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SÍNTESIS 

Con el objetivo de mejorar el rendimiento del frijol Caupí [Vigna unguiculata (L.) Walp.] 

en condiciones de suelos salinizados, se desarrollaron experimentos que incluyeron la 

selección de variedades tolerantes, el aislamiento y caracterización genética y fenotípica de 

cepas nativas de Bradyrhizobium, y la evaluación de la interacción Bradyrhizobium-

leguminosa en ambiente controlado y de campo bajo condiciones de estrés por sales. 

Existieron diferencias en la tolerancia a la salinidad, debido a que cultivares como IT 86 D-

715, IT 86 D-510, IT 82 E-9 y Cancarro, evidenciaron un alto nivel tolerancia, mientras que 

IITA-Precoz, IT 86 D-386, IT 86 D-719 y Viñales-144, fueron las más susceptibles. Se 

aislaron cuatro cepas de Bradyrhizobium clasificadas como; B. liaoningense (VIBA-1) y B. 

yuanmingense (VIBA-2, VIBA-3 y VIBA-5), de las cuales VIBA-1 y VIBA-2 evidenciaron 

mejor adaptación al estrés salino. Aunque las variables relacionadas con la fijación de 

nitrógeno y la concentración de proteínas, fueron afectadas en condiciones de salinidad, el 

índice de tolerancia fue significativamente superior al utilizarse la variedad tolerante IT 86 

D-715. En las hojas de esta variedad, se incrementó la concentración de K+ y Ca2+, mientras 

que la de Na+ y Cl- disminuyó. A nivel ultraestructural, se produjo incremento de los 

gránulos de almidón en los cloroplastos y desorganización de los orgánulos celulares en las 

hojas de las plantas sometidas a estrés por sales. El rendimiento fue favorecido por la 

inoculación con las cepas VIBA-1 y VIBA-2. La fijación específica de nitrógeno, se 

incrementó con el uso de las dos cepas por separado con relación al control. El mayor 

índice de efectividad de la inoculación se encontró en la cepa VIBA-1.
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I. INTRODUCCIÓN  

La salinización de los suelos, puede producirse de manera natural en las zonas áridas y 

semiáridas del planeta caracterizadas por escasas precipitaciones y elevadas tasas de 

evaporación (Manchanda y Garg, 2008). Por otra parte, el uso de agua de riego con alto 

contenido de sales, prácticas inapropiadas de cultivos, el uso excesivo de químicos, entre 

las fundamentales, marcan al hombre como principal responsable de la salinización de 

muchas áreas agrícolas (Queensland Department of Primary Industries (DPI), 2011).  

Alrededor del 7 % de las tierras cultivables en el mundo están afectadas por sales y para los 

próximos años se estima su incremento en más de un 20 %, por lo cual se considera la 

salinidad uno de los problemas más importantes para la agricultura a nivel internacional 

(Munns y Tester, 2008; Kosová et al., 2013). 

En Cuba, más de un millón de hectáreas se encuentran afectadas por sales y de ellas el 14 

% se localizan en zonas cultivadas, de acuerdo con la Oficina Nacional de Estadística de 

Cuba (ONE, 2006). En la provincia Granma, existen más de 228 mil hectáreas que están 

clasificadas como fuertemente y muy fuertemente salinizadas, con 28 y 11 % 

respectivamente, mientras el 61 % presenta niveles de salinización moderados (González et 

al., 2001). 

El exceso de sales en el suelo, provoca daños en las plantas que están relacionados con una 

toxicidad específica, normalmente asociada a la absorción excesiva de Na+ y Cl-, un 

desequilibrio nutricional provocado por la interferencia de los iones salinos con los 

nutrientes esenciales, el estrés hídrico que se produce por la disminución del potencial 

osmótico del medio y la combinación de los efectos antes indicados (Tavakkoli et al., 

2011). 

Diversos métodos han sido utilizados para disminuir el efecto perjudicial de las sales de los 

suelos y aumentar su calidad agroproductiva (Álvarez et al., 2008; Ashraf et al., 2010; 
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Ashraf et al., 2012). Las tendencias actuales incluyen métodos biológicos y de manejo 

agrotécnico, como el uso de microorganismos, la rotación de cultivos, utilización de 

materiales orgánicos y la introducción y/o selección de especies y variedades que presenten 

niveles de tolerancia, adaptabilidad y producción adecuados, que permitan sustituir las más 

susceptibles (Munns, 2005; Hussain et al., 2010; Ashraf et al., 2012 ).  

