BLOQUE 1 BLOQUE 2

Figura 5. Disefio experimental del ensayo realizado a campo en el EEA INTA Manfredi con
dos repeticiones (bloque 1y 2). La parcela principal correspondi6 a estrés hidrico (EH), la
sub-parcela al genotipo (SPS 4x4 RR cuadrado blanco, SPS 4x99 RR cuadrado negro) y la
sub-sub parcela al estrés térmico (ET). Los cuatro tratamientos fueron: control (C), ET, EH y
ET x EH.

El experimento consistié en manipular la disponibilidad hidrica y la temperatura durante
el llenado de granos en soja, a partir de R5.5 (semillas con longitud de 6mm segun Fehr y
Caviness, 1977), una vez que la division celular cotiledonar ha finalizado. Esto dio lugar a
cuatro tratamientos: control, estrés térmico, estrés hidrico y estrés térmico x estrés hidrico.
Los niveles de ET fueron: i) sin estrés (temperatura ambiente) y ii) episodios que superaron
los 32°C durante 6 horas alrededor del mediodia. Se utiliz6 como temperatura de referencia
32°C; porque numerosos experimentos han mostrado que temperaturas por encima de este
valor reducen tanto la tasa de crecimiento del grano como la duracion del llenado de granos
en soja (Egli y Wardlaw, 1980; Gibson y Mullen, 1996; Egli, 1994). El incremento de
temperatura se logré mediante carpas de polietileno (Fig. 6A) cerradas desde las 10:00
hasta las 16:00 h durante 21 dias a partir de R5.5 (Fig. 7). El nivel de ET se monitored
mediante sensores de temperatura. Los niveles de EH fueron: i) sin estrés (proximo a
capacidad de campo) lo cual se logré6 mediante riego por goteo y ii) con estrés moderado
(20% agua util aproximadamente) donde el aporte de agua por las lluvias fue excluido por
medio de estructuras moéviles (rainout shelters) (Fig. 6B). Dicho estrés se impuso a partir
de R5.5 (segun Fehr y Caviness, 1977) hasta el final del ciclo (Fig. 7). El nivel hidrico
objetivo fue monitoreado a través de mediciones gravimétricas del agua en el suelo en
cuatros momentos: antes de la siembra, en R3 (comienzo de fructificacion) al final del

tratamiento de ET y al final del ciclo del cultivo.
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Figura 6. Fotos del ensayo realizado a campo en el EEA INTA Manfredi: A) carpas de

polietileno cerradas desde las 10:00 hasta las 16:00 h para lograr el incremento de temperatura;

B) estructuras moviles denominadas rainout shelters que permiten la exclusién del agua de

lluvias y C) parcelas que combinan rainout shelters con carpas de polietileno para lograr la

interacciéon de ambos estrés (ET x EH).
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Figura 7. Momento de imposicién (flecha rojo-azul) del estrés térmico (ET) y/o estrés

hidrico (EH) en relacion al ciclo ontogénico del cultivo de soja. Duracion del ET: linea roja'y

del EH: linea azul.
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2. Determinaciones de variables Bioquimicas

Tanto las determinaciones bioquimicas como las ecofisioldgicas fueron realizadas en el
estrato superior del canopeo del cultivo. Se estudid éste estrato en particular, debido a que
el mismo recibe el 90 % de interceptacion incidente de la radiacion fotosintéticamente
activa (Hatfield y Carlson, 1978), dispone mayores concentraciones de CO,, (Baldocchi et
al., 1983), y es por lo tanto, el estrato que aporta la mayor cantidad de fotoasimilados
(Hatfield y Carlson (1978). Ademas, como lo reportaron Rotundo y Westgate (2010) en
soja, la parte superior del canopeo es la mas afectada respecto a la inferior ante una
situacion de estrés a campo. De los tres foliolos que constituyen la hoja de soja, se escogid
el foliolo central debido a que el grupo de trabajo realizo distintas determinaciones
fisioldgicas comparativas, no encontrando diferencias entre los tres foliolos, razén por la
cual, se unificé trabajar en el foliolo central.

Para las determinaciones bioquimicas se seleccion6 por unidad experimental una hoja
correspondiente al tercer nudo superior del tallo principal de tres plantas, ubicadas en los
surcos centrales en los momentos: antes, durante y después de la aplicacion del ET, EH y
ET x EH. Se obtuvo un nimero total de muestras de 144, resultando de la combinacion de
16 unidades experimentales (8 por genotipo) x 3 momentos de muestreo (antes, durante y
después) x 3 repeticiones. Inmediatamente luego del corte, las hojas fueron congeladas en
nitrégeno liquido para su posterior almacenamiento en freezer a una temperatura de -20°C,
hasta el momento de realizar las determinaciones. Las determinaciones se realizaron en la
Cétedra de Fisiologia Vegetal de la FCEFYN-UNC y en el area de Fisiologia de la
Produccion del IFRGV-CIAP-INTA (ex IFFIVE). Para los analisis se utilizaron por unidad
experimental 6 discos de 2 cm? c/u, pertenecientes al foliolo central de la hoja de cada
planta muestreada, obteniendo como resultado 18 discos por unidad experimental (6 discos
x 3 plantas por unidad experimental). Los discos se molieron en un mortero conteniendo
nitrégeno liquido. El tejido molido se resuspendié en 1500 ul de etanol 80% frio y se
centrifug6é a 14.000 rpm durante 5 minutos. El sobrenadante obtenido se utilizé para la
determinacion de FRAP. Luego la extraccion etanolica fue calentada a 80°C durante 20
minutos, se centrifugd a 14.000 rpm durante 5minutos y se separ6 el sobrenadante del
pellet. El primero fue utilizado para determinacion de malondialdehido, clorofilas totales y
azlcares totales, mientras que el pellet fue utilizado para determinacién de almidon y

proteinas totales.
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2.1 Capacidad férrico reductora de plasma (FRAP):

Esta determinacion se realizd segun el protocolo de Benzie y Strain (1996). Para esto se
tomaron 5 ul de la extraccidn etandlica y se hicieron reaccionar con 100ul de una mezcla
que contenia buffer acetato de Na 0,25 M pH 3,6, TPTZ 0,83 mM y FeCl; 16,6 mM. Luego
de 20 minutos de incubacion a temperatura ambiente, se midié mediante espectrofotometria
la absorbancia a 600 nm. Los resultados fueron referidos en umoles cm™ utilizando para

esto una curva de concentraciones conocidas de TROLOX (Benzie y Strain 1996).

