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NIVELES DE UREIDOS EN PLANTAS DE SOYA CON DIFERENTES
INOCULANTES Y SOMETIDAS A DEFICIT HIDRICO

Uredesleve in soybean plantswith differ entsinoculantsand water deficit

José A. Freixas Coutin®, Walfredo Torres de la Noval,
Inés M. Reynaldo Escobar y Maria C. Napoles Garcia

ABSTRACT. Soybean [Glycine max (L.) Merr.] establishes
symbiosiswith N, fixing bacteriafrom Rhizobiagroup, such as
Bradyrhizobiumsp. Nitrogen fixed in nodulesistransferred to
leavesasureides, thesemoleculesare abletoincreaseitslevels
in soybean leaves under drought stress. Indeed, biological
nitrogen fixation in soybean is especially sensitive to drought
and urei des seem to be involved through a negative feedback
from leaves to nodules. In addition, induction of nodulation
genes in Bradyrhizobium sp. has positive effects in soybean
growth under moderate drought stress. The goal of this work
isto study ureides level in soybean with different inoculants
in response to water deficit. Soybean plants (cv. INCAsoy27)
were firstly grown in nutrient solution during 15 days.
Afterwards, they were drought stressed for a 20 days period
adding 10 % PEG 6000. Bradyr hizobiumelkanii ICA 8001 was
the strain cultivated with the purpose of inoculating soybean
plants. This strain was separately grown in three culture
media, two of them induced in nodulation factor production
and the other one without induction. A statistically significant
increase of ureides level in leaves and nodules was observed
in plantswith water deficit and inocul ants without nodulation
factor induction (NFI). However, thisincrease was not observed
in plants drought stressed and inoculated with the strain
previously induced in nodulation factor production. It might
suggest an important role of NFI in soybean ureides level
regulation under drought conditions. At the end of the stress
period, the activity of the enzyme glutamine synthetase in
soybean noduleswas measured, but therewere no statistically
significant differences among each treatment with NFI,
although differences were reported between non-stressed and
stressed soybean plants inoculated with B. elkanii ICA 8001
without NFI.
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RESUMEN. Lasoya[Glycine max (L.) Merr.] establece
simbiosis con bacterias fijadoras del nitrdgeno del grupo de
los rizobios, especificamente del género Bradyrhizobium sp.
El nitrégeno fijado en el nddulo estransferido hacialas hojas
en formade ureidos, |os cualesincrementan en las hojas ante
condiciones de sequia. De hecho, |a fijacion biolégica del
nitrégeno en lasoyaes muy sensible alasequiay los ureidos
parecen estar involucrados a través de un mecanismo de
retroalimentaci 6n negativa desde | as hojas hacialos ndédul os.
Adicionalmente, lainduccion delos genesdelanodulacion en
Bradyr hizobium sp. tiene efectos positivos en el crecimiento
de lasoya cuando el déficit hidrico es moderado. El objetivo
de estetrabajo consiste en el estudio delos niveles de ureidos
en plantas de soya con diferentes inoculantes en respuesta al
déficit hidrico. Lasplantasde soya(var. INCASoy27) crecieron
en vermiculita con soluciéon nutritiva por 15 dias.
Posteriormente, se estresaron por un periodo de 20 dias
afiadiendo PEG 6000 a la solucién. Bradyrhizobium elkanii
|CA 8001 fuelacepadutilizadaen este experimento parainocul ar
las plantas de soya. Esta cepa crecid separadamente en tres
medios de cultivo, dos de ellosinducidos en la produccion de
factores de la nodulacion. Se observé un incremento
estadisticamente significativo en los niveles de ureidos en
hojas y en nédulos de plantas con estrés y con indculo sin
inducir. Sin embargo, esteincremento solo se observé en plantas
con estrésy con indeculo inducido, lo cual pudiera sugerir un
papel importante en lainduccion de factores de la nodulacion
sobre la regulacién de los niveles de ureidos en plantas de
soya con déficit hidrico. Al final del tratamiento de estrés, se
evalub laactividad delaenzimaglutaminasintetasaen nddul os
de soya, pero no se detectaron diferencias estadisticamente
significativas entre cada grupo de tratamiento, aunque si se
observaron diferencias significativas entre las plantas con y
sin estrésy con inéculo sin inducir.