El frijol Caupí [Vigna unguiculata (L.) Walp.], es comúnmente tomado en cuenta en 

programas de manejo por su capacidad de desarrollarse en zonas donde predominan 

factores limitantes como las altas temperaturas, escasas precipitaciones, así como la 

presencia de metales pesados y el alto arcillamiento en los suelos (Sprent et al., 2010; Cha-

um et al., 2013), lo cual se relaciona con el gran poder de adaptación a diferentes 

condiciones estresantes, que le permite obtener rendimientos superiores a 1,5 t.ha-1 (Al-

Garni, 2006; Murillo et al., 2006; FAOSTAT, 2010). Puede alcanzar tasas de fijación 

simbiótica de nitrógeno que superan los 170 kg.ha-1 de N, razón por la cual es preferida por 

los productores, quienes las incluyen en esquemas de asociación y rotación de cultivos, 

atribuyéndole capacidad para mejorar el suelo (Pule-Meulenberg et al., 2010; Sprent et al., 

2010; Olufajo, 2012; Cha-um et al., 2013).  

Por otra parte, aunque ha sido bien documentado que la salinidad por lo general afecta la 

capacidad de sobrevivencia de los rizobios en el suelo, disminuye la posibilidad de 

colonización de estos a las raíces, reduce de manera importante la cantidad de nódulos y 

provoca la disminución de la actividad de la enzima nitrogenasa (Bolaños et al., 2006), 

algunos informes han confirmado la existencia de especies con habilidad para realizar 

simbiosis con los rizobios en suelos afectados por sales, entre las que se encuentran las 

pertenecientes al género Vigna (Zilli et al., 2004; Steenkamp et al., 2008).  

Sumado a esto, se ha demostrado que la inoculación con cepas nativas o comerciales 

adaptadas a ambiente salino, por lo general contribuye a mejorar la fijación simbiótica 
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(Martins et al., 2003; Sprent et al., 2010). Por esta razón, el hecho de que determinadas 

especies de rizobios y leguminosas sean capaces de interactuar y fijar cantidades de 

nitrógeno apreciables en condiciones de exceso de sales, es considerado por diversos 

autores un marcador importante de tolerancia a este tipo de estrés (Garg y Singla, 2004).  

Los informes sobre el uso de leguminosas en suelos salinos en Cuba son limitados y 

muchos de ellos se refieren a trabajos realizados en la región oriental del país, 

fundamentalmente en la provincia Granma (Mesa, 2003). En este sentido, se destacan las 

investigaciones realizadas por González et al. (2000) y López (2001), relacionadas con el 

uso de leguminosas pratenses y la utilización del frijol Caupí como leguminosa de granos, 

fundamentados en el estudio de la tolerancia a partir de variables relacionadas con la 

producción de biomasa y rendimiento (González et al., 2001). 

Los trabajos que abordan temáticas relacionadas con la interacción macro-microsimbionte y 

la capacidad de fijación simbiótica de nitrógeno, son aún más escasos. Algunos de estos 

fueron realizados por López (2001), quién recomendó las mejores combinaciones rizobio-

leguminosa pratenses en suelos afectados sales.  

A esto se suma, que en áreas donde existe acumulación de sales, aún se utilizan especies y 

variedades tradicionales con poca adaptabilidad a este tipo de estrés, debido a lo cual, los 

rendimientos se afectan y en los casos más extremos, dejan de ser utilizadas con fines 

productivos, contribuyendo al incremento de la vulnerabilidad del agroecosistema (López, 

2001; González et al., 2002). 

En Cuba, el frijol Vigna ha cobrado gran importancia desde el punto de vista agronómico y 

económico, debido al incremento de su consumo en forma de legumbres frescas y granos 

secos, fundamentalmente para la alimentación humana y por su contribución a la 

sustitución de importaciones (MINAG, 2003).  
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A nivel del país, se comenzaron a incrementar las áreas dedicadas al cultivo a partir del año 

2010 y las mayores cifras se cuantificaron en 2012 en la región oriental con más de 5 000 

hectáreas. Específicamente en la provincia Granma, se produjo un aumento de 300 

hectáreas en el año 2010 a 1 706 hectáreas en 2012, con producciones que alcanzaron las 

925 t (MINAG, 2012). 