2.2 Malondialdehido (MDA)

Para la determinacion de MDA se utilizé el protocolo de Heath y Packer (1968). Se
hicieron reaccionar 200 pl de la extraccion etanolica con 200 ul de una mezcla que
contenia acido tricloroacético 20% (P/V) y &cido tiobarbitdrico 0,5% (P/V). La mezcla se
calent6 a 90°C durante 20 minutos a bafio maria y se centrifugé a 14.000 rpm durante
5min. Luego se procedi6 a la determinacion espectrofotométrica de la absorbancia a 532 y
600 nm. La concentracion de MDA se calculd a partir de la absorbancia a 532 nm (la
correccion se realizo restando la absorbancia a 600 nm para la turbidez no especifica)
utilizando un coeficiente de extincién molar de 155 mM™cm™ y expresandola como

mmoles de MDA c¢cm™.

2.3 Clorofilas Totales (Clo)

Para esta determinacion se siguid el protocolo propuesto por Tetley y Thimann (1974),
utilizando 100 pl de la extraccion alcohdlica y se medio su absorbancia a 652 nm mediante
espectrofotometria. Para el calculo se utilizd un coeficiente de extincion molar de 39,8 Mm”

'em™ El resultado se expres6 en g m™.

2.4 Almidon (Alm)

La determinacion de este compuesto se realiz6 segin el protocolo de Guan y Janes

(1991). Al sobrenadante pellet obtenido de la extraccion alcoholica de la solucion madre se
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lo resuspendié en agua destilada, se lo incubd a 100°C durante 30min y luego se hizo un
tratamiento de 16 h a 55°C con la enzima amiloglusidasa y se incub6 durante toda la noche.
Se centrifugd la muestra a 1200 rpm durante 10 minutos. Se tomaron 60 ul del
sobrenadante y se los hizo reaccionar con 500 pl de reactivo de sumner (1.76M NaOH,
4,4mg de tartrato de KNa tetrahidrato, 2 mg de Acido 3,5 dinitrosalicilico) a 100°C durante
5 minutos. Se enfrio la reaccion y se midio por espectrofotometria su absorbancia a 550
nm. Para el calculo de concentracion de Alm se utilizd una curva de concentraciones

conocidas de Glucosa y los resultados se expresaron en g m™.

2.5 Azucares Solubles Totales (Az)

La fraccion sobrenadante de la extraccion alcohdlica se secé en estufa a 60°C durante 24
h, luego se resuspendid en 1500 ul de buffer HEPES-KOH 50 mM pH 8.3 y se centrifugo a
14.000 rpm durante 5 minutos. Se tomaron 10 pl de esta solucion y se hicieron reaccionar
con 1000 pl de reactivo de anthrona a 100°C durante 5minutos en bafio maria. Se midié la
absorbancia a 620 nm. Para el calculo de la concentracion de Az totales se utiliz6 una
curva de Glucosa de concentraciones conocidas y el resultado se expresé en m gm™. El

protocolo, al igual que para la determinacion de Alm fue el de Guan y Janes (1991).

2.6 Proteinas (PrH)

Esta medicion se realiz6 a partir de lo propuesto por Lowry et al., (1951). Se utiliz6 una
fraccion del pellet resuspendido en agua, a la cual se le agreg6 SDS 1% (P/V) y se lo
incub6 a 100°C durante 5minutos, luego se lo centrifug6 a 14.000 rpm durante 5minutos.
Se mezclaron 10 pl de esta solucion con 800 ul de la solucion ABC, se incub6 por 15
minutos y se agregd 32 pl de reactivo de foling. Se midié la absorbancia a 578 nm. Para el
calculo de la concentracion de PrH totales se utilizd una curva de concentraciones

conocidas de albtimina sérica bovina (BSA) y se expresé como mg cm’™.

2.7 Contenido de Ureidos

Para esta medicion se utilizé la técnica de determinacion quimica propuesta por Vogels

y Van der Drift (1970). A diferencia del resto de las determinaciones, se trabajo con hojas
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(se utilizaron los foliolos laterales y lo que restaba de los foliolos centrales) previamente
secadas con un peso aproximado de 0,05 g y se sumergieron en Buffer KsPO,4 0,025 M pH
6. Se trabajé paralelamente con tres tubos (A, B y C) los cuales sufrieron diferentes
procesos de hidrolisis. Para esto se utilizaron 100 ul del sobrenadante. Luego, a estos tres
tubos se le agregd fenilhidrazina 3 mg ml™ y HCI concentrado ademas de 100 ul de
ferricianuro de potasio 16 mg ml™. Se midié la absorbancia a 520 nm inmediatamente. Se
calcularon las cantidades de glioxilato en cada reaccion a partir de una curva de calibracion
(0-0,01 pumoles). La concentracion de AcA se calculd a partir de la diferencia de las
cantidades de glioxilato entre las reacciones B y A. La cantidad de Al se calcul6 a partir de
la diferencia de las cantidades de glioxilato entre las reacciones C y B. Los resultados

fueron expresados en pmoles g PS™.
3. Determinaciones de variables Eco-Fisioldgicas

3.1 Eficiencia Cuantica del Fotosistema Il (¢PSII y Fv/Fm)

Con el objetivo de analizar el impacto del ET, EH y ET x EH sobre la eficiencia
cuantica del fotosistema Il, se muestred el foliolo central de cada hoja correspondientes al
segundo, tercer o cuarto nudo superior del tallo principal de seis plantas por unidad
experimental ubicadas en los surcos centrales, durante los momentos antes, durante y
después de la aplicacion de los mencionados estreses. Se obtuvo un numero total de
muestras de 288 resultando de la combinacién de 16 unidades experimentales (8 por
genotipo) x 3 momentos de muestreo (antes, durante y después) x 6 repeticiones. Mediante
un medidor de pulso modulado (FMS2, Hansatech Instruments, Pentney King's Lynn,
U.K.) se determiné el ¢PSIl y la Fv/Fm), esta Gltima en hojas adaptadas a la oscuridad
durante 30 minutos. Se realizaron seis repeticiones para Fv/Fm y ¢PSIl por unidad
experimental y las mediciones se efectuaron entre las 10:30 h y 15:00 h sobre el foliolo

central de cada hoja, durante dias soleados y despejados.

