INFLUENCIA DE UN PERIODO
DE STRESS HIDRICO Y DE ALGUNOS
REGULADORES DEL CRECIMIENTO

SOBRE EL GRADO DE NODULACION
DE DOS CULTIVARES DE SOJA*

R.
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INTRODUCCION

Varios autores (2, 6, 11) demostra-
ron que la creacion de déficits hidricos
inhiben la formacién de nodulos y el cre-
cimiento de los preexistentes en numero-
sas leguminosas determinando, en conse-
cuencia, una apreciable disminucion en la
fijacion de nitrogeno atmosférico. Parale-
lamente, nodulos de soja en condiciones
de “stress” hidrico, disminuyen su activi-
dad reductora de nitrogeno atmosférico
por aumento del tenor de etanol a nivel
de los nodulos (14).

Por otra parte, otros autores (10,19,
20) demostraron que el stress hidrico
provoca aumentos considerables y subitos
en el tenor de acido abscisico (ABA) en el
follaje de poroto, avena, soja y otras es-
pecies no leguminosas. Dichos autores su-
gieren que la induccidn de la sintesis y/o
liberacion de ABA constituird un factor
de regulacién de pérdida de agua causada
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por cierre estomatico, que efectivamente
ocurre cuando dicho inhibidor se aplica al
follaje de las mismas plantas (7, 20). Por
otra parte, Milborrow y Robinson (9) en-
contraron aumentos considerables de ABA
en raices de plantas sometidas a stress hi-
drico, hecho que sugeriria un proceso de
migracién de dicho inhibidor desde el fo-
llaje hacia aquellos 6rganos.

Los resultados obtenidos por Phillips
(11), parecen confirmar dicha presuncion,
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ya que en arveja este autor obtuvo inhibi-
cién de la nodulacién con aplicaciones de
ABA a partir de 3.8 x 10°7M sin alterar el
crecimiento de los pelos absorventes ni su
infeccion por Rhizobium. Dicho autor su-
giere que la inhibicién de la nodulacion
ocutre por inhibicién de la division celu-
lar y de la poliploidizacion de células cor-
ticales de la raiz, fenébmeno que es esti-
mulado por citocininas (1).

No existen por el momento trabajos
que hayan estudiado la posibilidad de an-
tagonizar o revertir los efectos detrimen-
tales producidos por ABA, mediante la
accion de otros reguladores del crecimien-
to (citocininas y giberelinas), cuya accion
antagoénica se conoce en relacién a otros
fendmenos fisiolégicos tales como dormi-
cién de yemas y semillas (4, s, 12, 15, 16,
17).

El presente trabajo tuvo por objeto
estudiar la evolucion de sustancias inhibi-
doras en follaje y raiz de plantas del cv.
Halesoy 71 sometidas o no a un periodo
de stress hidrico, y la posible alteracién
de los patrones evolutivos de tales sustan-
cias por accion del acido giberélico (AG3)
aplicado por via foliar.

En una segunda etapa se trat6 de re-
producir el efecto detrimental de un peri-
odo de sequia sobre la nodulacién, me-
diante aplicaciones por via foliar de ABA
en plantas del cv. Lee crecidas continua-
mente en capacidad de campo (c. c.). Por
ultimo, se trato de establecer si dicho pre-
sunto efecto inhibidor podia ser revertido
mediante aspersiones simultaneas de AG3.

MATERIALES Y METODOS

a) Ensayo 1:

Se estudid la evolucion de inhibido-
res y su posible desaparicion o disminu-
cion a nivel foliar y radical por accién de
AG3 en plantas sometidas o no a un peri-
odo de “stress” hidrico.
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El ensayo se estructuré de la siguien-
te manera:

—Variante I: plantas mantenidas conti-
nuamente en condiciones
de c. c.

—Variente 1l: plantas sometidas a un pe-
riodo de “stress” hidrico
hasta punto de marchitez
permanente (PMP) durante

el proceso de nodulacién.

Para cada una de dichas valientes se
estructuraron 2 subvarientes:

1. Plantas testigo no aspeijadas con
ags

2. Plantas asperjadas con AGs 100
ppm al final del periodo de sequia,
cuando las hojas inferiores mostra-
ron signos de marchitez permanen-
te.