Por las razones anteriormente descritas, en la provincia Granma se desarrollan 

investigaciones que persiguen la introducción de variedades de frijol Caupí y cepas nativas 

de Bradyrhizobium, con mejores características de adaptación y tolerancia a las condiciones 

de suelos afectados por sales, como respuesta al siguiente problema científico: ¿Cómo 

mejorar la interacción bradyrizobio - frijol Caupí, para incrementar el rendimiento de esta 

leguminosa en suelos fluvisoles afectados por sales de la provincia Granma?. 

A partir del problema planteado, se estableció la siguiente hipótesis: Mediante la selección 

de combinaciones bradyrizobios nativos - frijol Caupí adaptadas a las condiciones de 

salinidad, se incrementa el rendimiento de este cultivo en suelos afectados por sales. 

Como objetivo general: Incrementar el rendimiento de granos del frijol Caupí en áreas 

afectadas por sales, mediante la selección de combinaciones bradyrizobio - leguminosa 

tolerantes a la salinidad. 

Objetivos específicos 

1. Clasificar cultivares de frijol Caupí de acuerdo a su nivel de tolerancia a la salinidad, a 

partir del análisis de variables relacionadas con la germinación, crecimiento, desarrollo y 

rendimiento del cultivo. 

2. Caracterizar rizobios aislados de suelos afectados por sales desde el punto de vista 

fenotípico, genético y de su tolerancia a condiciones estresantes de salinidad, pH y 

temperatura. 
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3. Determinar la influencia de la salinidad sobre la relación bradyrizobio – leguminosa, a 

partir del análisis de variables como la actividad de reducción de acetileno, proteínas 

totales, contenido de iones y ultraestructura de nódulos y hojas de plantas de frijol 

Caupí. 

4. Evaluar el efecto de la inoculación de cepas nativas de Bradyrhizobium sobre el 

rendimiento de variedades de Caupí desarrolladas en suelos afectados por sales. 

Novedad científica 

Se logran aislar y caracterizar fenotípica y genéticamente, cepas nativas del género 

Bradyrhizobium pertenecientes a las especies liaoningense y yuanmingense, a partir de 

nódulos de frijol Caupí crecidos en suelos salinizados. Se demuestra que un mecanismo de 

tolerancia a la salinidad en frijol Caupí, es la retención de los iones salinos en las raíces, así 

como el incremento en la absorción de iones compatibles. Se muestra por primera vez el 

incremento de los gránulos de almidón en los cloroplastos y la desorganización de los 

orgánulos celulares en las hojas de las plantas sometidas a estrés por sales.  

Valor práctico 

Se ofrecen recomendaciones, sobre las variedades de frijol Caupí con mejores 

características de adaptación a las condiciones de salinidad. Se mejora la fijación simbiótica 

de nitrógeno y el rendimiento del cultivo, en suelos afectados por sales. Se contribuye a la 

recuperación de áreas marginadas por el efecto perjudicial de la salinidad, con la 

introducción de especies adaptadas. Desde el punto de vista ambiental, se ofrece una 

alternativa a la fertilización mineral por el uso de microorganismos biológicamente 

inocuos.
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II. REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA 

2.1. La salinidad de los suelos 

2.1.1. Causas que provocan la salinidad en los suelos 

En ocasiones, los elementos naturales constituyen la principal causa de acumulación de 

sales en los suelos. A este tipo de salinización se le denomina “Salinidad Primaria” y es 

común encontrarla en regiones áridas, semiáridas y en las estepas. Esta se produce al 

romperse el equilibrio entre el volumen de precipitaciones y la evaporación del suelo 

(Manchanda y Garg, 2008; Ladeiro, 2012). Sin embargo, de forma natural también puede 

aparecer en lugares cercanos al mar, lagunas, litorales, pantanos, domos salinos y lugares 

que presentan manantiales y mantos freáticos salinos cercanos a la superficie (Rengasamy, 

2006; Manchanda y Garg, 2008). 

Por otro lado, el uso de agua de mala calidad, el mal drenaje, la baja permeabilidad, el 

inadecuado manejo de la fertilización, entre otras causas, de igual forma contribuyen a 

incrementar los niveles de sales en los suelos. A este tipo de salinidad se le llama 

“Salinidad Secundaria” (Rengasamy et al., 2003; Rengasamy, 2006; Naz et al., 2010). 

