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ABSTRACT. With the aim to evaluate the salt stress tolerance RESUMEN. Se determind la tolerancia a la salinidad de
of 12 cowpea (Vigna unguiculata L. Walp.) varieties by using 12 variedades de frijol caupi (Vigna unguiculata L. Walp) a
some variables relative to nodule formation, aerial dry mass partir de la evaluacidn de variables relacionadas con la
and its nitrogen content, two simultaneous experiences in nodulacidn, la masa seca aérea y su contenido de nitrégeno.
saline and not saline soils were carried out. A completely Las variedades fueron sembradas de manera simultanea en
randomize block design with three repetitions was used in both dos suelos diferentes, uno salinizado y otro no salinizado,
experiences. The aerial and roots dry mass, number of nodules y distribuidas en un disefio en bloques al azar con tres réplicas,
per plants, number of effective nodules, nodules dry mass and sin empleo de inoculante. En floracion fueron evaluadas la
nitrogen content in aerial mass were evaluated at 40 days after masa seca aéreay de la raiz, formacion de nddulos, efectividad
sowing. Using the measured results the tolerance index to y masa seca de los mismos, asi como el contenido de nitrégeno
salinity in all varieties was calculated, which were classified en la masa seca aérea. A partir de los datos obtenidos de cada
using a Cluster analysis of Complete Linkage, based on una de las variables se realiz6 la prueba de t de Student para
Euclidian distance. The results evidenced the affectation of all comparar los resultados de las variables de suelo salinizado en
varieties sowed on saline soil when the nodules number, its relacion con el no salinizado. Se determino el indice de
dry mass, as well as the aerial dry mass and its nitrogen content tolerancia a la salinidad de los 12 genotipos a través de un
were evaluated, but the main differences among genotypes, analisis multivariado de Conglomerado Jerarquico de
and the tendency to saline tolerance were found by using the Ligamiento Completo que permitié establecer agrupamientos
cluster analysis, through which varieties were classified in two de acuerdo al grado de tolerancia de las variedades al estrés.
different groups. Into the first group, eight genotypes with Los resultados demostraron que existieron afectaciones en las
marked tolerance characteristic to saline stress were located, variables evaluadas para la mayoria de los genotipos
while the others four varieties were categorized as susceptible, establecidos en el suelo salinizado, aunque las diferencias entre
being situated into the second group. estos se evidenciaron al evaluar el dendograma formado, el
cual realiz6 dos agrupamientos de acuerdo al grado de tolerancia
a las sales. En el grupo | con caracteristicas marcadas de
tolerancia, se ubicaron ocho variedades, mientras que en el
grupo Il se encontraron las cuatro susceptibles.
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INTRODUCCION

Mas de 800 millones de hectareas alrededor del
mundo estan afectadas por sales y de las areas cultivadas
mas del 4 % tienen esta problematica, por lo cual, la
salinizacion de los suelos es uno de los retos mas
importantes a los cuales se enfrenta la agricultura a nivel
internacional (1).

Cuba no esté exenta de esta situacion, existiendo
mas de un millén de hectéreas afectadas en el pais, y de
ellas alrededor del 14 % son de interés agricola (2). Una
de las zonas representativas de esta problemética se
encuentra en la provincia Granma, con alrededor de 228 mil
hectareas, estimandose que cerca del 28 y 11 % clasifican
como fuertemente y muy fuertemente salinizadas,
respectivamente. Sin embargo, el 61 % de ellas son
débilmente salinas, lo cual expresa el potencial
crecimiento de este fendmeno en los proximos afios (3).

La salinidad puede dafiar directamente a los cultivos
desde las primeras etapas del desarrollo hasta la
culminacién de su ciclo bioldgico, afectando sus
rendimientos e incluso provocando la muerte en las
especies mas susceptibles (4). Algunos de los efectos
mas comunes y perjudiciales provocados por la salinidad
tienen relacion con el incremento de la toxicidad
especifica, normalmente asociada a la absorcién excesiva
de Na" y de CI'; un desequilibrio nutricional debido a la
interferencia de los iones salinos con los nutrientes
esenciales, el efecto osmotico y la combinacion de los
efectos antes mencionados (1).