El ensayo se realiz6 en condiciones
de invernéculo, bajo luz continua y a tem-
peraturas de 30° Cdurante el diay 15° C
durante las horas correspondientes a la
noche.

Se sembraron & macetas por trata-
miento, con 2 plantas por maceta, utili-
zéndose semillas seleccionadas del cultivar
Halesoy 71 previamente inoculadas con
Rhizobium japonicum CKC.

El medio edafico se compuso de una
mezcla de tierra de cultivo, vermiculita y
arena en proporcion 2: 1: 1 viv, el que
manifestd una c.c. de 16,7%de agua ( -0.3
atm) y un PMP de 7,09 (-15 atm). La de-
terminacion de los respectivos potenciales
agua se efectu6 mediante el método de
membrana de presion.

Cuarenta y cuatro dias después de la
siembra, se suspendio el riego en las va-
riantes “sequia”. Seis dias después las
plantas mostraron sintomas de marchitez
permanente. En ese momento las subva-
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liantes “AG3” fueron asperjadas con una
solucion hormonal de 100 ppm hasta pri-
mer escurrimiento. A continuacion las
plantas de todas las variantes se regaron
hasta c.c. Cuarenta y ocho horas después
«e extrajeron muestras de follaje (hojas
sin peciolo, yema apical y axilares) y de
raices de s plantas por variante. Las
muestras, previamente homogeneizadas,
fueron biofilizadas de inmediato.

La extraccion, purificacion y separa-
cion de sustancias inhibidoras se efectu6
mediante particiones en solventes organi-
cos y cromatografia en capa delgada segun
técnica descripta por Correa etal. (5)y
Bottini etal (3). La evaluacion bioldgica
de los estractos se efectu6 mediante la
prueba del crecimiento recto de secciones
de coleoptilos de trigo (3,5). Pruebas en
blanco con ABA puro (Sigma Chem. Co)
se realizaron bajo las mismas condiciones
cromatogréficas a los efectos de determi-
nar sus valores de Rf.

En los restantes lotes de plantas se
procedié al recuento del nimero de nodu-
los alos 4 y 11 dias después de haber fi-
nalizado el periodo de sequia.

b) Ensayo 2 :

Se utilizaron plantas de 44 dias de
edad del cv. Lee, crecidas a partir de semi-
llas seleccionadas, previamente inoculadas

con Rhizobmm japonicum CKC. El ensa-
yo se realizd en las mismas condiciones
ambientales y de temperatura que el des-
cripto anteriormente.

Se sembraron 3 macetas por trata-
miento, dejandose 2 plantas por maceta
en ensayo completamente aleatorizado
que comprendio:

a) 4 grupos de plantas sometidas a un
periodo de “stress” hidrico (segin se
detalla en el cuadro 1), y tratadas de
la siguiente manera:

b) 4 grupos de plantas tratadas como en
a), pero mantenidas permanentemen-
te en c. c. hasta el final del experi-
mento.

Grupo 1: plantas asperjadas con
ABA 10 ppm.

plantas asperjadas con
AG3 75 ppne

Grupo 2:

Grupo 3: plantas asperjadas con
ABA 10 ppm + AGs3 75
ppm.

plantas asperjadas con agua

destilada.

Grupo 4:

En todos los casos las soluciones con-
tuvieron Tween 20 a razén de 7 gotas por
litro.

CUADRO 1: Tratamientos, condiciones de humedad del suelo y fechas de aspersio-

nes de ABAy AG3.
Tratamientos Aspersiones
(fechas)
1° 1-10-78
2° 14-10-78
30 17-10-78

Condiciones hidricas Dias desde
del suelo la siembra
—0.3 atm (16.7 %9 44
-8.0 atm (10.3 % 47
—15.5 atm (6 .£% ) 50
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Los tratamientos se efectuaron en 3
oportunidades, segun el cuadro 1, tam-
bién indicativo de la duracidn del periodo '
de sequia y las fechas de aspersion de
ABAy de AG3.

Luego del tercer tratamiento todas
las variantes se regaron hasta c.c. Cuaren-
ta y ocho horas después se efectu6 la co-
secha de las plantas, realizandose las de-
terminaciones que figuran en el Cuadro 3.

