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SALINIDAD EN LA SOYA (Glycine max (L.) Merril) Y AVANCES
EN EL ESTUDIO DE LOS MECANISMOS DE TOLERANCIA

Review
Soybean salinity (Glycine max (L.) Merril) and advances in the study
of the mechanisms of tolerance

Yuniet Hernandez Avera* y Natacha Soto Pérez

ABSTRACT. The soybean (Glycine max (L.) Merrill) is
one of the strategic lines identified food security worldwide,
by the high food value having their seeds and nutritional
quality. Like many economically important crops is subject
to environmental stresses that reduce their performance.
Indeed, soil salinization is one of the stresses that increasingly
threatens the productivity of soybean cultivars. Salt stress
causes osmotic and ionic effects that lead to morphological,
physiological and biochemical change in soybean plants. For
this reason, there is great interest in improving crop tolerance
to salinity, but it is necessary to understand the genetic
basis of salinity tolerance and adaptation mechanisms. In
this sense, functional studies have been conducted related
gene response to salt stress, in order to detect possible
candidates that confer tolerance to this stress, for the genetic
improvement of crops through genetic engineering. This
review summarizes some knowledge accumulated over
several decades on the main effects of salinity on crops. It
also discusses recent advances in the study of the mechanisms
of tolerance, which have led to new ways to reduce the
negative impact of salinity on the agricultural production.
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INTRODUCCION

RESUMEN. La soya (Glycine max (L.) Merril) constituye
uno de los renglones estratégicos de seguridad alimentaria
identificado a nivel mundial, por el alto valor como alimento
que presentan sus semillas y su calidad nutritiva. Al igual que
muchos cultivos econdmicamente importantes esta sujeta a
estreses abioticos que reducen su rendimiento. Precisamente,
la salinizacion de los suelos es uno de los estreses que
amenaza crecientemente la productividad de los cultivares
de soya. El estrés salino provoca efectos osmoticos e idnicos
que conllevan a alteraciones morfologicas, fisiologicas y
bioquimicas en las plantas de soya. Por esta razon, existe
gran interés en mejorar la tolerancia de este cultivo a la
salinidad, pero antes es necesario comprender las bases
genéticas de tolerancia a la salinidad y los mecanismos
de adaptacion. En este sentido, se han realizado estudios
funcionales de genes relacionados con la respuesta a estrés
salino, con el fin de detectar posibles candidatos que
confieran tolerancia a este estrés, para el mejoramiento
genético de los cultivos mediante la ingenieria genética.
Esta revision resume parte del conocimiento acumulado
durante varias décadas sobre los principales efectos
de la salinidad en la soya. También expone los ultimos
avances en el estudio de los mecanismos de tolerancia,
que han dado lugar a nuevas alternativas para reducir el
impacto negativo de la salinidad en la produccion agraria.

Palabras clave: Glycine max, salinidad del suelo, tolerancia,
seguridad alimentaria

Dada laimportancia econémica del
cultivo, se han ido identificando los
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La soya (Glycine max (L.) Merril)
constituye uno de los renglones
estratégicos de seguridad
alimentaria identificado a nivel
mundial, por el alto valor como
alimento que presentan sus
semillas y su calidad nutritiva (1).
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principales factores que pudieran
incidir negativamente en su
productividad. En este sentido,
la salinidad de los suelos ha
recibido creciente atencion ya que,
aproximadamente 800 millones de
hectareas de la superficie terrestre
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agricola se encuentran afectadas
por niveles de sales (2), que casi
siempre, superan la tolerancia de
los cultivos tradicionales (3).

La mayoria de los articulos
consultados para la elaboracion
de esta revision refieren que
es una especie relativamente
sensible a la salinidad (1, 4, 5, 6).
Del mismo modo, numerosos
estudios informan que la salinidad
provoca en las plantas de
soya un sinnumero de efectos
morfoldgicos, fisiolégicos y
bioquimicos, tales como reduccion
de la nodulacién (7), disminucion
de la fotosintesis (5) y cambios
cuantitativos y cualitativos en la
sintesis de proteinas por cambios
en la expresion de los genes,
entre otros (6). Por estas razones,
consideramos que la tolerancia a
este estrés deberia ser un objetivo
principal en la mayoria de los
programas de mejoramiento de
la soya.

El interés por mejorar la
tolerancia de los cultivos a la
salinidad ha ido creciendo en los
ultimos afos, empleando métodos
de mejora y seleccion tradicionales
0 produccion de organismos
genéticamente modificados.
Mediante las nuevas herramientas
de biologia molecular, la mejora
de la tolerancia puede extenderse
a cultivos donde no existe
variabilidad genética en respuesta
al estrés salino o la heredabilidad
de los caracteres de interés sea
muy baja (8). Sin embargo, el
avance en este campo estara
asegurado cuando se conozca
mejor las bases genéticas de
tolerancia a la salinidad y se
entiendan como son reguladas las
respuestas a la salinidad.

Los estudios moleculares
realizados en soya en los
ultimos afos han permitido
obtener aquellos genes que se
inducen en respuesta al estrés
salino (6, 9, 10, 11). Muchos
de estos genes son activados
por factores de transcripcion y
regulan mecanismos implicados
directamente en la respuesta

adaptativa (12). Por lo que, la
transformacion de plantas de
soya con genes que confieran
tolerancia a la salinidad, permitira
disminuir los impactos suboptimos
del rendimiento ocasionados por
este estrés.