La salinidad también afecta la simbiosis rizobio-
leguminosa (5). Se ha reportado que las poblaciones de
rizobios del suelo disminuyen al igual que la capacidad
de las plantas para formar nédulos (6), se afecta de
manera directa el proceso de fijaciéon simbidtica de
nitrégeno por la disminucion de la actividad de la enzima
nitrogenasay disminuyen los niveles de leghemoglobina
en el interior de los nédulos formados, por solo citar
algunos (7).

Aunque el frijol caupi se ha reportado como de facil
adaptacion a diferentes condiciones estresantes (8), la
alta variabilidad genética que existe entre los cultivares
de la especie hace que las manifestaciones de tolerancia
entre estos sean diferentes (9, 10).

Por otra parte, la mayoria de los reportes sobre
estudios de tolerancia en esta leguminosa al estrés por
sales, se han basado fundamentalmente en la evaluacion
de variables relacionadas con la germinacién, acumulacion
de iones, rendimiento del cultivo, entre otros (11, 12).

Sin embargo, variables relacionadas con la fijacion
simbidtica de nitrégeno como la formacién de nddulos,
su masa seca Yy efectividad, asi como acumulacion de
materia seca y contenido de nitrdgeno en la biomasa,
son pocas veces tomadas en cuenta.

Por tal motivo, el objetivo de nuestra investigacion
estuvo encaminado a evaluar la tolerancia a la salinidad
de 12 genotipos de frijol caupi, a partir del andlisis de
variables relacionadas con la nodulacion, acumulacion de
masa seca aéreay su contenido de nitrégeno, en suelos
afectados por sales.

MATERIALES Y METODOS

La experiencia se desarroll6 en el periodo enero-mayo
durante los afios 2006 y 2007, en el municipio Jiguani,
especificamente en la Granja San José, de la Empresa
Genética y Cria «Manuel Fajardo», provincia Granma,
Cuba. La etapa se caracteriz6 por presentar temperaturas
medias que oscilaron entre 22,9y 24,73°C. En tanto, la
humedad relativa mostro valores medios entre 74,9y 77,3 %.
Las precipitaciones fueron escasas, con rangos que
estuvieron entre 5,36 a 16,7 mm, caracterizandose el
periodo como seco.

Los experimentos se establecieron en dos suelos
diferentes, uno salinizado y otro con un contenido de sales
normal (Tabla I). En cada suelo fueron sembradas, sin
utilizar inéculos, 12 variedades de frijol Caupi (IT 86 D-715,
Trépico Yarey, Cubanita-666, IITA-Precoz, IT 86 D-510,
IT 86-D 792, IT 86 D-389, IT 82 E-9, Vifiales-144,
IT 86 D-386, Cancarro e IT 86 D-719) procedentes del
Instituto de Investigaciones Agropecuarias «Jorge
Dimitrov», que fueron distribuidas en un disefio de bloques
al azar con tres réplicas en parcelas de 2,10 x 4,00 m.

La siembra se realiz6 a una distancia de 0,70 x 0,10 m.
Las labores agrotécnicas del cultivo se realizaron de
acuerdo con lo recomendado por la tecnologia®.

Alos 40 dias de establecido el experimento, a inicios
de la floracién, se tomaron 10 plantas por parcela
experimental con el objetivo de realizar las
determinaciones: numero de nddulos por planta (NNPL)
y nimero de nddulos efectivos segiin determinacion visual
(NNRo). Las raices y la parte aérea de las plantas por
separado, al igual que los nddulos radicales recolectados,
fueron secados en estufa a una temperatura de 70°C hasta
alcanzar peso constante.

1., . . . . .. .
Diaz, M. Avance de las investigaciones en el cultivo de frijol carita. En
90 afios de la Estacién Agronémica de Santiago de las Vegas. Editorial
Academia. 1994, p. 71-90.