El proceso de salinización, presenta los mismos principios independientemente de las 

causas que lo originen, en él se produce acumulación de sales solubles principalmente de 

Cl- y Na+ en los horizontes superficiales del suelo, en las fases líquida o sólida o en forma 

de bases de intercambio, en cantidades que afectan el crecimiento y desarrollo de la 

mayoría de las especies cultivables (Serraj y Sinclair, 2002; Rengasamy, 2006). 

2.1.2. Distribución y extensión de las áreas afectadas por sales en el mundo y en Cuba  

Se ha logrado contabilizar alrededor de 800 millones de ha en diferentes regiones del 

mundo (Munns y Tester, 2008). De los 1 500 millones de hectáreas dedicadas a la 

agricultura de secano, 32 millones (2 %) son afectadas por la salinidad, mientras que de los 
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230 millones de hectáreas irrigadas, 45 millones (20 %) son afectadas por sales (Rhoades y 

Loveday, 2004; Munns y Tester, 2008). 

En Cuba, el 14 % de las áreas cultivables presentan esta problemática, entre ellas, las más 

representativas se ubican en Pinar del Río con más de 54 mil ha, Santi Spiritus y Camagüey 

con más de 100 mil y 140 mil ha respectivamente. No obstante, en la región oriental del 

país, se concentra más del 65 % de estas y son las provincias Santiago de Cuba y Granma 

las de mayor amplitud, con alrededor de 213 mil y 228 mil ha, respectivamente (González 

et al., 2001; González, 2005). 

Por estas razones, se desarrollan investigaciones encaminadas a la recuperación de estos 

suelos, con la implementación de métodos que incluyen el uso de variedades tolerantes a 

altos tenores de sales (López, 2001). No obstante, en ocasiones se hace necesario recurrir a 

otros métodos, que aunque costosos, garantizan en gran medida la recuperación de las 

condiciones físicas y químicas de los suelos.  

2.1.3. Clasificación de los suelos afectados por sales según el daño que se produce en 

los cultivos 

Se han establecido diversas clasificaciones, según el grado de afectación que sufren los 

cultivos por el efecto acumulativo de la sales en el suelo. Una de las primeras y más 

difundidas la realizó Jackson (1958), quién demostró que con una conductividad eléctrica 

(C.E) de 2 dS.m-1 se producen afectaciones en los cultivos más sensibles, a pesar de ser la 

salinidad muy ligera, mientras que con C.E de 16 ó más dS.m-1, se afectan la mayoría de los 

cultivos.  

Borroto et al. (1997), al realizar un análisis de las plantas resistentes a la salinidad en Cuba, 

determinó que en el rango de 2-4 dS.m-1, comienzan las afectaciones entre 20 y 50 % del 

rendimiento de la mayoría de los cultivos de interés agrícola y entre 4-5 dS.m-1 se reducen 
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los rendimientos de los resistentes, entre 5-8 dS.m-1, solo se obtienen rendimientos en los 

muy resistentes y por encima de 8 dS.m-1, solo logran sobrevivir los muy resistentes. 

Por otro lado, Royo y Areques (2003), establecieron que entre 0 y 0,7 dS.m-1, no hay 

problemas de salinidad; de 0,8 a 1,2 la salinidad es baja y los cultivos son poco afectados, 

observándose daños a partir de un nivel de salinidad considerado como medio con rango de 

1,3 a 2,0 dS.m-1, mientras que a partir de 3,0 y hasta 4,0 dS.m-1 o por encima de este valor, 

la mayoría de los cultivos son afectados. 

A partir del año 2009, en la Norma Cubana (NC), NC (2009), se definió como la salinidad 

al proceso natural o antrópico que conduce a una concentración de sales que pueden afectar 

la fertilidad del suelo; en tanto que utiliza el terminó “salinización” para definir el 

incremento de la concentración de electrolitos en la solución de los suelos a niveles que 

provocan afectación por efecto osmótico o tóxico en los cultivos. En esta NC, se clasifican 

los suelos salinizados (indicador, C.E) en: No salino (S0), <1 dS.m-1; Débilmente salino 

(S1), 1 a 2 dS.m-1; Medianamente salino (S2), 2 a 4 dS.m-1; Salino (S3), 4 a 6 dS.m-1; 

Fuertemente salino (S4), 6 a 8 dS.m-1; Muy fuertemente salino (S5), >8 dS.m-1. 

2.2. Efecto perjudicial de la salinidad sobre las plantas  

Entre los efectos obvios de la salinidad sobre las plantas, se destacan la supresión del 

crecimiento, la aparición de daños en las hojas y la disminución del rendimiento y la 

calidad comercial de las cosechas (Parida y Das, 2005; Patel et al., 2010). 