Palabras clave: soya, Bradyrhizobium, déficit hidrico,
ureidos, factores de nodulacion

INTRODUCCION

La soya [Glycine max (L.) Merr.] es capaz de establecer
simbiosis con bacterias del género Bradyrhizobium que
reducen el nitrégeno atmosférico en amonio, el cual es
asimilado por la planta evitando el uso de fertilizantes
nitrogenados (1). Durante el dialogo molecular que se
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establece entre Bradyrhizobium y la soya, la bacteria es
atraida hacia los pelos radicales de la planta debido a la
exudacion por ellos de diferentes compuestos, fundamen-
talmente flavonoides (2). Estos compuestos activan los
genes de la nodulacién en Bradyrhizobium, estimulando
la produccién de factores de la nodulacién (factores Nod)
y la consecuente insercion de la bacteria en la raiz (3).
Los factores Nod inducen respuestas moleculares en la
raiz de la planta que conllevan a la formacién del nédulo
radicular (1). En el nédulo, mediante la enzima
nitrogenasa, la bacteria es capaz de reducir el nitrégeno
atmosférico en amonio, proceso conocido como fijacion
biolégica del nitrégeno (FBN) (4). La mayor cantidad del
amonio resultante de la FBN se utiliza en el nédulo para
la sintesis de novo de las purinas (5), las cuales son
entonces degradadas en ureidos (alantoina y alantoato)
gue constituyen la forma de transporte del nitrégeno desde
los nédulos hasta las hojas a través del xilema (6).

La sequia y su impacto negativo sobre la fijacion
bioldgica del nitrdgeno pueden limitar el cultivo de la soya
en regiones aridas y semiaridas del planeta. Otros han
demostrado que la soya es mas sensible a la sequia que
otras plantas leguminosas (7); sin embargo, las causas
gue provocan la inhibicién de la enzima nitrogenasa en la
bacteria, por la sequia, no han sido completamente
dilucidadas. Se ha demostrado que la acumulacién foliar
de ureidos en respuesta al déficit hidrico es menor en
genotipos de soya tolerantes a este estrés que en
genotipos sensibles (8). Debido a esta acumulacién de
ureidos y la disminucién de la fijacion biolégica del nitrégeno
bajo condiciones de sequia, se ha propuesto la participacion
de estos compuestos en un mecanismo de inhibicion
sobre la FBN. Sin embargo, el suministro externo de
ureidos, con el objetivo de mimetizar las respuestas
fisiologicas de la soya a la sequia, no permite que estos
compuestos lleguen al nédulo a través del xilema (7).

Adicionalmente, King y Purcell (2005) sugieren que,
bajo condiciones de déficit hidrico, elevadas concentraciones
de ureidos en hoja o de asparagina en nédulo no inhiben
la FBN. Sin embargo, elevados niveles de ureidos y de
asparagina en el nédulo estan asociados con la disminucién
de la FBN para genotipos de soya sensibles y tolerantes
al déficit hidrico. M&s reciente otros autores demostraron
gue la acumulacion foliar de ureidos en plantas de soya
sensibles y tolerantes a la sequia, no estan involucradas
en estadios tempranos de la FBN. No obstante, sugieren
un importante papel de estos compuestos
nitrogenados en estadios mas avanzados de la FBN con
un estrés por sequia mas prolongado (9). En este sentido,
los resultados muestran una acumulacién de ureidos
mayor y mas temprana en genotipos de soya sensibles a
la sequia, la cual parece estar relacionada con la sensibilidad
de la FBN a este estrés.

Se han realizado investigaciones dirigidas a lograr
una mejor respuesta de la soya en condiciones adversas.
Algunos autores han demostrado que la aspersion foliar
de factores Nod tiene efectos positivos en el crecimiento
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de la soya cuando el estrés por sequia es moderado (10).
Los resultados de (11) fueron similares, pero induciendo
los genes nod en Bradyrhizobium, con la consecuente
sintesis de factores Nod. Se ha sefialado que los factores
Nod incrementan el cierre estoméatico en hojas de soya
bajo condiciones de déficit hidrico (10). Este efecto
aumenta la retencion de agua por la planta, como resultado
de una disminucién en la transpiracién (12). Atendiendo
al efecto de otros tipos de estrés abidtico (13) demostraron
gue el suministro de altos niveles de factores Nod en
raices de soya disminuye los efectos de la acidez y las
altas temperaturas, pero no el efecto de la salinidad. Sin
embargo, los autores no estudiaron el efecto de los factores
Nod en raices de soya bajo condiciones de déficit hidrico.

En este estudio se evalud la relacién entre diferentes
inoculantes, inducidos o no en la produccion de factores
Nod, y su influencia sobre los niveles de ureidos en plantas
de soya sometidas a déficit hidrico, con el objetivo de
establecer una posible relacion entre inoculantes
potenciados en la sintesis de estos lipooligosacaridos y
los niveles de ureidos en plantas de soya sometidas a
déficit hidrico.