3.2 Contenido Relativo de Agua (CRA):

La formula utilizada para el calculo de este parametro es la siguiente (Kramer, 1974,
citado por Medina, 2007):

35



Peso Fresco — Peso Seco
Peso Saturado - Peso Seco

Para ello se obtuvieron los pesos frescos de segmentos foliares (cuatro cm?)
correspondientes al tercer y cuarto nudo superior, muestreando 3 plantas por unidad
experimental. Luego los segmentos foliares fueron sumergidos en agua destilada durante 24
h para asi obtener el peso saturado. Por Gltimo se secaron en estufa durante 72 h a 60°C
para la obtencion del peso seco.

3.3 Rendimiento, Nimero y Peso de Granos

La cosecha del ensayo se realiz6 cuando las parcelas alcanzaron la humedad de cosecha,
en forma manual cortando las plantas a nivel del suelo y tomando los dos surcos centrales
de cada tratamiento. Posteriormente se procesaron las muestras en una trilladora
experimental estacionaria (Forti, Pergamino, Argentina). Se estim6 el Rto ajustado a la
humedad base del cultivo (13,5%) (kg ha™), peso de mil semillas (gramos) ajustado a la
humedad base (PM), nimero de grano por m?> (NG). Los componentes de Rto fueron
determinados de la siguiente manera: el peso de mil semillas se calculé para cada
tratamiento y repeticion tomando tres muestras de las semillas cosechadas y contando las
semillas manualmente. Luego se pesaron las semillas contadas y se determiné la humedad
de cada alicuota a través de un humedimetro para granos modelo Tesma A-79 (Tesma
SAIC, Argentina). Posteriormente, se ajustd a la humedad base de comercializacion
(13,5%). ElI NG por unidad de superficie (m?) se obtuvo dividiendo el Rto por el peso de

mil granos.

4. Analisis de Datos

Se calcularon las medidas de resumen media y desvio estandar para todas las variables
analizadas mediante la utilizacion del programa estadistico InfoStat (Di Rienzo et al.,
2010). Con el fin de explorar asociaciones entre Rto, NG, PG y VBF se efectud un analisis
de componentes principales (ACP) (Johnson y Wichern, 2002). Los resultados de este
analisis se visualizan a través de graficos biplot (Gabriel, 1971) construidos a partir de las
dos primeras componentes principales (CP1 y CP2) derivadas del ACP. Las VBF tambien
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se procesaron mediante andlisis de varianza (ANAVA) para detectar diferencias
significativas en las medias de los distintos tratamientos, se trabajo con un nivel de
significancia de p <0,05 y un test a posteriori de DCG utilizando el programa estadistico
Infostat, (Di Rienzo et al., 2010). Finalmente, se ajustaron regresiones lineales simples y
multiples para modelar el Rto, NG y PG en funcidn de las variables bioquimico-fisioldgicas
mas relevantes. Para la seleccion de dichas variables, se consideraron: un nivel de
significancia del 5% para la prueba t en los parametros de regresion estimados, los
coeficientes de determinacion (R?) y el andlisis de los residuos, mediante InfoStat (Di
Rienzo et al., 2010).
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RESULTADOS Y DISCUSION

En la Fig. 8 se muestra la evolucion de la temperatura durante los 21 dias que duré el
tratamiento de ET, donde se puede observar los aumentos de temperatura por encima de la
temperatura ambiente alcanzados en los tratamientos de ET y ET x EH durante 14 dias que
se utilizaron las carpas. La temperatura maxima promedio durante los episodios de ET
super6 en 11,4°C bajo riego y en 13,9°C bajo EH, a la registrada en los tratamientos
control (Tabla 1).
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Figura 8. Promedio de la temperatura media (°C) del aire durante el episodio de estrés
térmico (durante 21 dias a partir de R5.5) para parcelas bajo los tratamientos control (C:
verde), estrés térmico (ET: amarrillo) y estrés térmico con estrés hidrico (ET x EH: rojo). En
el eje de las ordenadas se marca linea continua a los 32°C, temperatura por encima de la cual
se considera ET.
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Tabla 1. Temperaturas (°C) del aire méximas, minimas y medias alcanzadas en los
tratamientos control, estrés térmico con riego (Temperaturas >32°C) y estrés térmico con
estrés hidrico (20% contenido de agua Util) durante episodio de ET (durante 21 dias a partir
de R5.5)

Tratamiento Media Minimo Maximo
Control 23.3 12.6 34.6
Estrés Térmico (ET) 28.6 115 46.0
ET x Estrés Hidrico (EH) 29.9 13.0 48.5

Respecto a la caracterizacion del EH logrado a campo, en la Tabla 2 se puede observar el
promedio de agua Util en las parcelas bajo EH (es decir en zona de shelters) y en los
controles regados en los cuatros momentos en los que se realizaron las mediciones
gravimétricas del agua en el suelo: antes de la siembra, en R3 (comienzo de fructificacion),
al final del tratamiento de ET y al final del ciclo del cultivo. Se puede constatar que al
inicio de los tratamientos (R5.5) el nivel hidrico alcanzado en las parcelas bajo deficiencia
de agua fue en promedio de 16% de agua util, valor préximo al objetivo planteado de 20%
agua util. Resulta interesante notar que una vez finalizado el ciclo del cultivo el contenido
de agua util en las parcelas bajo EH fue de 3%, mientras que en los controles regados fue
de 84%, lo que estaria sefialando un déficit hidrico muy acentuado hacia el final del ciclo

del cultivo.
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Tabla 2. Contenido de agua util (%) medido hasta los 2m de profundidad en las parcelas
bajo los tratamientos control y estrés hidrico (20% agua Util) en los momentos antes (R3),
durante (R5.5) y después (21 dias a partir de R5.5 para ET y R8 para estrés hidrico) del

inicio de los tratamientos.