En este articulo se expondran,
algunos de los efectos que el estrés
salino ocasiona en el crecimiento
de la soya, los mecanismos que
permiten mantener la homeostasis
idnica y osmdtica, asi como, los
métodos de ingenieria genética
empleados en soya para la
transferencia de genes y la obtencion
de genotipos mas tolerantes.

LA SOYAY LA SALINIDAD

EFECTOS DE LA SALINIDAD
EN EL CRECIMIENTO Y LOS
CARACTERES AGRONOMICOS
DE LA SOYA

La salinidad de los suelos afecta
negativamente el crecimiento
y el desarrollo de los cultivos.
Fisiolégicamente, la salinidad
impone un estrés osmatico
como resultado de las altas
concentraciones de soluto en
el suelo, causa ademas estrés
idbnico producto de la alteracion
de la relacion potasio/sodio
(K*/Na")en el citosol y ocasiona un
incremento de las concentraciones
de Na' y cloro (CI) que son
perjudiciales para la planta
(13, 14). Como consecuencia, las
plantas han desarrollado una serie
de mecanismos que involucran
alteraciones morfoldgicas,
fisioldgicas y moleculares en un
intento de ser mas tolerantes
(15, 16). De ahi, que las plantas
puedan responder a la salinidad
utilizando dos tipos de mecanismos
diferentes. Las plantas sensibles a
la salinidad (glicéfitas) responden
restringiendo la absorcion de sal
y ajustando la presién osmdtica
mediante la sintesis de solutos
compatible (17). Por el contrario,
las plantas tolerantes a la salinidad
(haldfitas) se caracterizan por
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secuestrar y acumular sal en las
vacuolas celulares, controlando
las concentraciones de sal en el
citosol y manteniendo una alta
relacion del K*/Na* citosodlico en
sus células (18).

La soya, al igual que muchos
cultivos econdmicamente importantes,
esta sujeta a estrés abidticos que
reducen su rendimiento (19, 20).
Precisamente la salinizacion de
los suelos es uno de los estreses
que amenaza crecientemente
la productividad de cultivares
de soya (21). Actualmente, la
mayoria de los estudios que han
utilizado métodos de deteccién
para tolerancia a salinidad (50 a
200 mM cloruro de sodio [NaCl])
basados en el crecimiento, el
dafio de la membrana celular,
los mecanismos fisiolégicos y
el rendimiento, refieren que la
soya es un cultivo relativamente
sensible a la salinidad (1, 5, 6).
Segun deversos autores (22) el
rendimiento de la soya es reducido
cuando la salinidad del suelo
exceda los 4 dS/m que es el valor
umbral respecto al contenido
total de sales, cuantificadas en
el extracto de saturacion del
suelo. En correspondencia,
una disminucién significativa
en el rendimiento por planta de
tres cultivares de soya se observé
bajo condiciones salinas de 3,
6 y 9 dS/m, respecto al control,
alcanzandose 0,892 g (71,36 %
del control), 0,516 g (41,28 % del
control) y 0,274 g (21,92 % del
control), respectivamente (23).
Por el contrario, otros autores han
clasificado a los cultivares de soya
como moderadamente tolerantes
a la salinidad (24, 25). También
es planteado que el germoplasma
de soya presenta un espectro
de tolerancia a la salinidad de
alto a bajo (21, 26). Es dificil
definir si la soya es una especie
halofita o glicofita, pues sus
cultivares presentan variabilidad
en la respuesta a estrés salino,
por lo que la capacidad para tolerar
la salinidad en mayor o menor
medida estara en dependencia del
genotipo evaluado.
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Ademas de las afectaciones
ocasionadas en el rendimiento,
los altos niveles de salinidad
en el suelo imponen un dafio
gradual durante todo el ciclo de
vida de la soya. La germinacion
de las semillas de soya se afecta
cuando son expuestas a altas
concentraciones de sal (26). El
orden de tolerancia a la salinidad
en la etapa de germinacion es el
siguiente: imbibicién > emergencia
de la radicula > crecimiento de la
raiz > crecimiento de las raices
laterales (27).

En el germoplasma de soya y de
muchas especies la tolerancia a
salinidad en la etapa germinativa
no esta consistentemente
relacionada a la tolerancia durante
la emergencia, crecimiento
vegetativo, floracion y fructificacion
(28). Investigaciones con el fin
de comparar tolerancia a la
salinidad en diferentes etapas del
desarrollo mediante el empleo
de QTLs (locus de un caracter
cuantitativo) comenzaron a
realizarse a finales de la década
de 1990. En estos estudios se
evidencié que QTLs asociados con
la tolerancia a la salinidad en la
etapa de germinacion de la cebada
(Hordeum vulgare), el tomate
(Solanum lycopersicum) y
Arabidopsis thaliana mostraron
resultados diferentes a los
QTLs asociados con tolerancia
a la salinidad en etapas
temprana del crecimiento; las
plantas seleccionadas por su
capacidad para germinar
en altas concentraciones
salinas no mostraron similar
tolerancia a la salinidad durante
el crecimiento vegetativo (29,
30, 31). En cultivos como tomate,
cebada, maiz (Zea mays), arroz
(Oryza sativa)y trigo (Triticum spp),
la tolerancia a la salinidad tiende
a incrementar con la edad de la
planta (32). Por el contrario, en la
soya la tolerancia a la salinidad
tiende a disminuir y se plantea que
la etapa de plantulas es mucho
mas sensible a estrés salino
que la etapa de germinacion.