La reducción del desarrollo se produce por el efecto osmótico y la toxicidad específica 

asociada a la absorción excesiva de Na+ y de Cl-, el desequilibrio nutricional provocado por 

la interferencia de los iones salinos con los nutrientes esenciales, otros estreses secundarios 

como los daños oxidativos y la combinación de los efectos antes indicados (Acevedo, 2003; 

Liu et al., 2011; Elzaawely y Tawata, 2012). 
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Una célula vegetal expuesta a un medio salino, pierde agua para equilibrar el potencial 

hídrico, lo que produce la disminución del potencial osmótico y del de turgencia (Cheong y 

Yun, 2007). Es difícil precisar los límites máximos de concentración tolerables para un 

anión o catión potencialmente tóxico como el Na+ y Cl-, ya que varían entre rangos muy 

amplios según especies y variedades. Los síntomas propios de los efectos específicos se 

reflejan de una forma más o menos inmediata y estos son diversos, pero la principal 

evidencia es la disminución del crecimiento y desarrollo (Azcón-Bieto y Talón, 2008). 

Se han descrito muchos síntomas fisiológicos asociados a la toxicidad de los iones a partir 

de determinados niveles críticos, tales como: daños que tienen lugar a nivel celular en 

orgánulos y membranas, inhibición de la actividad enzimática, alteraciones en la 

funcionalidad de la membrana, inhibición de la fotosíntesis, alteración de los mecanismos 

de transporte y selectividad y derivación de parte de la energía metabólica de la planta, para 

su inversión en procesos distintos al crecimiento (Frahm et al., 2004; Yuen, 2004).  

Es necesario señalar, que el tipo de sales predominantes en el medio influye de un modo 

distinto en el desarrollo de las plantas: por ejemplo, a igualdad del potencial osmótico en el 

medio, las sales con predominio de cloruro son generalmente más tóxicas que las del SO4
-2. 

Entre los cationes, el Mg2+, es más tóxico que el Ca2+ o el Na+ (Ben et al., 2003). 

La presencia de iones salinos en la solución del suelo, a partir de un determinado nivel 

crítico de concentración, origina un desplazamiento del equilibrio nutricional mineral de las 

plantas. Este efecto se produce de dos maneras: 1) La fuerza iónica del sustrato tiene un 

efecto directo sobre la absorción y traslocación de nutrientes. Una evidencia de este efecto 

es que la salinidad induce una absorción y acumulación de fósforo en ciertas especies. Este 

es un efecto osmótico y se presenta, independientemente del tipo de sal existente (Yuen, 

2004). 2) El mecanismo más común, por el que la salinidad altera la nutrición mineral de 
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las plantas es por la interacción directa del Cl- y el Na+ sobre la absorción y traslocación de 

nutrientes dentro de la planta (Michel y Kaufmann, 2001).  

Uno de los primeros resultados que reveló desequilibrios nutricionales en las plantas, como 

consecuencia de la presencia de los iones salinos, se mostraron en estudios de nutrición del 

Ca2+.  En judías (Phaseolus vulgaris) por ejemplo, se comprobó que la absorción de Ca2+ 

depende de la relación Na+/Ca2+. A su vez, numerosos estudios muestran que la 

concentración de K+ en la planta, disminuye al aumentar la salinidad o la relación Na+/Ca2+ 

en el medio (Zhu, 2003). 

La reducción en la absorción de K+ en la planta por el Na+, es un proceso competitivo y 

aunque las plantas tienen una selectividad alta de K+ con respecto al Na+, cantidades 

excesivas de Na+ tanto en compartimientos celulares como extracelulares afectan 

negativamente la adquisición y homeostasis del K+  (Craine, 2006). La disminución de la 

relación Na+/Ca2+ por adición de Ca2+ a la solución nutritiva, provoca que los niveles de 

K+ intracelular se recuperen, de esta forma, aumenta la tolerancia de la planta a la salinidad.  

Por otra parte, se ha comprobado que el NaCl puede también inducir toxicidad de fósforo 

en algunas especies como maíz (Zea mays L.) en sésamo (Sesamum indicum L.) y en ciertas 

variedades de soya (Glycine max L.) (Bartels y Sunkar, 2005). 