MATERIALES Y METODOS

Cultivo del microorganismo. La cepa utilizada en los
experimentos fue Bradyrhizobium elkanii ICA 8001, la
cual se utiliza ampliamente en el desarrollo de inoculantes
para la siembra de soya en Cuba. Se multiplicé bajo
condiciones de esterilidad en 40 mL, a pH 6,8, de tres
medios de cultivo; Extracto de Levadura-Manitol (LM) (14)
y un medio de cultivo (Bradyfact) formulado a partir de
extracto de semillas de soyay melaza, que se ha demostrado
gue induce los genes nod en Bradyrhizobium spp. (15).
Adicionalmente, el medio Extracto de Levadura-Manitol
se suplementé con 10 uM de genisteina (SIGMA)
(Genisteina), para inducir la sintesis de los factores Nod
(13). Los tres medios de cultivo inoculados con la cepa
B. elkanii ICA 8001 se mantuvieron en zaranda orbital a
150 rpmy 30°C, durante 72 horas y finalmente se utilizaron
para inocular las plantas de soya. Para la determinacion
del numero de unidades formadoras de colonias (UFC),
la cepa se cultivd en el medio LM con 1.5 % de agar
bacterioldgico (SIGMA).

Crecimiento de las plantas. Se emplearon semillas
certificadas de soya, cultivar INCAsoy-27 (17), procedentes
del banco de germoplasma de semillas del Instituto
Nacional de Ciencias Agricolas, Cuba. Las semillas se
desinfectaron con etanol al 98 % durante dos minutos y
posteriormente con hipoclorito de sodio al 2 % durante 10 min,
los cuales se eliminaron con abundante agua desionizada
estéril. Consecutivamente, se colocaron 10 semillas por
placa de Petri con 10 mL de medio agar-agua estéril
(0.75 % m/v) y se incubaron en la oscuridad a 27°C. A
las 72 horas, las semillas pregerminadas se colocaron
en macetas plasticas estériles de 500 mL, que contenian
vermiculita mezclada con solucidn nutritiva, formulada
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por (17). Posteriormente, se inocularon 700 pL de los cultivos
bacterianos por semilla de soya pregerminada, a una
concentracién promedio del microorganismo de 7.92 x
10® UFC.mL™. Se utilizaron 160 plantas en total y se
distribuyeron 40 plantas por tratamiento, compuestos por
el grupo de plantas no inoculadas e inoculadas con la
cepa B. elkanii ICA 8001 crecida en los medios de cultivo:
Bradyfact, Genisteina y LM, para constituir cuatro
tratamientos. Las plantas se desarrollaron en camara de
crecimiento entre 21-27°C de temperatura, 16/8 horas de
luz/oscuridad, 60-70 % de humedad relativa, 700 pmol.m?.s*
de PPFD (Densidad del Flujo de Fotones Fotosintéticos,
por sus siglas en inglés) y circulacion constante de solucién
nutritiva durante 35 dias.

Induccidn del déficit hidrico. El dia 15 de sembradas las
semillas, se escogieron al azar 20 plantas por cada
tratamiento para la aplicacion del estrés hidrico por
defecto, conformandose entonces ocho tratamientos. Para
ello, se eliminé la circulacion de solucion nutritiva en estas
plantas y se aplicaron 150 mL por maceta, cada 48 horas,
de una solucion de polietilenglicol (PEG 6000) al 10 % m/v
con -0.15 MPa de potencial osmético, que es capaz de
inducir un déficit hidrico en las plantas (18). Esta solu-
cion de PEG 6000 se aplicé sobre el soporte sélido de
las plantas de soya (vermiculita), durante 20 dias. La otra
mitad del nimero de plantas por cada tratamiento se
mantuvo sin estrés hasta el final del experimento.
Evaluacion del Contenido Relativo de Agua. Se tomo el
primer nudo de hojas trifoliadas en el momento del alba,
con tres repeticiones por tratamiento alos 4, 8,12, 16 y
20 dias de la aplicacion del PEG 6000. Para evaluar el
CRA se determiné la masa fresca (MF), la masa seca
(MS) y la masa turgente (MT) de las muestras tomadas
segun el método de (19).

Determinacion de ureidos. Las extracciones de ureidos
se realizaron en hojas y nddulos, a partir de tres plantas
por cada tratamiento, a los 4, 8, 12, 16 y 20 dias de
aplicado el estrés. Para ello, se tomaron nédulos al azar
y ponches de 10 mm de diametro correspondientes al
segundo nudo de hojas trifoliadas. Las muestras se
secaron en una estufa (BINDER) a 85°C durante 30 miny
las extracciones se realizaron a partir de 10 mg de masa
seca en 1 mL de NaOH a 0.2 Mol.L?, que se colocaron
en bafio de Maria durante 30 min. Finalmente, los extractos
se centrifugaron a 13000 rpm por cinco minutos y los
ureidos se determinaron segun el método de deteccion
espectrofotométrica de (20). La cuantificacion de ureidos
se realizé a partir de una curva de calibracion de alantoina
(SIGMA) con un rango de concentracion de 0.005-
0.3 uMol.mL™. Los niveles de estos compuestos
nitrogenados se expresaron en uMol de ureidos.g™ de
masa seca (gms).