Al evaluar en soya el efecto de
altas concentraciones de NaCl en
la etapa germinativa y de plantula,
varios autores (33) observaron
que con una concentracion Na*
de 9,3 mg/g de peso fresco en el
eje embrionario, aun era posible
obtener un 40 % de germinacion,
mientras que el crecimiento de
las plantulas fue completamente
inhibido cuando el tejido alcanzé
una concentracion Na* de 6,1 mg/g
de peso fresco.

De igual modo, los caracteres
agronémicos en el cultivo de la
soya pueden verse severamente
afectados en condiciones de
estrés salino. Se ha observado
que altas concentraciones de sal
en el suelo impone una reduccion
en la altura, el tamafio de la hoja, la
biomasa, el numero de internudo,
el numero de ramas y vainas, asi
como del peso por planta y del
peso de las semillas (34). Una
reduccion significativa en la altura
y el peso fresco de plantulas de
soya fue evidenciada por Amirjani
(1) al incrementar los niveles de
salinidad. Cuando las plantulas se
trataron con 50, 100 y 200 mM de
NaCl se evidencia una disminucion
en la altura de la planta del 30, 47
y 76 % y del peso fresco del 32,
54 y 76 %, respectivamente. Por
otra parte, se ha demostrado que
el estrés salino también incide en
la calidad de las semillas de soya,
al reducir el contenido de lipidos
y proteinas. Recientemente,
se determin6 que la salinidad
presenta un efecto positivo en el
porcentaje de aceite por grano
y negativo en el de proteina. No
obstante, en condiciones salinas
el contenido de proteina en las
diferentes etapas de desarrollo
de la semilla es mayor que el
contenido de aceite (23).

Hasta el momento hemos
mencionado algunos de los
caracteres morfolégicos que se
ven afectados negativamente
cuando las plantas crecen en
altas concentraciones de sal. Sin
embargo, existe un elemento muy
importante que es determinante
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para el crecimiento de las
leguminosas. Precisamente este
elemento es la fijacion simbidtica
de nitrégeno en nodulos de las
raices el cual también es afectado
por la salinidad.

EFECTO DE LA SALINIDAD
EN LA NODULACION

Una de las caracteristicas
que distingue a las leguminosas
del resto de las especies es la
formacion de ndédulos en sus
raices con bacterias simbidticas
conocidas como rizobios. La
fijacion simbidtica de nitrogeno
en nodulos de las raices es
imprescindible para la sintesis de
biomoléculas esenciales, por lo
que del numero y de la calidad de
los nddulos de las raices estara
determinado el estado nutricional
de la planta (35).

El estrés salino afecta la
nodulacién de la soya y disminuye
el numero y biomasa de los nddulos
de las raices. Ademas de reducir
la nodulacion, la salinidad también
produce una disminucién de la
actividad nitrogenasa especifica
y en la eficiencia de la fijacion de
nitrégeno (36). Lo anterior esta
dado porque ante el efecto salino
se atenua la respiraciéon aerobica
de las bacterias fijadoras de
nitrégeno, se reduce el contenido
de leghemoglobina en nédulos de
las raices, y se agota la fuente de
energia necesaria para la fijacion
de nitrégeno (37). También, el
estrés salino inhibe fuertemente la
deformacion de los pelos radicales
ante la percepcion de los factores
de nodulacién (Nod) de las
bacterias y por lo tanto dificulta la
iniciacion del proceso de simbiosis,
apreciandose una reduccion en el
numero de nédulos por planta (38).

Se piensa que la tolerancia
a la salinidad en la nodulacion de
la soya esta mediada por sefiales
de soluto, tanto en la parte aérea,
como en las raices de la planta
(39). Un cultivar de soya sensible
a la salinidad "NOD1-3 " exhibié un
efecto perjudicial mas severoenla
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nodulacién que el cultivar tolerante
a la salinidad "P1416937" cuando
se sometieron a estrés salino. El
injerto de vastagos de "P1416937"
en raices del cultivar "NOD1-3"
atenuo la inhibicién, lo que sugiere
una transmisidon descendente
de las sefales de nodulacién.
Mientras tanto, el injerto de
vastagos del patrén sensible a la
salinidad en raices de " P1416937"
mostrd una inhibicion moderada,
lo que indica que las sefales
de nodulacion también fueron
generadas a partir de las raices.