2.3. Tolerancia de las plantas a la salinidad  

La tolerancia, es una propiedad desarrollada por las plantas durante el proceso evolutivo, 

para poder perpetuar la especie donde se producen condiciones estresantes de clima o suelo 

en forma permanente o que se repiten periódicamente (González et al., 2002). Los 

ejemplares que no se adaptan a esas condiciones adversas, se eliminan de la población, 

mientras que se conservan y dan descendencia, aquellos que logran sobrevivir, hasta que 

aparecen organismos adaptados a la situación de estrés, que se transmite genéticamente a 

las próximas generaciones (Zhu, 2007). 
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Las características de tolerancia son potenciales, no es posible descubrirlas en condiciones 

óptimas de crecimiento y se evidencian sólo cuando actúan sobre la planta los factores 

adversos del medio (Schulze et al., 2005; Bohnert et al., 2006). Las manifestaciones de 

tolerancia en la naturaleza son diversas, mientras que en algunas plantas se manifiesta gran 

plasticidad fenotípica, en otras la tolerancia muestra una base genética, que parece depender 

de varios genes con caracteres aditivos y dominantes (Inan et al., 2004; Moller y Tester, 

2007).  

En las ciencias biológicas, sobre la base de que en los suelos con diferentes grados de 

salinidad, se pueden cultivar distintos tipos de plantas, se maneja el concepto de tolerancia 

a la salinidad (González et al., 2004; Cheong y Yun, 2007). Ello ha permitido que en los 

últimos años se hayan intensificado los estudios dirigidos a la selección para la tolerancia a 

la salinidad, así como a la búsqueda de nuevas especies y variedades tolerantes, que puedan 

ser utilizadas directamente en la producción o como progenitores en los programas de 

mejora genética (Murillo, et al., 2006; Praxedes et al., 2010).  

Para evaluar la tolerancia a la salinidad en las plantas, se deben tener en cuenta las 

respuestas biológicas y agronómicas (González et al., 2004). Desde el punto de vista 

biológico, la tolerancia se manifiesta por la capacidad que tienen las plantas para completar 

su ciclo de desarrollo y producir semillas viables (Zhu, 2007). Desde el punto de vista 

agronómico, la tolerancia está determinada por la habilidad para sobrevivir y producir 

rendimientos económicos en condiciones de estrés y se expresa como la relación entre el 

rendimiento de una variedad en condiciones salinas con respecto a su rendimiento en 

condiciones normales (González et al., 2004).  

Con diferentes niveles de sales en el suelo, la relación entre el rendimiento de una variedad 

en condiciones de estrés salino con respecto a su rendimiento en condiciones normales, 
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puede variar, por lo que al caracterizar el grado de tolerancia de las especies y/o variedades 

objeto de estudio, se debe indicar el nivel de salinidad presente (Udovenko, 1977). 

Referente a estos aspectos, es de destacar que muchas veces al cultivar un grupo de 

especies o variedades de plantas en condiciones salinas, se establecen como más tolerantes 

aquellas que mayor rendimiento producen, pero en este caso, sólo se presentan los 

resultados sobre su productividad en condiciones adversas y aunque este indicador es 

importante para la práctica agrícola, no constituye un criterio de tolerancia del organismo a 

la salinidad, ya que no se conoce su productividad en condiciones óptimas, por lo que no se 

puede determinar en qué medida las plantas se afectan en condiciones adversas (González, 

1996). 

2.3.1. Descripción de algunos mecanismos utilizados por las plantas para 

contrarrestar el estrés por sales 

La raíz, como principal órgano de absorción de agua e iones, tiene gran importancia en la 

respuesta, a corto y largo plazo, al estrés salino. En este órgano se sintetiza ácido abscísico 

(ABA), una de las señales tempranas de estrés, capaz de producir cambios fisiológicos 

locales (conductividad hidráulica) y a distancia (cierre estomático) (Maggio et al., 2001). 

La supresión de la actividad meristemática, particularmente aquella asociada con los tejidos 

vasculares provoca la reducción del diámetro de la raíz y del cilindro vascular, e incrementa 

la formación de células totalmente vacuoladas cerca del ápice radical, tanto en plantas 

halófitas como en glicófitas (Chinnusamy et al., 2005).  