Momento Control Parcelas bajo

Estrés Hidrico
Comiendo de fructificacion (R3) 71 74
Inicio tratamientos (R5.5) 75 16
Fin Estrés Térmico (21dias) 111 7
Fin Estrés Hidrico (R8) 84 3

Es importante aclarar que si bien, para las diferentes VBF determinadas se registraron
valores correspondientes a los momentos antes, durante y después, sélo se muestran los
resultados referidos al momento después, ya que dicho momento mostrd los valores mas
contrastantes y robustos respecto a los otros dos, permitiendo dar respuesta a los objetivos
planteados en el presente trabajo.

En la Tabla 3 se muestran los valores de Rto, NG y PG para los 4 tratamientos aplicados.
Bajo condiciones de episodios de altas temperaturas en las parcelas regadas se observaron
caidas del Rto de 20% (383 g m™ + 44 g m™) con respecto al control. En estos tratamientos
de ET el NG disminuyé 25% (2086 NG m™ + 247 NG m™), mientras que el PG aumenté
(184 g = 2 g) con respecto al control (174 g + 13 g). Estos resultados difieren de los
encontrados por Dornbos y Mullen (1991), quienes también observaron en ensayos en
maceta en camaras de crecimiento, caidas del Rto (30%) en situaciones de ET
(temperaturas de alrededor de 35°C), pero a diferencia de lo encontrado en este estudio,
esa reduccion se debia a una disminucion similar tanto del NG como del PG. Las
diferencias entre ambos estudios tal vez puedan deberse a que en este trabajo el ET
consistio en la exposicion del cultivo a episodios que superaron los 32°C durante 6 horas
alrededor del mediodia durante 21 dias a partir de R5.5, mientras que Dornbos y Mullen
(1991) expusieron las plantas a temperaturas elevadas (33-35°C) durante todo el periodo de
llenado de granos, desde R5 hasta R7. La menor duracion del ET del presente trabajo
habria permitido a los tratamientos de ET compensar parcialmente la caida del NG a través
del aumento del PG, permitiendo a dichos tratamientos alcanzar un PG final similar al

alcanzado en la situacién control (Tabla 3). En las parcelas bajo EH el Rto se redujo 43%
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(277 g m? + 11 g m™), disminuyendo un 25% (2117 NG m? + 126 NG m?) el NG y un
20% (131 g £ 5 g) el PG (Tabla 3). Estos resultados son coincidentes con los de Dornbos y
Mullen (1991), quienes encontraron reducciones similares tanto del Rto como de sus
componentes bajo EH. Rotundo y Westgate (2010), en ensayos a campo observaron una
disminucion del 20% del Rto, que los autores atribuyeron principalmente a la caida del PG
y en menor medida al NG (21% y 4%, respectivamente). Con lo cual estos resultados
parecieran ser diferentes de los encontrados en el presente trabajo, pero ambos estudios
trabajaron con metodologias para la imposicion del EH totalmente diferentes, dado que en
el caso de Rotundo y Westgate (2010) las parcelas fueron realizadas en secano y cuando el
cultivo alcanzo el estadio fenoldgico de R5.5 por medio de riego suplementario se mantuvo
control sin EH, con lo cual durante el periodo critico de fijacién de granos el cultivo pudo
haber experimentado cierto nivel de estrés hidrico reflejado en el bajo Rto exhibido por los
controles de 2195 kg ha™. Por lo tanto, al partir de una situacion control con un Rto inferior
al potencial y por lo tanto menor NG, luego cuando se compara el Rto de los controles
versus los tratamientos de EH se exacerban mas las diferencias en el PG que en el NG.

La combinacién de los estreses produjo una disminucion del Rto del 41% (286 g m™ +
60 g m™), debido tanto a la caida del NG (2064 NG m™ + 303 NG m™) como del PG (137 g
+ 12 g) con respecto al control, cayendo ambos componentes en similares proporciones (26
y 21%, respectivamente) (Tabla 3). Estas reducciones tanto del Rto, como del NG y PG son
ligeramente inferiores (~10%) a las reportadas por Dornbos y Mullen (1991), lo cual podria
deberse a que dichos autores impusieron ambos estrés (ET y EH) simultaneamente durante
todo el periodo de llenado de granos, es decir de R5-R7. Mientras que en nuestro estudio el
ET se aplicé durante 21 dias desde R5.5 y el EH desde R5.5 hasta el final del ciclo del

cultivo.
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Tabla 3. Valores de media y desvio estandar para las diferentes variables analizadas para el set

de datos correspondientes al momento después.

Variables Control Estrés Térmico Estrés Hidrico ETxEH

(ET) (EH)
Rto (g m™?) 488 + 51 383 + 44 277+ 11 286 + 60
NG (NG m™) 2791 + 176 2086 + 247 2117 + 126 2064 + 303
PG (g) 174 + 13 184 + 2 131+5 137 + 12
CRA (%) 54 +11 57+5 60 + 4 48 +7
Fv/Fm 0,77 £ 0,07 0,75+ 0,08 0,72 +0,08 0,62 0,10
PSI| 0,31+0,11 0,30 + 0,06 0,26 + 0,06 0,27 + 0,08
FRAP(umoles cm™) 14+3 11+3 12+3 10+3
MDA (umoles cm™) 0,40 0,10 0,60 £ 0,14 0,40 0,10 0,40 0,10
Clo (g m?) 1+0,40 2+0,30 140,60 0,80 + 0,50
Az (mg m?) 6+3 4+2 5+2 4+2
Alm (g m?) 542 542 3+2 41
PrH (mg m?) 27 +£13 15+5 22+8 22 +7
Ureidos (umol gPS™) 2,67 + 0,96 2,95 + 3,58 2,99 + 1,95 3,97 + 1,59
AcA (umol gPS™) 0,80 + 0,50 2+1 0,80 + 0,70 1+0,50
Al (umol gPS™) 20,90 2+1 3+2 3x1

CRA: contenido relativo de agua; Fv/Fm eficiencia cantica maxima; ¢PSII: rendimiento
cuantico del del fotosistema dos; Rto: rendimiento; NG: nimero de granos: PG: peso de
granos; FRAP: capacidad férrico reductora de plasma; MDA: malondialdehido; Clo:
clorofilas; Az: azlcares; Alm: almidon; PrH: proteinas de hoja; AcA: &cido alantoico; Al:
alantoina.