Tabla I. Composicion de sales de los suelos donde fueron establecidos los experimentos (0-25 cm de

profundidad)

Suelos Cationes y aniones solubles (cmol (+) kg™) CE
Ca*? Mg*? Na* K* CO;? HCOy cr 50,2 (ds.m?)

No salinizado 1,20 0,20 0,10 0,08 0,0 0,20 0,52 0,31 1,30

Salinizado 1,25 1,22 7,20 0,08 0,10 0,32 7,90 1,60 5,80

12



Cultivos Tropicales, 2013, vol. 34, no. 3, p. 11-16

julio-septiembre

Luego fue determinada la masa seca aérea (MSA) y
de la raiz (MSR), masa seca de los nddulos (MSN) y el
contenido de nitrégeno de la masa seca aérea (N), (13).

Se evaluaron las diferencias de las variables utilizadas
en el suelo salino en relacion con el suelo no salinizado
paratodos los genotipos, mediante la prueba t de Student.
Con los datos recopilados de ambos suelos se determiné
el indice de tolerancia a la salinidad (ITS) de cada una de
estas variables?.

ITS=[(Yc)(Ys)l/(Yc)?

donde:
Yc-tratamiento no salino
Ys-tratamiento salino

El indice de tolerancia fue utilizado para realizar un
analisis de Conglomerado Jerarquico de Ligamiento
Completo sobre la base de la distancia euclidiana, con el
objetivo de establecer agrupamientos de variedades de
acuerdo a su nivel de tolerancia. Los datos fueron procesados
con el paquete Statistica para Windows 82 (versién) .

RESULTADOS Y DISCUSION

EVALUACION DE LA NODULACION NATURAL,
ACUMULACION DE MASA SECA AEREA Y SU CONTENIDO
DE NITROGENO

Los resultados indican la existencia de cepas
nativas, tanto en el suelo no salinizado, como en el
afectado por sales, ya que todas las variedades lograron
nodular sin haber sido inoculadas (Tabla Il). Aunque el
namero de ndédulos por planta (NNPL) en el suelo no

2Ferné\ndez, G. C. J. Effective selection criteria for assessing plant stress
tolerance. En: Kuo, C. G. eds. Adaptation of food crops to temperature
and water stress. Proceeding of an International Symposium (1992:
Taiwan). p. 257-270.

SStatSOft, Inc. STATISTICA (data analysis software system), version
8.0. 2007.

salinizado por lo general fue significativamente superior,
algunas variedades como la IT 86 D-715, IT 86 D-510,
IT 82 E-9 y Cancarro, lograron formar cantidades
similares en el suelo afectado por sales.

La masa seca de los nddulos (MSN) (Tabla II),
también experimentd una reduccién importante en todas
las variedades en condiciones de salinidad.

No obstante, en los nédulos encontrados
prevalecié la coloracién rosada (NNRo)
independientemente del suelo donde se desarrollaron
las plantas (Tabla 1), lo que demuestra que eran activos.
SoloenIT 86 D-510, IT 86 D-389, Vifiales-144, IT 86D-719,
se afectd significativamente esta variable en
condiciones de estrés.

Aunque la salinidad también ejercié un efecto negativo
sobre la masa seca de las raices (MSR) y la masa
seca aérea (MSA), en genotipos como IT 86 D-715,
IT 86 D-510 e IT 82 E-9, estas variables no sufrieron
afectaciones. Por su parte, el contenido de nitrégeno
de la masa aérea si disminuy6 en el suelo salinizado
de manera significativa en todas las variedades
(Tabla I11).

Los resultados de estos experimentos coinciden
con otros reportes realizados en suelos afectados
por sales para el cultivo del caupi (8, 11). Sin
embargo, en la provincia Granma no existen
referencias anteriores sobre la capacidad de
nodulacién de esta leguminosa en suelos
salinizados.

La limitacion de la nodulacidn en estas areas
puede estar condicionada por los efectos perjudiciales
que ejerce la salinidad sobre las poblaciones de
rizobios nativos (5, 14), el dafio que ocurre
directamente sobre la planta (7) y sobre algunos de
los procesos que tienen relacién con la infeccién y
establecimiento de estas bacterias en las raices de
la leguminosa (8).