Determinacién de la actividad glutamina sintetasa. Para
realizar la extraccion de la enzima glutamina sintetasa
(GS1), se tomaron 0.5 g de nédulos a partir de tres plantas
por cada tratamiento, a los 20 dias de impuesto el estrés.
Los nédulos se maceraron en un mortero de porcelana
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con nitrégeno liquido y se afiadieron 5 mL del tampdn de
extraccion (pH 7.8) que contenia 100 mMol.L™* de
Tris-HCI, 0.5 mMol.L* de EDTA, 1 mMol.L*de DTTy 10 %
de etilenglicol. Finalmente, los extractos se filtraron a 4°C
y se centrifugaron a esa temperatura y 15000 rpm durante
20 min. Para determinar la actividad de la enzima GS1,
se utilizé glutamato de sodio e hidroxilamina (SIGMA)
como sustratos y se evalud la formaciéon de o-glutamil-
monohidroxamato (a«-GMH). El a-GMH se detecté a
540 nm después de la adicion de cloruro férrico, segun el
método discontinuo de (25). El a-GMH se cuantificé a
partir de una curva de calibracion de o-GMH (SIGMA) aun
rango de concentracion de 0.1-1.5 uMol.mL™. Simultaneamente,
se determind la concentracion de proteinas totales en los
extractos nodulares a través del método de (22) y se utilizé
albumina de suero bovino (SIGMA) como estandar para
la curva de calibracién, con un rango de concentracion de
0.5-5 mg.mL™. La actividad especifica de la enzima GS1
se expresoé en uMol de a-GMH.mg™de proteinas totales.h™.
Disefio experimental y procesamiento estadistico. Todos
los ensayos se realizaron dos veces y los resultados
que se muestran corresponden a la media de ambas
repeticiones. Los tratamientos se aplicaron siguiendo un
disefio completamente aleatorizado y las determinaciones
realizadas muestran los intervalos de confianza para
a=0.05. El programa StatGraphic 5.1 se utilizé para el
procesamiento estadistico de los datos.

RESULTADOS

La Figura 1 representa el comportamiento del CRA
en las plantas de soya (cv. INCAsoy-27) con los diferentes
tratamientos impuestos. La linea superior en negro muestra
la media del CRA para todos los tratamientos sin estrés,
dada la similitud de este indicador en las plantas sin
déficit hidrico. Las plantas sometidas a estrés e inoculadas
con la cepa B. elkanii ICA 8001 cultivada en los medios
Bradyfact y Genisteina, mostraron un CRA similar ante la
imposicion del déficit hidrico. Sin embargo, el CRA de las
plantas inoculadas con esta cepa multiplicada en el
medio LM tuvo un comportamiento inferior, que fue similar
en algunos momentos al CRA de las plantas sin inocular.
Ambos tratamientos (LM y el control sin inocular)
mostraron valores de CRA estadisticamente inferiores al
de las plantas inoculadas con la cepa cultivada en los
medios Bradyfact y Genisteina, a partir de los 12 dias de
la induccién del déficit hidrico (Figura 1).

Por otra parte, las plantas de soya inoculadas con la
cepa B. elkanii ICA 8001 cultivada en el medio LM,
mostraron un CRA de aproximadamente un 75 %, que
fue estadisticamente superior al CRA de las plantas sin
indculo alos 20 dias de impuesto el tratamiento de estrés.
Sin embargo, ambos valores de CRA alcanzados por estas
plantas, se corresponden con un déficit hidrico severo
segun (23). Cabe destacar que, a los 20 dias de impuesto
el déficit hidrico, las plantas inoculadas con esta cepa
cultivada en los medios Bradyfact y Genisteina alcanzaron
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valores de CRA de aproximadamente un 85 %, que
corresponde a un déficit hidrico moderado (23). Estos
resultados concuerdan con los presentados por (11), donde
el CRA en plantas de soya con déficit hidrico impuesto 'y
tratadas con inoculante a base de Bradyrhizobium
japonicum inducido con genisteina, fue estadisticamente
superior al de plantas con indculo sin inducir.

100 1
a0
80
=
< T0
a4
Qo
G0
—— Plantas sin estrés
—— Bradyfact
50 —=— Genisteina
—— Levadura-Manitol -
—=— Conirad sin inoculante
40 T T T T T
2 4 G 8 10 12 14 18 18 20 22
Tiempo (dias)

La linea superior muestra la media del CRA para todos los
tratamientos sin déficit hidrico. El resto de las lineas muestran

el CRA de los tratamientos con estrés hidrico por defecto.