La capacidad de los nodulos
para mantener un nivel significativo
de fijacién de nitrégeno en
condiciones salinas, esta
correlacionado positivamente
con la capacidad de tolerancia
a la salinidad, tanto por la soya
como por las cepas Bradyrhizobia/
Rhizobia. El efecto dafiino de la
salinidad en cepas Bradyrhizobia/
Rhizobia parece atribuirse a un
efecto especifico de iones en
lugar de un efecto osmatico.
La capacidad de tolerancia a
la salinidad de Bradyrhizobia/
Rhizobia esta determinado por el
pH, la temperatura, las fuentes de
carbono, y la presencia de solutos
osmoprotectores en el substrato
del suelo (40). La tolerancia a
la salinidad de diferentes cepas
de BradyrhizobialRhizobia no
esta relacionado con su origen
ecoldgico. La aplicacion de
genisteina (una sefial isoflavonoide
producida por las plantas para
estimular el proceso de nodulacion
en la bacteria) supera los efectos
estresantes de la salinidad durante
la simbiosis entre Bradyrhizobia
y la soya, permitiendo mejorar
el crecimiento de las plantas y
el rendimiento de la soya (7).

ESTRES IONICO EN SOYA

Por lo general, cuando las
plantas de soya son sometidas
a estrés salino la tasa de
crecimiento y la fotosintesis
se ven afectadas debido a la
toxicidad especifica de iones (41).

La mayoria de los estudios
realizados en A. thaliana y arroz
indican que el Na* es el principal ion
letal, por lo que una acumulacion
excesivadeiones Na*eslacausade
muerte inducida por salinidad (42).
Sin embargo, en la soya,
experimentos clasicos sugieren
que el dafo inducido por la salinidad
esta relacionado con el contenido
de CI en la parte aérea (43). La
toxicidad de CI- ha sido reconocida
como un problema en los campos
de soya. Se ha observado que
plantulas de soya cultivadas
en condiciones de salinidad,
presentan sintomas de clorosis
en sus hojas y reduccién de la
biomasa debido a la toxicidad
inducida por el CI- (41).

Aun cuando es cuestionadalla
principal causa de estrés i6nico en
la soya cultivada, frecuentemente
los experimentos se realizan bajo
la accién conjunta de iones de
Na* y CI. Lo anterior, hace dificil
comparary evaluar sus efectos de
estrés por separado y concluir cual
es el ion responsable de la muerte
inducida en condiciones salinas.

Frecuentemente se plantea
que la tolerancia a la salinidad
esta relacionada con la eficiencia
de limitar la translocacién de
Na*/Cl- desde las raices a las
hojas. Algunos cultivares de
soya muestran mejor tolerancia
a la salinidad ya que evitan la
translocacién de iones de las raices
a otras partes de la planta; no
acumulan mucha sal en las hojas
y los tallos y cuentan con un mejor
ajuste osmatico en sus células.
Estudios pioneros de tolerancia a
la salinidad en cultivares de soya,
refieren que las concentraciones
de Cl-en las hojas de los cultivares
tolerantes es 10 veces menor que
en la de los cultivares sensibles
(43). Algunos autores evaluaron
el mecanismo de tolerancia a la
toxicidad i6nica de Na*y CI- en
poblaciones de soyas cultivadas
y silvestres (44). Sus resultados
mostraron que el CI-fue la principal
causa de toxicidad ionica en las
poblaciones cultivadas, mientras
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que el Na*en las poblaciones
silvestres. La moderada tolerancia
a la salinidad en plantas cultivadas
de soya, se debid principalmente
a la retencion de CI- en las raices
evitando asi la acumulacién a
concentraciones toxicas en tallos
y hojas. Precisamente este y otros
mecanismos son utilizados en soya
para mantener la homeostasis de
iones y evadir los dafios impuestos
por el estrés salino.

Lahomeostasis K*/Na* citosdlica
es crucial para el metabolismo
celular y es considerada un
componente clave de latoleranciaa
la salinidad en las plantas (45, 46).
Los procesos mas importantes para
el mantenimiento de la homeostasis
idnica constituyen: la acumulacion
celular, secuestramiento y
exportacion, y el transporte de
iones a larga distancia. Estudios
sobre regulacion de genes en
plantas modelo como A. thaliana
y arroz han sugerido que varias
ATPasas, canales proteicos para
el paso del agua y transportadores
idnicos son regulados por el estrés
salino tanto a nivel de transcripcion
como a nivel de biosintesis de
proteinas (8).

El papel de varios de los
transportadores i6nicos en las
plantas tolerantes a salinidad, ha
sido un punto de mucha atencion
durante los ultimos tiempos. Se han
obtenido grandes progresos en la
caracterizacién de transportadores
idnicos y la evaluaciéon funcional
de los mismos en la tolerancia
a este estrés*. En las células de
las plantas superiores, los iones
Na* son excluidos de las células
o confinados en sus vacuolas
principalmente por bombas Na*/H*
(antiportadores), bombas proteicas
que hacen uso del gradiente
de pH generado por ATPasas
H* localizadas en la membrana
citoplasmatica o ATPasas H*
presentes en el tonoplasto.

AVelarde, A. M. Modulacion del transporte ionico
por poliaminas y especies reactivas de oxigeno
y su posible impacto en la respuesta de planta
a estrés salino. [Tesis de Maestria]. Facultad de
Medicina, Universidad de Colima. 2009, 85 p.