Tabla Il. Comportamiento de la nodulacion natural de variedades de frijol caupi desarrolladas en dos tipos

de suelos, salinizado y no salinizado

NNPL NNRo MSN (mg.planta™)
Variedades No salinizado Salinizado No salinizado  Salinizado No salinizado Salinizado
IT 86D-715 8(x2.01) 7(xL82)ns 7(xL71)  6(xL7D)ns 331.8(2,23) 303,00 (6 32)* **
Tropico Y arey 12(21,22)  8(+1,21)** 7(x0,86)  7(0,68)ns 370,53(+8,55) 235,20 (+1,60)***
Cubanita-666 14(+0,18)  9(x0,21)*** 8(x1,03)  7(x0,92)ns 337,00(x1,73) 219,00 (+6,00)* **
IIT A-Precoz 11(+1,49)  4(+0,85)%** 6(x2,09)  4(x0,85)ns 367,55(+4,53) 179,20 (+3,09)* **
IT 86 D-510 12(x1,87)  11(+1,63)ns 7(x0,18)  7(0,16)* 344,39(+12,26) 311,97 (7 51)*
IT 86-D 792 13(+1,86) 8(+1,28)* 8(+1,31)  8(x127)ns 353,73(+1,62) 226,8(+5,6)* **
IT 86 D-389 10(+1,65) 6(1,02)* 6(x0,05)  6(0,06)*** 344,40(5,60) 212,80 (5,58)***
IT 82E-9 7(+x0,70)  6(+0,64)ns 5(x0,54)  5(0,57)ns 319,11(+5,59) 287,93 (3,71)**
Vifales-144 12(+1,57)  4(+0,55)%** 8(+1,07)  4(0,18)** 395,50(+4,67) 196,00 (+4,00)***
IT 86 D-386 12(+1,35)  5(+1,08)** 5(x1,32)  4(x136)ns 370,53(+6,50) 199,73(45,19)**
Cancarro 11(+2,00) 11(1,91)ns 7(+0,55)  6(+0,45)ns 312,30(+4,91) 285,00 (+4,36)* *
IT 86-D 719 11(+1,48)  5(0,49)** 5(+0,33)  4(+024)* 382,67(+5,83) 188,53 (+4,69)* **

*, ** y *** indican significacion para p<0,05; p<0,01 y p<0,001 respectivamente, al aplicar la prueba t de Student
Los nimeros entre paréntesis representan la desviacion estandar de la media de tres réplicas por tratamiento

NNPL: nimero de nodulos por planta;
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MSN: masa seca de los nédulos
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En estos experimentos, aun cuando la nodulacién
se produjo en todos los genotipos utilizados, y la mayoria
de los nddulos presentaron una coloracién rosada, lo
cual es un indicador cualitativo de su eficiencia simbidtica (5),
la disminucion del nimero de estas estructuras, asi como
la reduccién de su masa seca en algunos de los
genotipos, demuestra que la interacciéon planta-
microorganismo en ellos no se comporté de manera
similar, probablemente debido a que los mecanismos o
vias de respuesta utilizados frente al factor estresante
no fueron los mismos (15).

A esto se suma las diferencias observadas en lamasa
seca de raices y hojas, asi como su contenido de
nitrégeno.

En este caso, el Andlisis de Conglomerado Jerarquico
permiti6 establecer agrupamientos de variedades, de
acuerdo a su nivel de tolerancia a la salinidad, basado en
las variables evaluadas.

EVALUACION DE LA TOLERANCIA A LA SALINIDAD

El analisis de Conglomerado Jerarquico de
Ligamiento Completo en base a la distancia euclidiana,
facilito la formacion de dos grandes grupos de variedades,
de acuerdo a su nivel de tolerancia, que resumen la
tendencia en el comportamiento de todas las variables
en los genotipos utilizados (Figura 1).