En la figura se muestran los intervalos de confianza para 0=0.05 y n=6

Figura 1. Contenido Relativo de Agua (CRA) en las
hojas delas plantas de soya (cv. INCAsoy27)

La Figura 2 muestra los niveles de ureidos foliar en
las plantas de soya sin estrés (A) y en las plantas
sometidas a estrés hidrico por defecto (B) para los
diferentes tratamientos. En las hojas de las plantas con
inoculantes, los niveles de ureidos superan a los de plantas
sin inocular, tanto en condiciones normales como de
estrés. En las plantas de soya inoculadas con B. elkanii
ICA 8001 cultivada en el medio Genisteina y sin ser
sometidas al déficit hidrico, los niveles de ureidos en hojas
fueron iguales a los de plantas inoculadas con esta cepa
multiplicada en el medio Bradyfact a los 4, 16 y 20 dias
de impuesto el estrés (Figura 2A).

Por otra parte, las plantas de soya inoculadas con la
cepa B. elkanii ICA 8001 multiplicada en el medio LM,
experimentaron ligeras variaciones en los niveles de
ureidos foliar cuando no fueron sometidas a estrés. Otros
tratamientos sin estrés muestran niveles de ureidos en
hojas con pocas variaciones en el tiempo, entre ellos se
destacan las plantas sin indculo y las plantas inoculadas
con esta cepa cultivada en el medio Bradyfact.

Sin embargo, cuando se impuso el déficit hidrico,
los niveles de ureidos en las plantas inoculadas con la
cepa B. elkanii ICA 8001 sin inducir (LM), fueron
significativamente superiores, incluso con respecto a los
de plantas inoculadas con esta cepa cultivada en los
medios de cultivo Bradyfact y Genisteina. Estos resultados
muestran una acumulacion de ureidos foliar en las plantas
de soya con el in6culo que no presentaba inductores de
los genes nod (LM), a partir de los ocho dias de impuesto
el estrés hasta el final del experimento.
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(A) sin estrés, (B) con déficit hidrico. En la figura se muestran los intervalos de confianza para 0=0.05 y n=6
Todos los datos representados se compararon en el mismo andlisis estadistico

Figura 2. Niveles de ureidos en el tiempo determinados en las hojas de las plantas de soya (cv. INCAsoy27)
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Los niveles de ureidos en hojas de las plantas de
soya, cony sin estrés e inoculadas con la cepa B. elkanii
ICA 8001 multiplicada en el medio Bradyfact, sélo tuvieron
diferencias significativas el dia 12 de la evaluacién, con
incrementos en este indicador para la condicion de estrés.
Adicionalmente, se observa un incremento significativo
enlos niveles de ureidos en hojas de plantas sin inoculante
y con déficit hidrico en relacion con los niveles de ureidos
en estas plantas sin estrés (Figura 2).

Todos los tratamientos que fueron sometidos a estrés,
mostraron un incremento en los niveles de ureidos foliar a
los 20 dias de impuesto el déficit hidrico, siendo méas
acentuado en las plantas inoculadas con la cepa
B. elkanii ICA 8001 crecida en el medio LM. Los resultados
presentados se relacionan con los propuestos por (7),
quienes observaron una acumulacién de ureidos foliar en
las plantas de soya sometidas a un déficit hidrico.

El comportamiento de los niveles de ureidos en los
nédulos de las plantas de soya para los diferentes
tratamientos de inoculacién se muestra en la Figura 3.
En las plantas sin estrés, no se observaron diferencias
significativas en el tiempo que evidenciaran un comportamiento
distintivo para algun tratamiento de inoculacién (Figura 3A).

En contraste, todos los tratamientos con estrés
mostraron un incremento significativo en los niveles de
ureidos nodular, con respecto a las plantas sin estrés a
partir del dia 8 de impuesto el déficit hidrico (Figura 3B).
Posterior a ese momento, las plantas inoculadas con la
cepa B. elkanii ICA 8001 cultivada en el medio LM y
sometidas a déficit hidrico, tuvieron un incremento en los
niveles de ureidos significativamente superior a los del
resto de las plantas estresadas.

Estos resultados concuerdan con los presentados
por (9), quienes demostraron que bajo condiciones de un
déficit hidrico, existi6 una acumulacién de ureidos en
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nodulos de las plantas de soya sensibles a la sequia. De
manera similar a la acumulacién de ureidos en hojas, no
se ha estudiado la posible relaciéon entre la induccion de
los genes nod en Bradyrhizobium spp. y la acumulacién de
estos compuestos en nddulos de plantas de soya bajo
condiciones de sequia.

Al finalizar el experimento, se determiné la actividad
especifica de la enzima GS1 en la fraccién de proteinas
solubles correspondiente a los nédulos formados sobre
las raices principales y secundarias de las plantas de
soya (cv. INCAsoy-27), sometidas o no a déficit hidrico y
con los diferentes tratamientos de inoculacion.