Esta vacuolización, en ocasiones promueve la suberización y lignificación de las células de 

la hipodermis y endodermis, produciéndose un engrosamiento e impermeabilización de las 

paredes, formándose a su vez una banda de Caspary muy bien desarrollada en una región 

cercana al ápice radical (Zyalalov, 2004). Una temprana diferenciación de bandas de 
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Caspary, genera una barrera que minimiza el libre influjo de iones a través del apoplasto 

hacia el xilema radical y finalmente dentro del flujo transpiracional (Chen et al., 2007). 

Los cambios inducidos por el estrés salino en la ultraestructura, morfología y desarrollo de 

tejidos especializados (endodermis y exodermis) de la raíz, reflejan los cambios adaptativos 

conducentes al control de la absorción y transporte de agua e iones a la parte aérea (Ashraf 

y Bashir, 2004). 

Otro de los mecanismos utilizados por las plantas para evitar el efecto dañino de las sales, 

es la osmorregulación o ajuste osmótico, el cual confiere a las plantas la capacidad de 

tolerar condiciones de escasez de agua y salinidad elevada, con la expresión de mecanismos 

adaptativos que evitan la disminución de la fotosíntesis, las alteraciones en la traslocación y 

la distribución de los fotoasimilatos y las pérdidas de rendimiento (Rodríguez-Pérez, 2006). 

Durante el proceso de ajuste, se produce la acumulación neta de solutos en respuesta al 

déficit hídrico, lo que le permite a la célula disminuir su potencial osmótico y mantener una 

relación isotónica entre compartimentos sub-celulares (Rodríguez-Pérez, 2006).  

El ajuste osmótico está generalmente ligado a la síntesis de solutos orgánicos que se 

mantienen estables o se incrementan como la betaína, cholina, glicina-betaína, prolina y 

sacarosa, así como otros aminoácidos o proteínas solubles totales (Kishor et al., 2005; 

Márquez et al., 2005).  

Por otro lado, Cuando en el suelo existe una acumulación excesiva de Na+ y Cl-, se produce 

una interferencia con la absorción de nutrientes (K+, Ca2+) e impide la captación de los 

mismos, al tiempo que pueden alcanzar niveles citosólicos tóxicos para el metabolismo 

celular. El catión Na+ en particular, presenta dos formas de ingreso  a la planta: a) por un 

sistema de rápida saturación que presenta alta afinidad tanto para el Na+ como para el K+; y 

b) por un sistema que no presenta saturación, pero que tiene baja afinidad  (Berthomieau et 

al., 2003; Platten et al., 2006).  



Revisión Bibliográfica 

-------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 
 

14 

 

Debido a la diferencia electronegativa del potencial transmembrana, un aumento en la 

concentración extracelular de Na+ establece un gradiente electroquímico a favor del ingreso 

pasivo del ión al citosol (Rus et al., 2004). El Na+ compite con el K+ en la absorción a 

través de co-transportadores Na+-K+ y puede también bloquear los transportadores 

específicos de K+, por lo que aumentan los niveles intracelulares tóxicos de Na+ y se 

reducen los de K+ (Apse y Blumwald, 2007; Pesqueira, 2008; Jha et al., 2010). 

Un tipo de transportador de iones K+ y Na+ bastante conocido es el perteneciente a la 

familia de los HKT (High affinity K+ Transporter) (Vera-Estrella et al., 2005; Davenport et 

al., 2007; Moller et al., 2009). El HKT, es un transportador de alta afinidad para K+, que 

funciona también acoplado al Na+ y contribuye a su ingreso en suelos salinos (Davenport et 

al., 2007; Moller et al., 2009).  

Otros canales como los que median el transporte de los iones Na+ y K+, conducen 

rápidamente los iones desde la solución y los secretan dentro de la corriente xilemática, a 

diferencia de los transportadores (Vera-Estrella et al., 2004; Davenport et al., 2005; 

Rodríguez-Pérez, 2006). Entre ellos, se encuentran los canales rectificadores de la entrada 

de K+ (KIR, del inglés: K+ Inward Rectifying Channel), los rectificadores de la liberación 

de K+ (KOR, del inglés: K+ Outward Rectifying Channel) y los canales no selectivos de 

cationes (NSC, del inglés: Non Selective Channel) (Horie y Schroeder, 2004; Gilliham y 

Tester, 2005; Moller et al., 2009). 

Otro mecanismo que contribuye a disminuir el efecto perjudicial de las sales en las plantas, 

es la homeostasis. El proceso homeostático se inicia cuando en un ambiente salino el 

ingreso pasivo de Na+ aumenta la concentración del mismo en el citosol por encima de un 

valor crítico, a partir de ese momento se inicia la exclusión del ión tóxico (Maathuis, 2006).  