Tabla lll. Comportamiento de la masa seca de la raiz, masa seca aérea y contenido de nitrégeno de plantas
del frijol caupi, desarrolladas en dos tipos de suelos (salinizado y no salinizado)

Variedades MSR (g.planta™) MSA (g.planta™®) N (mg.planta™)
No salinizado Salinizado Nosalinizado Salinizado No salinizado Salinizado

IT 86 D-715 369(x036)  3,42(x0,30)ns  32,14(+3,71)  29,25(+3,25)ns 375,20(+5,05) 325,80(+10,76)**
Trépico Yarey 4,23(+0,24) 2,66(x0,11)** 25,84(%3,75) 16,66(%2,78)* 414,40(x7,41) 258,30(%5,62)**
Cubanita-666 6,27(x0,80)  4,34(x0,80)* 27,64(x0,06)  18,05(x0,71)***  328,53(+189) 212 40(22,62)%**
IIT A-Precoz 357(x050)  1,63(x043)**  22,68(+x1,38)  11,18(+0,65)***  335,07(+0,83) 162,00(£2,40)***
IT 86 D-510 4,02(+091)  3,73(x0,85ns  29,30(+1,64)  26,58(x1,84)ns 349,69(+2,43) 311,53(6,36)***
IT 86-D 792 4,33(+0,37) 2,80(x0,33)** 24,87 (%0,75) 16,28(x0,43)*** 345,33(+8,55) 216,90(%4,12)***
IT 86 D-389 4,16(+0,04) 2,65(x0,08)** 25,1(x0,42) 15,98(%0,23)*** 333,20(£5,60) 204,30(%6,79)***
IT 82 E-9 2,46(x0,36) 2,30(x0,31)ns 13,99(%0,80) 12,68(x0,68)ns 220,27(+7,64) 195,10(£4,35)**
Vifiales-144 3,83(x0,71)  1,68(x0,19)**  22,46(+1,39)  10,12(+0,97)***  325,73(+4,03) 140,40(£2, 70)***
IT 86 D-386 3,78(x038)  2,22(x023)**  2382(+x1,78  12,55(+x1,13)***  323,87(+9,83) 159,30(£5,40)***
Cancarro 2,97(x0,05) 2,72(x0,04)** 27,68(%3,29) 24,89(%3,06)ns 440,00(%4,45) 395,16(%5,22)***
IT 86-D 719 4,11(x0,12) 1,82(x0,05)** 26,46 (%0,42) 13,93(%0,37)*** 394,80(£5,20) 183,60(£5,40)***

*, ** y *** indican significacion para p<0,05; p<0,01 y p<0,001 respectivamente, al aplicar la prueba t de Student
Los nimeros entre paréntesis representan la desviacién estandar de la media de tres réplicas por tratamiento

MSR: masa seca de la raiz;

MSA: masa seca aérea;

Distancia euclidiana

N: contenido de nitrégeno en la masa seca aérea
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Figura 1. Agrupamiento de variedades de acuerdo a la tolerancia a la salinidad calculada a partir de
variables relacionadas con la nodulacién, contenido de nitrégeno en la masa seca aérea,
crecimiento y desarrollo
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El grupo | fue conformado por ocho genotipos,
IT 86 D-715, IT 86 D-510, IT 82 E-9, Cancarro, Tropico
Yarey, Cubanita-666, IT 86 D-389 e IT 86 D-792 (Figura 1).
Estas variedades presentaron los mayores aportes
promedios, y por ende las caracteristicas de mayor tolerancia
(Tabla 1V). El grupo I, estuvo formado por los cuatro
genotipos restantes, IITA-Precoz, Vifiales-144, IT 86 D-386
e IT 86 D-719, los cuales clasificaron como susceptibles
con los menores valores promedio para todas las variables.

Estos resultados confirman el hecho de que, aunque
todas las variables relacionadas con la nodulacién y
fijacion de nitrégeno sufrieron afectaciones por la presencia
de sales, la mayoria de los genotipos mostraron
marcadas caracteristicas de tolerancia por ubicarse en
el grupo | del dendograma formado.