De manera general, la actividad especifica de la
enzima GS1 en los n6dulos de estas plantas, cony sin
déficit hidrico e inoculadas con la cepa B. elkanii ICA 8001
cultivada en los medios Bradyfact y Genisteina, no
evidencio diferencias significativas entre estos tratamientos
(Figura 4). Sin embargo, la actividad de esta enzima en
los nédulos de las plantas de soya con in6culo sin
inductores de los genes nod (LM), si mostré un compor-
tamiento diferenciado al resto de las plantas inoculadas.

En condiciones de déficit hidrico, la actividad
especifica de la enzima GS1 en los nédulos de las plantas
de soyainoculadas con la cepa B. elkanii ICA 8001 cultivada
en el medio LM, mostré un incremento significativo en
relacion con el resto de los tratamientos. En contraste, la
actividad de esta enzima en los nddulos de estas plantas,
pero sin ser sometidas a estrés, fue menor
estadisticamente en relacion a su actividad en los demés
tratamientos.

Los resultados correspondientes a la actividad
enzimética GS1, para el grupo de plantas con déficit
hidrico y con in6culo sin inductores de los genes nod
(LM), se relacionan con los presentados por (24).

r 2
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16 18 20 22

Tiempo (dias)

W

(A) sin estrés, (B) con déficit hidrico. En la figura se muestran los intervalos de confianza para 0=0.05 y n=6
Todos los datos representados se compararon en el mismo andlisis estadistico

Figura 3. Niveles de ureidos en el tiempo determinados en los nédulos de las plantas de soya (cv. INCAsoy27)

39



Cultivos Tropicales, 2011, vol. 32, no. 2, p. 35-43

abril-junio

Estos autores han demostrado una elevada acumulacion
del ARNm que codifica para la isoforma GS1 en nédulos de
plantas de soya bajo condiciones de estrés osmético,
confirmando la presencia de una regulacién positiva sobre
el gen que codifica esta enzima bajo estas condiciones
de estrés.

El hecho de que la actividad especifica de la enzima
GS1 no varie con laimposicion de un déficit hidrico en las
plantas de soya previamente inoculadas con la cepa
B. elkanii ICA 8001, cultivada en los medios Bradyfacty
Genisteina, parece indicar que dicha enzima no se afecta
con el estrés impuesto (Figura 4). Sin embargo, en las
plantas de soya inoculadas con esta cepa, cultivada en
el medio LM, se detecté un mayor nivel de actividad de
esta enzima a los 20 dias de impuesto el déficit hidrico.

A

-

d : =
g 06 - N nodulos sin estrés
a BN nodubos con estrés _
E_

i

s 04 -

2

£

£

502

%

g

§

-

2 00

=2

Bradyfact Genisteina LM

Las barras muestran los intervalos de confianza para ¢=0.05 y n=6

Figura 4. Actividad especificade laenzimaglutamina
sintetasa (GS1), determinada al final de la
imposicién del déficit hidrico en los nédulos
de las plantas de soya (cv. INCAsoy27) con
los diferentes tratamientos de inoculacion

DISCUSION

La disminucién del CRA en las plantas de soya con
déficit hidrico, puede deberse a una pérdida de vapor de
agua a través de los estomas, influenciada por una
disminucion en la absorcion radical de agua (25, 26). Esta
afectacion en la reposicion del agua se debe al tratamiento
con PEG 6000, que provoco un déficit hidrico en las plantas
(Figura 1).

Los resultados presentados sobre el comportamiento
del CRA en las plantas de soya sometidas a estrés por
déficit hidrico, muestran un efecto anti estrés en las plantas
inoculadas con la cepa B. elkanii ICA 8001 previamente
inducida en la produccién de factores Nod (Bradyfact y
Genisteina) (Figura 1). Estos resultados evidenciaron un
efecto positivo de la induccién de los genes nod en
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B. elkanii ICA 8001 sobre los mecanismos de tolerancia
de la planta, que permitieron contrarrestar el déficit hidrico.

La cepa B. elkanii ICA 8001, cultivada en los medios
Bradyfact y Genisteina, puede incrementar los niveles de
secrecion de los factores Nod (15, 27), lo que ha sido
demostrado en otras cepas multiplicadas en medios de
cultivo con inductores de los genes nod (3). En este sentido,
los factores Nod pudieran actuar como moléculas sefales
gue participen en la sintesis de acido abscisico (ABA)
en las raices de estas plantas (12, 28), de esta forma
pudieran participar indirectamente en el cierre esto-
matico (10), lo cual garantizaria una mayor retencion de
agua bajo condiciones de estrés por sequia. Por tanto,
estos aspectos pudieran justificar que, bajo condiciones
de déficit hidrico, las plantas de soya con inoculantes in-
ducidos en la produccion de factores Nod muestran va-
lores del CRA superiores a los de plantas con inoculantes
sin inducir y a los de plantas sin inocular (Figura 1).