Como se menciond anteriormente, en situaciones de ET bajo riego se observd que el PG
final en estos tratamientos fue similar al alcanzado en la situacién control (Tabla 3),
sugiriendo un claro efecto compensatorio, dado que bajo ET se produjo disminucion del
NG (Tabla 3). Este efecto compensatorio habria permitido que el Rto alcanzado bajo ET
fuera mayor que el exhibido por las parcelas bajo EH y ET x EH. Las reducciones en el Rto
a través de los diferentes tratamientos respecto a la situacion control, fueron explicadas por
las disminuciones tanto del NG como del PG. Una de las razones que podrian estar
explicando la caida en el NG es que los estreses hayan afectado la Gltima parte del periodo
critico para la definicion del NG. Aunque la imposicion del ET y/o EH fue realizada a

partir de R5.5, con el objetivo de afectar el periodo de llenado de granos, en soja es
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conocido que el final del periodo critico para la definicion del NG no estad unanimemente
establecido, ya que el mismo se ha estimado que finaliza 10 a 12 dias después de R5 para
algunos autores (Board y Tan, 1995), mientras que para otros, puede prolongarse hasta el
comienzo de R6 (Egli, 1997). Ademas, a esto resulta importante agregar que la soja es un
cultivo que presenta crecimiento indeterminado, en el cual se origina una mayor
superposicién entre los diferentes estados, con lo cual una vez iniciado el llenado de granos
contintan ocurriendo simultdneamente la floracion, fructificacion; ademés de proseguir la
aparicion de hojas y elongacion de entrenudos. Esta reportado, que la determinacion del PG
depende entre otros factores de la duracion de llenado de granos, el cual a su vez, esta
controlado por la tasa de senescencia de las hojas del canopeo y regulado al mismo tiempo,
por los niveles de N en hoja (de Souza et al., 1997). Los cloroplastos y sus componentes
como las Clo representan méas del 70% del N foliar (Taiz y Zeiger, 2008). Durante la
senescencia foliar del cultivo de soja se produce una disminucion del N foliar y por ende,
de las Clo y fotosintesis (Wittenbach et al., 1980; Hayati et al., 1996). Por lo tanto, bajas
concentraciones de Clo en hoja son indicadoras de senescencia foliar (Wittenbach et al.,
1980). Considerando que bajo EH o ET x EH el cultivo alcanzé valores de Clo 50%
menores (1 g m? +0,6 g m?) que las plantas bajo ET (2 g m™ + 0,30 g m?) (Tabla 3), se
puede inferir que independientemente del ET, bajo deficiencia hidrica las plantas mostraron
senescencia anticipada. Esto fue confirmado por el amarillamiento precoz exhibido por las
plantas sometidas a condiciones de EH y/o ET x EH, comparadas con las parcelas regadas
(con o sin ET) como lo muestra la Fig. 9. Mas aun, los tratamientos bajo condiciones de
déficit hidrico exhibieron menor duracion del llenado de granos con respecto al control, 15
dias menos (datos no mostrados), lo cual estaria explicando la disminucion de

aproximadamente 21% observada para PG.
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Figura 9. Foto del ensayo que evidencia el amarillamiento precoz y por lo tanto, el
acortamiento del ciclo en las parcelas bajo déficit hidrico (plantas por encima de la linea

roja) con respecto a las plantas regadas (plantas por debajo de la linea roja).

Las variables de eficiencia de la fotosintesis, estimadas a partir de Fv/Fm y ¢PSII junto
con la concentracion de Az y Alm son indicativas del estado fotosintético de la planta.
Los valores de Fv/Fm, en condiciones ambientales normales (760 mm Hg de presion,
25°C), son préximos a 0,8 los cuales concordaron con los observados en la situacion
control. Las disminuciones mas marcadas de Fv/Fm fueron observadas bajo condiciones
de ET x EH, donde los valores disminuyeron significativamente en un 20% respecto al
control (0,62 £ 0,1) (Tabla 3) (Fig. 10).
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Figura 10. Valores de eficiencia cuantica méaxima del fotosistema dos (Fv/Fm) para los
diferentes tratamientos (C: control; ET: estrés térmico; EH: estrés hidrico; ET x EH: estrés
térmico por hidrico) para el set de datos correspondientes al momento después. Expresados

como medias (+) error estandar. Letras distintas expresan diferencias significativas (p<0,05).

Para ¢PSII las diferencias con respecto al control solo se observaron en la parcelas no
regadas, es decir bajo EH y ET x EH registrdndose una reduccion aproximada del 13%
(Tabla 3). Similares resultados fueron reportados por Xu y Zhou (2006) en plantas de
Leymus chinensis, ya que observaron disminuciones significativas (42%) en los valores de
Fv/Fm en el tratamiento ET x EH (32°C x 25-40% CRA). La variable ¢PSII, mostro
reducciones en condiciones de EH (33%) y ET x EH (83%), pero a diferencia del presente
trabajo, también reportaron caidas bajo situaciones de ET (16%). Los autores concluyeron
que las importantes disminuciones observadas bajo condiciones ET x EH se debieron a
que los efectos adversos del EH agravan los dafios causados por las altas temperaturas, lo
que produce mayores pérdidas en el funcionamiento de PSII._En el presente estudio, los
Az disminuyeron 33% en los tratamientos de ET y ET x EH (4 mg m? + 2 mg m?) y 15%
en EH (5 mg m? + 2 mg m™). Por otro lado, el Alm cayé 40% (3 gm™ +2gm?)y20%
(4gm? +1gm? para EH y ET x EH, respectivamente. Similares resultados bajo
condiciones de EH moderado (CRA 30%) observaron de Souza et al., (1997) en plantas
de soja, quienes registraron reducciones en la concentraciones de Alm (85%) con
respecto al control. Estas disminuciones fueron mas acentuadas que las reportadas en el
presente trabajo, pero las diferencias se pueden deber a que el ensayo de de Souza et al.,

(2007) se realizO en macetas y las variables fueron medidas 20 dias después de R6,
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momento en el que se impuso el EH, mientras que en este estudio a campo los datos
fueron registrados en R8.