El medio edéafico fue el mismo que se
empled en el Ensayo 1.

RESULTADOS

Ensayo 1:

Del analisis de los histogramas de la
Figura 1 se desprende que no hubo mayo-
res variaciones en el contenido de inhibi-
dores en el follaje de plantas sometidas o
no a sequia. No obstante, en la zona de
Rf. 0,32 - 0,45, correspondiente a ABA,
se observa una mayor actividad en las va-
riantes sometidas a “stress” hidrico. Es
interesante destacar la existencia de acti-
vidad auxinica en Rfs adyacentes a los
correspondientes al inhibidor.

Las variantes tratadas con AG3 mos-
traron una fuerte actividad inhibidora en
Rfs probablemente correspondientes a
ABA endogeno, pero observandose desa-
paricién de la misma actividad a Rfs mas
altos.

En los histogramas de extractos de
raiz se observa que los correspondientes a
“sequia” muestran una actividad inhibi-
dora, presuntamente debida a ABA, que
es semejante en ambas condiciones hidri-
cés.

Las diferencias mas apreciables sur-
gen al analizar los correspondientes a las
variantes “sequia” y “c.c.” tratadas con
fuerte disminucion de la actividad inhibi-
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dora en todos los Rfs, y desaparicion casi
total de la misma actividad en la corres-
pondiente a “sequia” con aparicion de
una moderada actividad auxinica.

El Cuadro 2 muestra que la sequia

provoca una fuerte disminucién en el nu-
mero de nodulos en relacion alas plantas
mantenidas en c.c. En éstas, la nodulacion
continda, si se comparan las cifras del pri-
mer y segundo recuento.

El AGs ejerce sobre lavariante “c.c.”
el mismo efecto que la sequia en cuanto
al nimero de nodulos, pues parece causar
una disminucién a la mitad en el nimero
de ellos, teniendo en cuenta el primery
segundo recuentos. Resulta también evi-
dente que el AGs y la sequia ejercen un
efecto sinergisticamente antagonista so-
bre el numero de nodulos del primer re-
cuento, ya que aquél resulta un 50% infe-
rior a los correspondientes a las variantes
“sequia” y “c.c. + AG3”.

También se observa una marcada re-
duccion del didametro de los nodulos en
condiciones de sequia, que se acentla en
el caso de la variante “sequia + AG3”.

Ensayo 2:

El Cuadro 3 muestra que el ABA, en
lugar de inhibir nodulacién en el cv. Lee
en condiciones de c.c., simulando un efec-
to detrimental de sequia, anul6 el efecto
parcialmente inhibidor del “stress” hidri-
co, expresado en una disminucion del 53%
en el nimero de nodulos.

El efecto estimulante del regulador
también se manifiesta en condiciones de
c.c., expresado en un 30% de aumento en
relacion al testigo de la misma condicion.

El AGs ejerce un efecto semejante al
ABA bajo condiciones de “stress” hidrico.
No obstante, en condiciones de c.c. prac-
ticamente no afecta el grado de nodula-
cion.
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CUADRO 2: Efecto de un periodo de “stress” hidrico y del AG; sobre el grado y
modalidad de n6dulos en soja cv. Halesoy 71.

Tratamientos c.c. sequia c.c. + AG;3 sequia + AGj

Fechas de recuento de n6dulos

24-10 31-10 24-10 31-10 24-10 31-10 24-10 31-10

N° de nédulos 97 240 106 59 98 51 45 46

Didmetro pro-
medio de né- 45 40 2,5 3,5 50 4,5 2,5 1,0
dulos (en mm) '

CUADRO 3: Namero total y peso fresco de nédulos.