Los productos finales de la FBN en plantas de soya
constituyen compuestos nitrogenados denominados
ureidos, que se transportan desde el nédulo hasta las
hojas para su posterior degradacion (29). Mientras la FBN
disminuye en respuesta al déficit hidrico, ocurre una
acumulacién de ureidos en hojas debido a una reduccion
de su catabolismo (30). Se ha sugerido que la inhibicién de
la enzima nitrogenasa bajo condiciones de deficiencia hidrica
esta relacionada con un mecanismo de retroalimentacion
negativa, donde elevados niveles de ureidos en hojas o
en nodulos constituyen los efectores fundamentales (7).

En las hojas de las plantas de soya con estrés e
inoculadas con la cepa B. elkanii ICA 8001 sin inducir
(LM), la acumulacion de ureidos (Figura 2) pudiera estar
desencadenando un mecanismo de retroalimentacion
negativa sobre la FBN a medida que se incrementa el
déficit hidrico en estas plantas (Figura 1). Este posible
mecanismo pudiera explicarse por el incremento de los
niveles de ureidos nodular en este grupo de plantas
(Figura 3), donde estos compuestos nitrogenados pueden
estar movilizandose desde las hojas hasta el nédulo para
ejecutar su funcion inhibitoria sobre la FBN.

Algunos autores han demostrado una disminucién
en los niveles de ureidos en hojas de plantas de soya
tolerantes a la sequia cuando son sometidas a este estrés.
Sin embargo, las plantas de soya sensibles al déficit
hidrico presentan un incremento en los niveles de estos
compuestos nitrogenados en hojas (9). Aunque la posible
relacion entre los niveles de ureidos foliar y nodular con
los factores de la nodulacion no se ha esclarecido
completamente, es posible que a través del efecto anti
estrés que estos oligosacaridos presentan (10), se pueda
reducir la acumulacion de ureidos en plantas de soya
sometidas a deficiencia hidrica.

En este trabajo, tanto en las hojas como en los
nédulos de las plantas de soya con déficit hidrico e
inoculadas con la cepa cultivada en los medios Bradyfact
y Genisteina, los niveles de ureidos fueron inferiores a los
de plantas inoculadas con la cepa multiplicada en el medio
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LM a los 12, 16 y 20 dias de impuesto el estrés
(Figuras 2B y 3B). En esta comparacion se puede
relacionar la influencia de la inoculacién con la cepa
B. elkanii ICA 8001 inducida en la sintesis de factores
Nod, sobre los niveles de ureidos en las plantas de soya
sometidas a estrés por sequia. Estos resultados
permitieron inferir que la induccién de la sintesis de los
factores Nod puede estar contrarrestando la acumulacién
de ureidos tanto en hojas como en nddulos. De alguna
forma, la induccién de los genes de la nodulacién en la
cepa B. elkanii ICA 8001, pudiera estar actuando indirec-
tamente sobre el catabolismo de los ureidos en las hojas.

Las rutas de degradacién de ureidos en las hojas
involucran la enzima alantoato amidohidrolasa que requiere
manganeso como cofactor (31). Otros demostraron que
las plantas de soya tolerantes a la sequia son capaces
de absorber mayores niveles de manganeso que plantas
sensibles a este estrés. Adicionalmente, los autores
demostraron que, el incremento de manganeso en las
plantas de soya sensibles y tolerantes a la sequia puede
disminuir los niveles de ureidos en hojas bajo condicio-
nes de estrés por déficit hidrico (32). Otras lineas de evi-
dencias demuestran que el suplemento de manganeso bajo
condiciones moderadas de déficit hidrico permite mejorar
la FBN en plantas de soya sensibles al estrés hidrico por
defecto (30).

Dado que la bacteria permanece en el nédulo radicular,
es poco probable que exista una relacion directa entre la
induccion de la sintesis de factores Nod con el
catabolismo de los ureidos en las hojas. Sin embargo, es
posible pensar que la induccidn de los genes nod en
B. elkanii ICA 8001 asi como la produccion de los factores
Nod por esta cepa, pudieran estar actuando positivamente
sobre la absorcién de manganeso en las plantas de soya
sometidas a deficiencia hidrica. De hecho, existen reportes
sobre el efecto de estos lipoquitooligosacaridos en
incrementar el flujo de elementos como el calcio en las
raices de las plantas de soya durante las primeras etapas
de la simbiosis (33).

De esta forma, las rutas de degradaciéon de los
ureidos pueden mantener una actividad metabdlica que
impida la acumulacion de estos compuestos nitrogenados
y la consiguiente inhibicidon de la FBN. Por tanto, bajo
condiciones de déficit hidrico, la inhibicién de la FBN en
plantas de soya puede estar relacionada con el incremento
de los niveles de ureidos en hojas y en nddulos, mientras
gue la disminucién de estos compuestos nitrogenados
se pudiera garantizar con la capacidad de la planta de
incorporar mayores niveles de manganeso, a través de la
absorcidn de nutrientes por la raiz.