Las relaciones antes mencionadas entre el Rto, NG, PG y las VBF fueron exploradas a
partir del biplot obtenido de los dos primeros componentes principales del ACP (Fig. 11),
el cual explico 88% de la variacion total de los datos estandarizados. Dichas correlaciones
fueron analizadas a través de los angulos entre los vectores de las variables, donde angulos
agudos indican correlaciones positivas y angulos obtusos corresponden a correlaciones
negativas entre las variables. En la CP1 de la Fig. 11 se pudo observar que niveles elevados
de Rto y sus componentes estuvieron asociados positivamente a Fv/Fm, ¢PSII, Az y Alm.
La Fig. 11 tambien mostré que los vectores de las mencionadas variables se orientaron
hacia los controles regados, ubicandose en el extremo opuesto a las parcelas bajo déficit
hidrico. Esto coincide con los resultados de la Tabla 3, de la cual se desprende que las
diminuciones mas drasticas en los valores de las variables anteriormente citadas fueron
observadas en las parcelas bajo déficit hidrico, indicando alteraciones en el estado
fotosintético de las plantas sometidas a EH. Lo cual tiene sentido si consideramos que bajo
situaciones de EH se producen cambios fisiologicos en las plantas, como por ejemplo el
cierre de los estomas, con la consecuente reduccion en la asimilacion de CO,, y alteracion
de las actividades metabdlicas propias de la fotosintesis (Prasad, 2008). Si la sequia
inductora del cierre estomatico es ademdas, acompafiada de temperaturas altas las
temperaturas de la canopia se elevan (Stone, 1999) frecuentemente al reducirse la
transpiracion, superando a menudo la temperatura del ambiente (Idso et al., 1981; Rose,
1988) generando mayor estrées. Si bien en el presente trabajo no se midieron conductancia
estomatica ni fotosintesis las reducciones observadas en las variables Fv/Fm y ¢PSlI, junto
con caida de la concentracion de Az y Alm apoyaron la suposicién de que en las parcelas
bajo EH los procesos fotosintéticos se modificaron negativamente. La disminucion de los
estimadoras de la eficiencia fotosintética del cultivo (Fv/Fm y ¢PSIl ) y de los principales
productos de la fotosintesis (Az y Alm) se tradujeron en reducciones en la disponibilidad de
asimilados para el crecimiento de la planta precisamente durante la etapa mas critica para la
determinacion del Rto, cuando el cultivo estd fuertemente limitado por fuente (i.e.
fotoasimilados requeridos para sostener el crecimiento de los granos) (Borras et al., 2004),

afectando seriamente tanto el NG como el PG, y consecuentemente también el Rto.
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Figura 11: Biplot del Andlisis de Componentes Principales para el set de datos
correspondientes al momento después. CRA: contenido relativo de agua; Fv/IFm eficiencia
cantica maxima; PSII: rendimiento cuantico del del fotosistema dos; Rto: rendimiento; NG:
numero de granos; PG: peso de granos; FRAP: capacidad reductora férrico de plasma.

ElI MDA producto de la peroxidacion de lipidos de membranas es utilizado como
marcador de dafios oxidativos. Los valores de MDA fueron similares para el control, EH y
ETxEH (0,40 umoles cm™ + 0,10 umoles cm™), mientras que se observé un aumento del
35% en esta variable bajo ET comparando al control (Tabla 3) (Fig. 12). Esto se vio
reflejado en el biplot de la Fig. 11, en cual el vector correspondiente al MDA se orientd
hacia el tratamiento de ET, lo que estaria sugiriendo que los dafios en las membranas

causados tal vez por EAO, podrian ser mas sensibles al ET que al EH.
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Figura 12. Valores de malondialdehido (MDA) para los diferentes tratamientos (C: control;
ET: estrés térmico; EH: estrés hidrico; ET x EH: estrés térmico por hidrico) para el set de
datos correspondientes al momento después. Expresados como medias (+) error estandar.

Letras distintas expresan diferencias significativas (p<0,05).

Los resultados recién mencionados coinciden parcialmente con los encontrados por Xu y
Zhou (2006), quienes también observaron que las altas temperaturas (32°C) dan lugar a la
acumulacién de MDA, pero a diferencia de este trabajo, ellos reportaron que el aumento en
los niveles de MDA es acentuada en tratamientos de ET x EH (25-40% CRA). Aunque, la
comparacion entre el presente estudio y el de trabajo de Xu y Zhou (2006) es limitada, ya
que estos investigadores realizaron el experimento en otra especie (Leymus chinensis) en
invernadero aplicando los estreses en estado vegetativo. Sus resultados coinciden con lo
hallado por Grumberg et al. (2013) quienes en soja encontraron que el MDA estuvo
positivamente asociado a situaciones de EH. Como se menciond anteriormente, en nuestro
trabajo el MDA aumenté ante ET (Tabla 3), lo cual tiene sentido si consideramos que el
MDA es un producto de la peroxidacién de lipidos de membranas proceso que tiene lugar
con altas temperaturas debido a que las mismas aumentan la fluidez de las membranas
(Prasad, 2008). Interesantemente a partir de la Fig. 11 se observo una correlacion negativa
entre MDA y PrH, dado el angulo obtuso formado entre ambas variables, por lo que se
procedioé a analizar dicha relacion a través de regresion lineal. El andlisis revel6 asociacion
negativa significativa entre PrH y MDA (p=0,0162) aunque los datos mostraron dispersion
(Fig. 13).
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Figura 13. Regresion para la relacion entre proteinas (PrH) y malondialdehido (MDA). Las
formas y colores circulo azul, triangulo verde, cuadrado amarillo y rombo rojo representan
los tratamientos control, estrés térmico, estrés hidrico y estrés térmico con estrés hidrico,

respectivamente.

La asociacion positiva y directa entre MDA y ET es indicativa de peroxidacion de
membranas causadas por las altas temperaturas, que produce entre otros dafios, la
modificacion en la sintesis (Dhindsa, 1982), y estructura de las proteinas en hojas
(Priestley, 1986) causando disminuciédn de las proteinas reflejandose en la relacion negativa
entre MDA y PrH. Por lo tanto, ésta puede ser la razén por la cual disminuciones
significativas en las concentraciones de PrH fueron observadas bajo tratamientos de ET
(Fig. 14).
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Figura 14. Valores de proteinas en hojas (PrH) para los diferentes tratamientos (C: control;
ET: estrés térmico; EH: estrés hidrico; ET x EH: estrés térmico por hidrico) para el set de
datos correspondientes al momento después. Expresados como medias (+) error estandar.