Cultivos Tropicales, 2014, vol. 35, no. 2, p. 60-71

abril-junio

Existen varios genes que codifican
para antiportadores Na*/H* en
el genoma de Arabidosis. El
primero de estos genes que fue
caracterizado es el AtINHX1, pero
se reconocen hasta seis isoformas
diferentes de genes NHX (47).
La funcion del gen AtNHX1 en
plantas tolerantes a la salinidad
fue demostrado por Apse (48)
al concluir que son importantes
para secuestrar el exceso de Na
citosodlico en la vacuola y evitar su
efecto téxico.

Existen muy pocos trabajos
de genes que regulan la
homeostasis idnica en soya (49).
Un estudio fisiolégico, refiere
que la homeostasis de CI- es un
mecanismo importante para lograr
la tolerancia a estrés salino en este
cultivo, pero actualmente, poco
se sabe de los transportadores de
iones que regulan su homeostasis
(43). En este sentido, algunas
investigaciones se han dirigido al
estudio de los canales de cloro
(CLC) en plantas. Varios autores
plantean que los CLC pudieran
desempefiar diversas funciones
celulares, tales como estabilizacién
del potencial eléctrico de
membrana, regulacién del volumen
celular y el transporte transcelular
de CI- (50, 51). Aun cuando no esta
clara la localizacion subcelular de
los CLC, se han hallado situados
en las membranas mitocondriales y el
tonoplasto de tabaco (Nicotiana sp.) y
arroz, respectivamente (52, 53).
Por el contrario, numerosas
investigaciones demuestran
como los transportadores Na*/H*
regulan la homeostasis de Na*.
No obstante, en el cultivo de
la soya un estudio minucioso
comenzod solo hace siete afios
por varios autores (44), quienes
informaron la existencia de un
transportador Na/H (GmCAX1)
localizado en la membrana
plasmatica de células oclusivas y
epidérmicas de A. thaliana 'y cebolla
(Allium sp.) que sobreexpresaban el
gen Gm CAX1, respectivamente.
La expresion de GmCAX1 fue
inducida por tratamientos con

polietilenglicol (PEG), acido
abscisico (ABA), calcio, Na* y litio
(Li*). Las plantas transgénicas
de A. thaliana mostraron una
reduccion en la acumulacion de
iones Na*, K* y Li* en el citosol
y fueron tolerantes a Li* y Na*
durante la germinacion. Lo anterior
indica que estos transportadores
funcionan en expulsion de iones
al medio extracelular.
Posteriormente, fueron
caracterizados los genes GmCLC1
y GmNHX1 que codifican para
transportadores de iones que
regulan la homeostasis de CI- y
Na*, respectivamente, con el fin
de determinar sus funciones en
respuesta a estrés salino (49).
La expresién de ambos genes
fue inducida en hojas y raices de
soya tratadas con NaCly PEG. Un
estudio de microscopia confocal,
empleando proteinas de fusion
fluorescentes amarillas en células
transgénicas de tabaco BY-2,
reveld que los transportadores
GmCLC y GmNHX se localizan
en el tonoplasto. También, una
mayor concentracion Cl- o de Na*
fue observada en las vacuolas de
lineas transgénicas de tabaco que
sobreexpresan el gen GmCLCA1
o GmNHX1, indicando que estos
transportadores funcionan en el
secuestro de iones para reducir
sus sefectos toxicos en el citosol.
Hasta el momento solo
algunos transportadores idnicos
han sido descrito en soya, por lo
que se necesitan mas estudios
para delinear la funciéon de cada
componente en detalle.

ESTRES OSMOTICO EN SOYA

En condiciones de salinidad,
se sufre un estrés osmotico por
la gran concentracion de solutos
disueltos en la zona radicular,
lo que conlleva a reducir la
capacidad de absorciéon de agua
en las plantas, produciendo la
disminucion del potencial osmotico
y de la turgencia. Una de las
primeras respuestas fisioldgicas
ante la pérdida de la turgencia
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es el aumento en la sintesis y
redistribucién de la fitohormona,
acido abscisico (ABA). EI ABA
inicia la activacion del cierre de
estomas ante estrés salino, por
lo que se disminuyen los niveles
de CO, y por consiguiente la
fotosintesis, conduciendo al estrés
oxidativo®.

El estrés oxidativo, es un
término comunmente utilizado
para describir los efectos adversos
de las especies reactivas de
oxigeno (ERO) sobre las plantas.
Las ERO son responsables del
dafo oxidativo de macromoléculas
biol6gicas como el &cido
desoxirribonucleico (ADN), lipidos,
carbohidratos y proteinas®. Para
reparary mitigar el dafio producido
por las ERO, ciertas especies
han desarrollado mecanismos
de protecciéon como la sintesis
de dos tipos de antioxidantes:
a) sistema enzimatico y b)
sustancias no enzimaticas, de bajo
peso molecular, como los fenoles.