Los controles de plantas sin inocular, sometidas o
no al déficit hidrico, también mostraron niveles de ureidos
en hojas, pero inferiores a los del resto de las plantas
inoculadas. Este resultado permitié corroborar que los
ureidos en las hojas no provienen Gnicamente de las rutas
de asimilacién del amonio simbidtico, sino también pueden
resultar del catabolismo de las bases purinicas que
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normalmente ocurre en tejidos vegetales (34). No obstante,
si se observa un incremento de los niveles de ureidos
foliar en las plantas de soya sin inocular y sometidas al
déficit hidrico (Figura 2), lo cual pudiera sugerir que las
rutas de degradacién de los ureidos también pueden
bloquearse bajo condiciones de sequia en plantas de soya
que no hayan desarrollado la FBN. Estas consecuencias
validan laimportancia de utilizar inoculantes inducidos
en la produccién de factores Nod para el cultivo de la
soya.

Bajo condiciones de sequia, pueden acumularse
ureidos en las plantas de soya afectando la FBN, por
tanto, al lograr disminuir el efecto inhibitorio de estos
compuestos nitrogenados sobre la FBN, es posible
establecer un indicativo de tolerancia a la sequia en plantas
de soya sometidas a este estrés.

La asimilacion del amonio resultante de la FBN
depende de una eficiente actividad de la enzima glutamina
sintetasa (GS1) (24). En plantas de soya, la isoforma
GS1 se expresa en laregion infectada del nédulo y esta
directamente involucrada en la asimilacion del amonio
simbidtico (35). En este trabajo, la mayor actividad GS1
se obtuvo en plantas de soya inoculadas con la cepa
B. elkanii ICA 8001 cultivada en el medio LM y sometidas
a estrés hidrico por defecto (Figura 4).

Por tanto, si la enzima GS1 presenta una mayor
actividad en las plantas de soya inoculadas con la cepa
sin inducir y sometidas a estrés por sequia, entonces la
produccion de glutamina pudiera estar incrementada en
los n6dulos de este grupo de plantas. El posible
incremento en los niveles de glutamina bajo condiciones
de déficit hidrico, puede estar en consonancia con el
incremento en los niveles de ureidos foliar y nodular.
M4s auln, este incremento en los niveles de ureidos puede
acentuarse si las rutas de degradacion en las hojas se
encuentran inhibidas como consecuencia del estrés
hidrico impuesto.

En contraste, las plantas inoculadas con la cepa
multiplicada en los medios Bradyfact y Genisteina,
sometidas o no al déficit hidrico, pudieran no tener
variaciones en los niveles de produccion de glutamina.
Esta deduccion se evidencia porque la actividad de la
enzima GS1 no mostrd diferencias significativas entre
estos grupos de tratamientos (Figura 4). Existen resultados
contradictorios relacionados con la regulacion de la
isoforma GS1 en respuesta a la sequia. Estudios previos
en nodulos de soya mostraron que el estrés oxidativo no
afecta la enzima GS1 a niveles transcripcionales (36).
Sin embargo, otras investigaciones han demostrado una
regulacion positiva sobre el gen que codifica la isoforma
GS1 en nddulos de plantas de soya sometidas a estrés
osmaotico, asi como un incremento de su ARNm sin
provocar variaciones en la actividad catalitica de esta
enzima (24, 37).

El incremento en la actividad de la enzima GS1 en
nddulos de las plantas de soya inoculadas con la cepa
sin inducir (LM) y sometidas a un déficit hidrico, puede
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estar relacionado con una regulacion positiva sobre el gen
gue codifica esta enzima (Figura 4). En contraste, esta
regulacién génica puede estar disminuida en plantas con
inoculantes inducidos en la produccion de factores Nod
(Bradyfact y Genisteina). Con la sintesis de estos
lipoquitooligosacaridos, se pudiera estar regulando la
expresion de la enzima GS1, de manera que sus niveles
y su actividad catalitica no tengan incrementos bajo con-
diciones de deficiencia hidrica y, por tanto, constituya otro
posible mecanismo que permita regular los niveles de
ureidos bajo estas condiciones de estrés. Esta posible
relacion puede justificar las similitudes de la actividad
enzimatica GS1 en nddulos de plantas de soya cony sin
déficit hidrico y con inoculantes inducidos en la produccién
de factores Nod (Bradyfact y Genisteina).

Este resultado es contradictorio con los presentados
por Gordon y colaboradores (2002), quienes demostraron
gue los niveles de transcripcion del gen que codifica la
isoforma GS1 en plantas de soya bajo condiciones de
déficit hidrico no fueron marcadamente afectados. Las
divergencias presentadas pueden ser explicadas por los
diferentes grados de susceptibilidad al estrés por sequia
gue pueden presentar las plantas utilizadas en estas
investigaciones (24).
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