Letras distintas expresan diferencias significativas (p<0,05).

Los ureidos son la principal forma de transporte de N a larga distancia en leguminosas
tropicales (Lodwig, 2003) siendo sus principales formas la alantoina (Al) y &cido alantoico
(AcA) (Vance, 2005). En este trabajo, se observé que la concentracion de ureidos (suma de
Al y AcA) aumentd tanto en condiciones de ET (2,95 umol gPS™ + 1,58 umol gPS™) cdmo
de EH (2,99 umol gPS™ + 1,95 umol gPS™) y ET x EH (3,97 umol gPS™ + 1,59 umol gPS’
1) (Tabla 3). Cuando se consideraron las formas de ureidos Al y AcA se observd que la
primera aumentd bajo EH (3 umol gPS™ + 2 umol gPS™) y ET x EH (3 umol gPS™ + 1
umol gPS™) mientras que el segundo aumento sélo en el tratamiento ET (2 umol gPS™ + 1
umol gPS™) comparado con el control (Tabla 3). El biplot también mostré que niveles
elevados de Al estuvieron asociados a situaciones de EH y ET x EH, mientras que mayores
niveles de AcA estuvieron asociados con ET (Fig. 11). En un trabajo en macetas en plantas
de soja realizado por Serraj et al. (1999b), se detectaron altos niveles de ureidos en hojas,
peciolos y nddulos sometidos a estrés hidrico durante la etapa vegetativa. EI aumento de
ureidos en hojas bajo condiciones deéficit hidrico en el suelo podria responder a un
mecanismo de retroalimentacion negativa, donde el aumento de ureidos en hojas inhibe la
fijacion de N en los nddulos de las raices, como lo sugirieron Serraj y Sinclair (2003).
Ademas, estd ampliamente demostrado que la fijacion simbiotica del nitrdgeno disminuye

ante déficits de agua en el suelo (Serraj y Sinclair, 2003; Sinclair et al., 2000). Esta
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reduccion de la fijacion de N ante EH, es reportada usualmente en la bibliografia como
causa de mermas del Rto debido a que genera inadecuados niveles de N para la produccion
de proteina, principal componente del grano de soja (40% del grano es proteina) (Sinclair et
al., 2007). Esto podria ser parte de la explicacion de la caida del Rto observada en los
tratamientos ET, EH y ET x EH en el presente estudio. Es importante destacar que si bien
seria necesario aumentar el numero de afios del experimento y considerar otros aspectos
tales como la realizacion de técnicas para cuantificar la fijacion bioldgica del N con
ensayos de flujo a través de la reduccion de acetileno, este trabajo aporta nuevos
conocimientos al estudio del comportamiento de los ureidos no s6lo en condiciones de EH
sino también en situaciones de ET y ET x EH. Y aborda el estudio de los ureidos
analizando las concentraciones de Al y AcA individualmente, componentes considerados
siempre en conjunto por la literatura.

A partir del biplot correspondiente al andlisis exploratorio del set de datos del momento
después de muestreo se observaron fuertes asociaciones positivas entre Rto, NG, PG, Alm,
Fv/Fm, ¢PSII, FRAP, Az y PrH (Fig. 11). Por ello, en una segunda instancia se procedio a
profundizar en el andlisis de las mismas, a través de regresiones lineales multiples. Las
mismas indicaron que el 63% de la variacion del Rto a través de tratamientos fue explicada
significativamente por ¢PSII y Alm (Tabla 4), mientras que para PG el mejor modelo de
ajuste que explicd 62% de la variacion del mismo incluyé como variables explicativas a
¢PSIL, Alm y PrH (Tabla 4).
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Tabla 4. Modelos de regresion lineal para rendimiento, peso y numero de granos, en
relacién a variables bioquimicas-fisioldgicas para el set de datos correspondientes al

momento despues.

Variable Variable Coeficiente Error p valor Coeficiente de
dependiente explicativa  de regresion  estandar determinacion
Rendimiento (g m™) Constante 153,46 31,53 <0,0001 0,63
Almiddn 0,40 0,07 <0,0001
*PSII 330,11 101,67 0,0026
Peso de grano Constante 135,93 10,98 <0,0001 0,62
Almidén 0,11 0,02 0,0001
*PSII 72,90 33,53 0,0378
Proteinas -0,24 0,06 0,0020
NUmero de granos Constante 1684,93 207,64 <0,0001 0,20
Azlcares 1288,44 447,67 0,0106
Constante 1807,81 153,20 <0,0001 0,20
FRAP 38,65 12,39 0,0033
Constante 2037,24 117,55 <0,0001 0,13
Proteinas 11,67 4,97 0,0245
Constante 1957,78 111,98 <0,0001 0,13
Almidon 5,46 2,20 0,0174
Constante 192795 162,79 <0,0001 0,11
*PSlII 1168,62 543,60 0,0380

Las variaciones del NG fueron explicadas significativamente (p<0,05) por FRAP, Az,
PrH, Alm y ¢PSII pero a través de modelos lineales simples, logrando mejor coeficiente
de determinacion (R? 0,20) las variables Az (Fig. 15) y FRAP (Fig. 16) respecto a las
restantes (Tabla 4).
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Figura 15. Regresion para la relacion entre nimero de granos (NG) y azlcares (Az) para el
set de datos correspondientes al momento después. Las formas y colores circulo azul,
triangulo verde, cuadrado amarillo y rombo rojo representan los tratamientos control, estrés

térmico, estrés hidrico y estrés térmico con estrés hidrico, respectivamente.
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Figura 16. Regresion para la relacion entre nimero de granos y FRAP para el set de datos
correspondientes al momento después. Las formas y colores circulo azul, triangulo verde,
cuadrado amarillo y rombo rojo representan los tratamientos control, estrés térmico, estrés

hidrico y estrés térmico con estrés hidrico, respectivamente.