Las principales enzimas
antioxidantes que intervienen en
la eliminacion de las especies
reactivas del oxigeno son:
superéxido dismutasa (SOD),
catalasa (CAT), peroxidasa (POX),
ascorbato peroxidasa (APX) y
glutation reductasa (54). En la
soya con el objetivo de evaluar el
estrés oxidativo generado por la
salinidad, se determind la actividad
de las enzimas SOD, CAT y POD
en hojas de plantas tratadas
con 50, 100 y 200 mM de NaCl.
Un incremento de la salinidad
superior a 50 mM resultd en
un aumento de la actividad de
estas enzimas. De este modo, la
actividad de SOD, CAT y POD en
plantas crecidas conteniendo 100 y
200 mM de NaCl fue 60 y 21, 67
y 47, 71 y 40 % superior que en
el testigo, respectivamente (1).
Es planteado que un aumento
en la actividad de la enzima SOD
permite destoxificar el radical
superédxido, producido por el
estrés, y constituye una importante
estrategia para disminuir los efectos
nocivos del estrés oxidativo.
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Pese a que la SOD actua como la
primera enzima de defensa contra
la oxidacion producida por las ERO,
su actividad genera la acumulacion
de peroxido de hidrogeno (H,0,),
un producto téxico para las plantas
(55). Por este motivo, la soya
deberia contar con un mecanismo
que le permita transformar el
H,O, en una sustancia inocua.
La POD en el apoplasto y la CAT
en el peroxisoma descomponen
al H,0, mediante la oxidacion de
diversos sustratos (56), por lo que
sus actividades se complementan
con la de la SOD, eliminando el
producto téxico producido por esta.
Ademds de las enzimas
antioxidantes, algunos osmolitos
organicos como el manitol y la
prolina participan en la eliminacion
de especies reactivas de oxigeno
(57). Otros como los polioles,
protegen a las membranas del
dafo oxidativo regulando las
actividades de varios antioxidantes.
Estos y otros solutos compatibles
(glucosa, pinitol, glicina betaina
y poliaminas), también pueden
actuar como osmoprotectores
disminuyendo el potencial osmaético
y facilitando la retencion de agua
en el citoplasma (58), siendo esta
otra respuesta adaptativa que
permite la tolerancia a la salinidad.
En relacién a la prolina, se
plantea que su acumulacion es
una respuesta comun en un amplio
rango de estreses abioticos como
la salinidad. En la soya se ha
evidenciado que la degradacion
de poliaminas por la enzima
diamina oxidasa contribuye a la
acumulacion del ¥ acido amino
butirico (59). Plantas de soya
sometidas a estrés salino con
niveles de 200 mM NaCl generan
una acumulacién significativa de
prolina en el citoplasma celular
de las hojas (1). Este resultado
sugiere que a nivel de hojas la
acumulacion de prolina puede ser
considerada como un indicador de
sensibilidad a las sales en soya.
Hasta el momento, de todos
los osmolitos encontrados en soya,
el pinitol es el soluto que mas

abunda en todas las partes de la
planta. Recientes estudios sugieren
que el pinitol puede acumularse
en soya como respuesta a estrés
osmotico y su concentracién en
hojas de plantas estresadas puede
ser mayor que la de prolina (60).

Etiquetas de secuencias
expresadas (ETS) publicadas en
bancos de datos de plantas modelo
como tabaco, arabidopsis y arroz,
ha incentivado enormemente a
realizar estudios de proteinas
que responden a estrés osmético
en soya mediante técnicas de
protedmica (6, 61). De este modo se
identifican aquellas proteinas que
son determinantes en la respuesta
a estrés osmotico. La calnexina es
una proteina transportadora de
soya homdéloga a la H*-ATPasa
de la membrana plasmatica. Un
ensayo inmunoblotting confirmo
que esta proteina es acumulada
en condiciones hiperosmaticas, lo
cual sugirié que es una H*-ATPasa
altamente regulada que conlleva a
un eflujo acelerado de iones (10).

Como ven una serie de
mecanismos estan implicados
para tolerar la salinidad, por lo que
en soya la moderada tolerancia
exhibida por algunas variedades,
pudiera estar dada por la capacidad
que tienen esos genotipos de soya
para combinar estos mecanismos
de adaptacion.

FACTORES DE
TRANSCRIPCION NAC
EN SOYA

La comprension de los
mecanismos moleculares, a través
de los cuales las plantas perciben
el estrés y traducen esta sefial
dentro de las células para generar
respuestas adaptativas, es vital para
disefar estrategias que permitan
mejorar la tolerancia al estrés de
los cultivos (62). En los ultimos
afios, la biotecnologia ha logrado
grandes avances en la produccion
de plantas tolerantes a diversos
estrés abioticos (causados por
condiciones ambientales adversas).
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En los comienzos, se utilizaron
genes que codifican diferentes
proteinas involucradas en
la proteccion y reparacion del
dafo celular, como enzimas
de la biosintesis de moléculas
osmoprotectoras, lograndose
buenos resultados (63). Sin
embargo, el uso de genes
reguladores, como los factores
de transcripcion, parece ser
un enfoque mas efectivo en la
produccion de plantas tolerantes
al estrés. Un solo gen regulador
puede alterar la expresiéon de
un gran numero de genes que
cumplen funciones de proteccion
y reparaciéon, generando una
respuesta mucho mas amplia y
eficaz (64).

El estrés salino regula los
factores de transcripcion por
induccién de sus genes, activacion
de sus proteinas, o degradacion a
través del sistema de proteasoma.
De esta manera, los factores
de transcripcidon actian como
interruptores moleculares para
la expresién de los genes
de respuesta a estrés (65).
Actualmente, muchos esfuerzos
se realizan para mejorar la
tolerancia a estrés salino en
plantas, mediante la sobreexpresion
de algunos genes activados por
factores de transcripcién que
regulan su expresion, tales como,
OsNAC10 (66), SNAC2 (67) y
GmNAC (12).