N© de nédulos y Peso fresco de Peso fresco pro-

Tratamientos_ % en relacién al nddulos cada 2 medio de cada n6-
testigo sequia plantas (gr) dulo (mg)

Sequia

H,0(T) 112-100 % 10,84-100 % 7,5

ABA 187-167 % 1,13-135% 6,0

AG3 200-179 % 2,29-273 % 113

ABA + AG3 350313 % 3,24-388 % 9,0

Capacidad de campo

H; 0(T) 171-153 % 1,54-184 % 9,0

ABA 222-198 % 2,02240% 9,1

AG3 183-163 % 1,79-214 % 9.8

ABA + AG3 234209 % 1,92230 % 8,2-
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Figura 1: Evolucion del grado de inhibicién manifestado por extractos de follaje y raices,
medida mediante la prueba de crecimiento recto de secciones de coleoptilos de
trigo, de plantas sometidas 0 no a un periodo de sequiay tratadas o no con AGj.
A, B, Cy D: extractos de follaje; E, F, Gy H: extractos de raices. Ay E: plantas
mantenidas en c.c.; Cy G: id. id. tratadas con AGj; By F: plantas sometidas a
sequia: Dy H: id. id. tratadas con AGj.
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Por ultimo, se constata que los efec-
tos de ambos reguladores en “sequia” se
adicionan. Tal efecto aditivo no se obser-
va en condiciones de c.c. Es necesario pre-
cisar que el ABA no indujo amarillamien-
to ni caida de hojas, ni frend el crecimiento
caulinar como ocurre en ciertos cultivares
de soja (13).

DISCUSION

Ensayo 1:

La disminucion del nimero de nodu-
los por sequia no se correlacioné con un
aumento de los niveles de ABA endbge-
no a nivel radical en el cv. Halesoy 71. Por
el contrario, la fuerte accién détrimental
provocada por el AG3, tuvo lugar en au-
sencia de actividad inhibidora a nivel radi-
cal, ausencia que precisamente se correla-
ciona con la aplicacién del regulador.

Los resultados de los histogramas no
permiten deducir si la ausencia de activi-
dad de ABA enddgeno en las raices de las
variantes tratadas con la giberelina se de-
be a: metabolizacion del inhibidor, o0 a
una inhibicion del transporte del mismo
desde el follaje.

Los resultados del Cuadro 2, confir-
man los obtenidos por otros autores (2,6
y 11) en el sentido que la sequia inhibe
fuertemente la nodulacién.

La accién detrimental ejercida por el
AG3 sobre el mismo fenémeno ha sido se-
fialada con anterioridad por Chailakhyan
etal. (1971, citado por Artamonov (1)).

Ensayo 2:

La aplicacion de ABA, en lugar de si-
mular un efecto de sequia en c.c. sefiala-
do por otros autores (7, 20), revirtio por
el contrario el efecto detrimental provo-
cado por esa condicién hidrica. Este he-
cho indica, a nuestro entender, que el
efecto del “stress” hidrico no es causado

por mayores niveles enddgenos de dicho
regulador, sino que tiene otro origen,
méaxime teniendo en cuenta que adn en
c.c. el ABA ejerce una actividad modera-
damente estimulante sobre la nodulacion.

El hecho que los efectos del AG3 y
del ABA se adicionen, sugiere que ambos
actian a través de mecanismos diferentes
sobre la estimulacion de la nodulacion.

Los resultados opuestos obtenidos en
relacion a la accion del AGs sobre la no-
dulacion en los cultivares estudiados, su-
giere la necesidad de no generalizar meca-
nismos fisiol6gicos en relacion a ese feno-
meno en la especie Glycine max (L.) Me-
rrill. Abona esta presuncién el hecho que
ciertos cultivares de soja muestran una
respuesta fisiolégica muy diferente a la
accion del ABA segun la demostraron
Sloger y Caldwell (13). En efecto, de los
34 cultivares estudiados por estos autores,
6 resultaron muy sensibles en cuanto ala
accion sobre la senescencia y crecimiento
caulinar de las plantas; s resultaron mode-
radamente afectadas y 20 no manifesta-
ron ninguna anormalidad.

Por otra parte, se conoce que dentro
de la especie Glycine max hay formas o
cultivares de diferente reaccion fotoperio-
dica (18) y formas de crecimiento defini-
do e indefinido, hecho que sugiere un am-
plio espectro genético a partir del cual es
dable esperar reacciones fisioldgicas dife-
rentes bajo la accion de un Gnico factor.

En consecuencia, consideramos que
las conclusiones sobre la accion de regula-
dores en relacién a la nodulacion y bajo
diferentes regimenes hidricos, deben cir-
cunscribirse so6lo al cultivar en estudio.
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