La relacion positiva encontrada entre ¢PSII, Alm y Rto y entre ¢PSII, Alm y PG, reflejan
el impacto del funcionamiento fisiologico del canopeo en la determinacion Rto hacia el
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final del ciclo, cuando el cultivo se encuentra fuertemente limitado por la fuente
fotosintética (generadora de fotoasimilados). Aumentos de la fotosintesis durante el llenado
de granos aumentan el PG generando incrementos del Rto. Siendo los valores de ¢PSII
directamente proporcionales a la tasa de fijacion de CO, y el Alm uno de los principales
productos de la fotosintesis, aumentos de $PSII y Alm resultaron en incrementos del Rto y
el PG. La relacién negativa encontrada entre PrH y PG describiria el proceso de
redistribucion de N desde las hojas hacia el grano, considerando que el grano de soja posee
en su composicion final un elevado nivel de proteina (40%) y un alto porcentaje del N final
de dicho grano (50-100%) proviene de la removilizacion de N a partir de las hojas.

La relacion positiva encontrada entre Az y NG y FRAP y NG a través de los
tratamientos podria ser explicada considerando que el NG es una funcion directa de la
disponibilidad de asimilados producto de la fotosintesis (Egli, 1994) y el Az uno de los
principales productos de este proceso fisiologico. Por otro lado, el FRAP forma parte del
sistema antioxidante no enzimatico de las plantas cuyo rol es mantener controladas las
EAO causantes de dafios oxidativos, un elevado valor de FRAP indicaria bajos
concentraciones de EAO (como los observados en el control, Tabla 3 y Fig. 11 y 17)
sugiriendo ausencia o bajos niveles de dafio oxidativo de la fuente fotosintética productora

de fotoasimilados.
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Figura 17. Valores de la capacidad férrico reductora de plasma (FRAP) para los diferentes
tratamientos (C: control; ET: estrés térmico; EH: estrés hidrico; ET x EH: estrés térmico por
hidrico) para el set de datos correspondientes al momento después. Expresados como medias (+)

error estandar. Letras distintas expresan diferencias significativas (p<0,05).
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El presente trabajo es un primer paso hacia la comprension de las bases eco-fisioldgicas
que regulan las respuestas del Rto y sus componentes del cultivo de soja durante el llenado
de grano bajo situaciones de ET y/o EH. También constituye un avance en la combinacién
de escalas y sub-disciplinas dentro de la biologia vegetal ya que involucré experimentos a
campo estudiando variables ecofisioldgicas, simultdneamente con variables bioguimicas-
fisiolégicas (VBF), intentando a partir de las mismas mejorar la aproximacion al
entendimiento de mecanismos complejos como lo son las respuestas de los cultivos a
condiciones de estrés. Por otro lado, este tipo de estudios contribuyen a la identificacion de
VBF asociadas al Rto y sus componentes las cuales podrian ser de suma utilidad para el

mejoramiento genético en estudios de screening de genotipos.
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CONCLUSIONES

Los tratamientos de ET, EH y ETXEH causaron disminucion del Rto (20%, 43%, 41%,
respectivamente comparado con el control). Las reducciones en el Rto a través de los
diferentes tratamientos respecto a la situacion control, fueron explicadas por las
disminuciones tanto del NG como del PG. Excepto en situaciones de ET bajo riego, donde
el PG final fue similar al alcanzado en la situacion control, sugiriendo un claro efecto
compensatorio, dado que bajo ET se produjo disminucion del NG. Este efecto
compensatorio habria permitido que el Rto alcanzado bajo ET fuera mayor que el exhibido
por las parcelas bajo EH y ETXEH. Se concluyé que la interaccion de ambos estreses
produjo efectos no aditivos sobre el rendimiento y sus componentes (nimero y peso de

granos).

Las disminuciones del PG observadas bajo EH y ET x E H y del NG también en las
parcelas bajo ET pero regadas y la consecuente caida en del Rto a través de los
tratamientos, fueron satisfactoriamente explicadas a partir de los efectos detrimentales de
los estreses abordados sobre el funcionamiento de la fuente generadora de asimilados
estrechamente ligada al proceso fisiologico de la fotosintesis, y caracterizada en este
estudio a partir de las VBF. Aunque bajo ET se produjeron modificaciones en los valores
de las VBF, las diminuciones mas drasticas de estas (i.e. Fv/Fm, ¢PSII, Alm, Az, FRAP,
Clo) fueron observadas en las parcelas bajo déficit hidrico, indicando alteraciones en el
estado fotosintético de las plantas sometidas a EH y ET x EH. Lo cual fue confirmado por
el amarillamiento precoz de las plantas en estos tratamientos, comparadas con las parcelas
regadas (con o sin ET). Estos resultados permitieron aceptar la hipotesis que sostiene que:
la combinacion del estrés térmico con el hidrico durante el llenado de granos en soja,
producen alteraciones en la fuente fotosintética observandose una aceleracién del
proceso de senescencia foliar y modificaciones en los contenidos de las distintas
variables bioquimico-fisiologica que caracterizan el funcionamiento de la fuente. Estos
efectos sobre la fuente se traducen alteraciones sobre el rendimiento y sus componentes

(nUmero y peso de granos).
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Dentro del conjunto de VBF abordadas y a través de regresiones lineales multiples se
encontré que Alm y ¢PSII fueron buenas predictoras de Rto, mientras que Alm, ¢PSII y
PrH fueron predictores robustos del PG. Las variaciones del NG fueron explicadas
significativamente por FRAP, Az, PrH, Alm y ¢PSII pero a través de modelos lineales
simples. Ademas, teniendo en cuenta las VBF y los graficos de barras se pueden considerar
al MDA y PrH como indicadores robustos de ET, al Fv/Fm de ET x EH y al FRAP como

indicador de los tres tratamientos de estrés: ET, EH y ET x EH.

El biplot del ACP correspondiente al set de datos del momento después de muestreo
mostro fuertes asociaciones positivas entre Rto, NG, PG, Alm, Fv/Fm, ¢PSII, FRAP, Az y
PrH, también mostro que elevados niveles de las dichas variables estuvieron asociados a los
controles regados. Altos valores de MDA y AcA se correlacionaron con los tratamientos de
ET regados, mientras que niveles elevados de Al se asociaron a situaciones de EH y ET x
EH.
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