Las proteinas de tipo NAC
pertenecen a una familia de factores
de transcripcion especificos de
plantas. Los miembros de esta
superfamilia, se caracterizan por
presentar un dominio de union al
ADN altamente conservado en
la regidon N-terminal y una region
C-terminal variable, reguladora
de la transcripcion (16, 68). Las
proteinas NAC pueden regular un
gran numero de procesos celulares
durante el desarrollo la respuesta
a estrés, porque son capaces de
formar multiples complejos de
proteinas (69).
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El primer informe comprensivo
de FT-NAC fue publicado por Olsen
(70), pero las investigaciones han
progresado substancialmente
desde ese entonces. Varios
miembros de esta familia fueron
identificados y caracterizados
en plantas modelos como
A. thaliana (71) y cultivadas como
arroz (67), trigo (72) y soya (73).
En esta ultima especie cultivada,
se piensa que existan 54 genes
NAC basado en bibliotecas ETS
(74) y 101 proteinas NAC basado
en secuencias de genoma de
la soya (75). Recientemente, se
analizaron 31 genes NAC de soya
y se encontré que nueve de ellos
fueron inducidos por la salinidad y
otros factores de estrés tales como
la alta sequia, frio y tratamiento
con ABA (73). Sin embargo, la
funciones de estos NACs de
soya en la tolerancia al estrés es
desconocido.

En este sentido, genes
GmNAC11y GmNAC20 inducidos
en raices y cotiledones de soya
por multiples tratamientos, fueron
estudiados para determinar
sus funciones en respuesta a
estrés. Plantas transgénicas de
A. thaliana, sobre expresando
el gen GmNAC20, mostraron
mejor tolerancia a estrés salino
y frio comparado con las plantas
controles. La expresion de este
gen también promovié la formacion
de raices laterales en los clones
transformados, indicando que
ademas juega un papel importante
en la sefalizacion de auxinas
y el desarrollo. En contraste, la
sobre expresion de GmNAC11
confiri6 una mejor tolerancia
solamente al estrés salino (12).
Este resultado sugiere que ambos
GmNAC funcionan como factores
de transcripcién que modula
positivamente la tolerancia a
estrés salino y que puede tener
aplicaciones en la ingenieria
genética para mejorar la tolerancia
a la salinidad de los cultivos.

Algunos genes NAC han
demostrado ser utiles para
conferir tolerancia a estrés

salino en plantas modelos;
sin embargo, aun se necesita
una mejor comprension de sus
funciones para reducir al minimo
sus efectos negativos en plantas
transgénicas. Por lo general,
genes aislados y caracterizados
de plantas cultivadas son
empleados en el desarrollo
de transgénicos tolerantes al
estrés en plantas modelo como
el tabaco, Arabidopsis o arroz.
Sin embargo, se hace necesario
extender los éxitos alcanzados en
el mejoramiento a estrés salino, a
especies cultivadas como la soya,
lo cual se ha visto limitado por no
tener implementado un eficiente
sistema de transformacion.

TRANSFORMACION
GENETICA DE LA SOYA

Como la soya es uno de
los cultivos mas importantes del
mundo, los investigadores se
han dado a la tarea de buscar
métodos para mejorar y optimizar
sus rendimientos ante condiciones
adversas. Una variedad de
técnicas de transformacion han
sido usadas para obtener soya
transgénica. Sin embargo, algunos
genotipos de soya han demostrado
ser recalcitrante a los diferentes
métodos de transformacion (76).

Varios métodos de
transformacion fisicos
(electroporacion, microinyeccion,
tubo polinico y biobalistica) y
bioldgicos (A. tumefaciens) se han
empleado para obtener plantas de
soya genéticamente modificadas.
Por ejemplo, plantas transgénicas
de soya han sido regeneradas
a partir de callos derivados de
protoplastos electroporados (77, 78).
La principal ventaja de este método
radica en que una mayor cantidad
de material uniformemente
transformado puede ser generado
y seleccionado en estadios
tempranos para producir clones
de células no quiméricas que
exhiban integracién y expresion
de los genes introducidos.
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El método de transformacion
de plantas via tubo polinico es
otro método directo que ha sido
utilizado para la transformacion
de la soya. Diversos autores
realizaron experimentos de
transformacion genética de soya
a partir de flores tratadas con
ADN (79), aproximadamente el
2 % de las semillas obtenidas
que contenian el gen gus fueron
positivas al ensayo GUS; sin
embargo, en las hojas de las
plantas crecidas de dichas semillas
no se observo la actividad de
la B glucuronidasa. Cuando se
realizé este ensayo a las semillas
de la progenie, menos del 3 %
expresaron una reaccion GUS
positiva. En el PCR realizado
con el ADN de las hojas de las
plantas crecidas de estas semillas
no se detectd el gen gus, lo que
indic6 que la actividad de la
glucuronidasa que se observo
en algunas semillas, pudo haber
sido enddégena o una expresion
transiente, en la cual el ADN
estaba dentro de las células pero
no integrado al genoma de la
planta.