Tabla IV. Valores promedio de los indices de
tolerancia a la salinidad sobre la base
de variables relacionadas con la
nodulacion, masa seca de raiz y parte
aéreadelaplanta, asicomo su contenido
de nitrégeno

Grupos Valores promedio por grupos de variedades
NNPL NNRo MSN MSR MSA N
I 0,78 0,93 0,77 0,79 0,78 0,76
1 0,40 0,66 0,50 0,48 050 0,57

NNPL: nimero de nédulos por planta; NNRo: nimero de nédulos
rosados; MSN: masa seca de los nédulos; MSR: masa seca de la
raiz; MSA: masa seca aérea; N: contenido de nitrégeno en la masa
seca aérea

Este grupo presentd los mayores aportes promedio
de cada una de sus variables. Por otro lado, sugiere que
es posible, para las condiciones de suelos salinizados,
realizar evaluaciones y clasificacion de genotipos
tolerantes a partir de variables como la nodulacién, masa
seca de los nédulos, masa seca aérea de la plantay su
contenido de nitrégeno.

La manifestacion de tolerancia o susceptibilidad del
frijol caupi esta relacionada con la utilizacién de
mecanismos para compartimentar o excluir los iones
toxicos de Na*y CI' (16, 17). Se ha demostrado que en
los genotipos mas tolerantes a la salinidad, estos iones
se acumulan mayormente en las raices, mientras que en
los mas susceptibles las mayores cantidades aparecen
en las hojas (11). Simultdneamente, las plantas tolerantes
incrementan la acumulacién de iones compatibles como
el K*y el Ca?* en las hojas (18, 19).

Por su parte, los rizobios también han creado
mecanismos para poder adaptarse a condiciones de estrés
por sales. Se ha demostrado que el aumento de la
concentracion salina en el interior del n6dulo, desencadena
una serie de sefiales bioquimicas que contribuyen a la
acumulacion de solutos compatibles como la sintesis de
glutamato, trealosa y betaina, asi como el contenido de
azuUcares (20, 21). En otros casos, se producen cambios
a nivel ultra-estructural que no permiten que los iones
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téxicos penetren al interior del nédulo y dafien la actividad
de la enzima nitrogenasa, como es el caso del aumento
del tamafio de la corteza externa de los nédulos, y el
incremento del espacio peribacteroidal (22, 23).

De esta forma, si ambos simbiontes logran desarrollar
mecanismos especificos para evitar los efectos
perjudiciales de la salinidad, las probabilidades de
formacion de ndédulos se incrementan, y con ello, la
capacidad de la planta para fijar dinitrégeno atmosférico
con los consiguientes beneficios que se producen en el
desarrollo y rendimiento, en relacién con aquellas en las
que no se logra establecer la simbiosis (24, 25). Razén
por la cual, es necesario tener en cuenta estas variables
como criterio para evaluar la tolerancia de esta especie a
las condiciones de estrés por sales.

Los resultados de esta investigacién demuestran que
en el suelo afectado por sales existen rizobios nativos
capaces de formar nédulos en las raices de la leguminosa
y que aungue las variables evaluadas son afectadas en
presencia de sales, existen diferencias en cuanto al
comportamiento de los genotipos en estas condiciones,
encontrandose ocho de ellos con marcadas caracteristicas
de tolerancia.

Otro aspecto importante a resaltar en esta
investigacion, es que a partir de las poblaciones de
rizobios presentes en estos suelos se pueden aislar cepas
mejor adaptadas a estas condiciones, lo que permitiria
obtener biopreparados que podrian ser usados no solo
con el objetivo de sustituir la fertilizacién nitrogenada, sino
también conferirle a la leguminosa mayores caracteristicas
de tolerancia a la salinidad, a partir de la optimizacién del
proceso de fijacion bioldgica del nitrégeno. De igual forma,
permitiria realizar estudios sobre las relaciones macro-
microsimbionte, en funcién de determinar el grado de
influencia que ejerce la interaccién de ambos a estas
manifestaciones de tolerancia.
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