EI bombardeo de
microparticulas es uno de los
métodos que comunmente se usa
para generar plantas transgénicas
en soya (80, 81, 82). Este método
es el mas conveniente para
transferir multiples genes dentro
de la planta sin necesidad de
complejas estrategias de clonaje,
de varias cepas de Agrobacterium
o de cruzamientos secuenciales.
Sin embargo, su aplicacion esta
en ocasiones limitada por la
integracion de multiples copias
0 reconstitucién de transgenes que
resulta en su co-supresion (83, 84).
En un intento de incrementar
la eficiencia de transformacién
de la soya por bombardeo de
microparticulas, un grupo de
investigadores examinaron los
efectos de varios parametros
como el tamafo de las particulas
de oro, la distancia del objetivo,
la presién de aceleracion, la
cantidad de ADN por bombardeo



Cultivos Tropicales, 2014, vol. 35, no. 2, p. 60-71

abril-junio

y el numero de bombardeos. La
optimizacién de estas condiciones
permitié generar plantas
transgénicas estables de soya y
la eficiencia de transformacion
super6 significativamente a la
obtenida mediante un protocolo
convencional (85).

Ademas del método de
biobalistica, el otro método de
transformacion en soya mas
empleado es el de A. tumefaciens.
Se ha demostrado que el
genotipo de soya influye en la
susceptibilidad de la planta al
Agrobacterium y en su capacidad
de regeneracion in vitro (85), por
lo que la eficiencia de este método
de transformacién dependera de la
variedad seleccionada. Hasta la
fecha, solamente dos sistemas de
regeneracion han sido usados en
la transformacion de soya mediada
por Agrobacterium. Estos sistemas
son: los nudos cotiledonales y los
embriones (86, 87).

El nudo cotiledonal fue el
primer tipo de explante usado para
regenerar plantas transgénicas
de soya mediante Agrobacterium
(88). Aunque se ha demostrado
que es un buen explante para
la transformacion, aun existen
problemas concernientes con las
quimeras, pues se trata de un
tejido meristematico multicelular
y subepidérmico, que dificulta la
penetracién del Agrobacterium.
Por lo que, para evitar las plantas
quiméricas, es recomendado
usar un agente selectivo con
concentraciones superiores a la
letal, determinada para la variedad
que se esta transformando (89).

El bombardeo de tejidos
vegetales con microproyectiles
es otra técnica que se utiliza para
provocar heridas y promover
la transformacion mediada por
Agrobacterium. Se basa en
producir microheridas al tejido
por bombardeo de particulas
un momento antes de la
inoculacién con la suspension
de Agrobacterium. Droste et al.
(90) fueron los primeros en
reportar la aplicacion de esta

técnica en la transformacién
de la soya. Aunque solamente
determinaron la expresion del gen
uidA, sus resultados mostraron
que el sistema integrado
bombardeo-Agrobacterium es
una alternativa para transformar
soya. Recientemente, plantas
transgénicas fértiles de soya
se han obtenido mediante la
integracion de estos dos métodos
(91). Estos resultados indican que
la combinacion de ambos sistemas
de transformacion, promete mucho
para aumentar la eficiencia de
infeccion del Agrobacterium y para
lograr una transformacion estable
de la soya.

En Cuba, un proyecto de
Biotecnologia de la Soya surgio
en el 2008 liderado por el
Centro de Ingenieria Genética y
Biotecnologia, con el fin de obtener
genotipos de soya resistentes
a herbicida y estrés biético y
abiotico. Dado este propdsito,
se optimizaron protocolos de
regeneracion y de transformacion
genética (biobalistica vy
A. tumefaciens) para las variedades
cubanas de soya utilizando como
explante nudos cotiledonales y
embriones (92). Actualmente, se
cuenta con clones transgénicos
de soya de la variedad cubana
Incasoy-36, que portan el gen
cp4 epsps para la resistencia al
herbicida glifosato (usado también
como agente de seleccion) y el gen
de defensina para la resistencia
a enfermedades fungosas, los
cuales estan siendo empleados
en el mejoramiento genético
convencional para la transferencia
de genes a otras variedades
cubanas de interés comercial®.

Es de destacar ademas,
que con el objetivo de lograr un
buen sistema de regeneracién

BSoto, N.; Delgado, C.; Rosabal, Y.; Ferreira, A. y
Enriquez, G.A. Genetic transformation of Cuban
soybean variety Incasoy-36 mediated by particle
bombardment of embryonic axis.En: Metodos
avanzados de mejoramiento genético de plantas.
X Simposio Internacional de Biotecnologia
Vegetal. Instituto de Biotecnologia de las
Plantas, Santa Clara 2012 p. 78-79.
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de embriones somaticos en las
variedades cubanas se han
realizado varias investigaciones
en el Instituto de Biotecnologia
de las Plantas, a fin de crear las
bases para un posible programa
de transformacion genética (93, 94).
Por otra parte, como resulta de
gran interés para nuestro pais
lograr una elevada produccién
de soya en nuestras condiciones
climaticas, consideramos que es
necesario emprender estudios
dirigidos a la obtencién de
genotipos de soya tolerantes a
estrés salino e hidrico.
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