La homeostasis de las concentraciones iónicas intracelulares es fundamental para el normal 

desarrollo de las células. Se requiere una correcta regulación del flujo iónico para mantener 
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una baja concentración de iones tóxicos y una óptima concentración de aquellos que son 

esenciales (Fukuda et al., 2004).  

Ante una situación de estrés salino, la regulación de la absorción de K+, la prevención de 

entrada de Na+ a la raíz o su ingreso a la corriente xilemática y la expulsión de este al 

medio extracelular, son estrategias comunes utilizadas por las plantas, lo cual permite 

mantener una óptima relación K+/Na+ en el citosol (Tada y Kashimura, 2009).  

El papel del ión Ca2+ en la respuesta de las plantas a salinidad resulta esencial, por su papel 

señalizador, su función estructural en la membrana y su efecto sobre la actividad de algunos 

transportadores iónicos (Tester y Davenport, 2003). 

Es conocido que el papel del Ca2+ es complejo, ya que actúa como intermediario en la 

cascada de señales que conducen a la transcripción de numerosos genes involucrados en la 

respuesta adaptativa (Zhu, 2003). 

El flujo de agua provocado por la transpiración foliar, produce el movimiento de sales 

desde las raíces hasta las hojas (Maathuis, 2006). En las raíces, los solutos que entran 

mediante el flujo transpiratorio, se mueven por el apoplasto y si logran atravesar la 

membrana de una célula radical, continúan su transporte por el simplasto hasta alcanzar el 

xilema. En todo este camino hasta llegar al xilema, el flujo de iones encuentra células 

especializadas con un sistema vacuolar desarrollado y donde el paso a través de las 

membrana plasmática o vacuolar, constituye una barrera selectiva en su transporte hacia las 

hojas (Manchanda y Garg, 2008).  

2.4. Las leguminosas tropicales en la agricultura 

La familia de las leguminosas está formada por las subfamilias, Caesalpiniodeae, 

Mimosoidae y Papilionideae, las cuales incluyen más 700 géneros y 18 000 especies. Esta 

diversidad, es la que hace posible su aparición en un amplio rango de hábitats, entre los que 
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se incluyen; llanuras, grandes alturas, regiones áridas e incluso semidesérticas o lugares 

donde las precipitaciones son abundantes durante todo el año (Sprent, 2007). 

Las leguminosas son usadas frecuentemente en esquemas de asociación y rotación de 

cultivos (Lavin et al., 2005; Jemo et al., 2006; Herridge et al., 2008). Juegan un importante 

papel en el equilibrio de nitrógeno en el ecosistema natural, debido fundamentalmente, a la 

asociación Rizobio/leguminosa, la cual es responsable de la fijación de al menos 35 

millones de toneladas de nitrógeno anualmente (Gutiérrez et al., 2001). Pueden ser 

utilizadas como forraje, fuente combustible y abonos verdes. Algunas especies arbóreas son 

importantes por su madera y otras por sus frutos y hojas, que pueden servir como fuente de 

alimento humano y animal (Giller et al., 1994). 

2.4.1. El frijol Caupí 

El género Vigna, ha sido sometido a cambios y restructuraciones taxonómicas, las más 

recientes fueron detalladas por Singh (2004) y Schrire et al., (2005). Un poco más de la 

mitad de 99 especies existentes, son nativas de África y otro número importante de ellas 

provienen de la India y algunos países Asiáticos (Maxted et al., 2004; Naab et al., 2009). 

Algunas de estas especies, son utilizadas como alimento humano de diversas maneras, por 

ejemplo, V. marina, V. subterránea, así como la especie V. unguiculata (subespecies 

sesquipedalis y unguiculata) se consumen fundamentalmente en forma de grano seco o 

legumbres, en forma de semillas germinadas o brotes (Rusinamhodzi et al., 2006), mientras 

que de las especies V. heterophylla, V. luteola y V. vexillata se consumen los tubérculos que 

estas producen (Maxted et al., 2004; Sprent et al., 2010), constituyendo todas estas formas 

de consumo una alternativa de suministro de proteínas (26 %), calorías y minerales para la 

alimentación humana y animal (MINAG, 2003; Ávila, 2006). 

El frijol Caupí, está extensamente difundido en el mundo y puede crecer en regiones 

tropicales y subtropicales entre 44° N a 35° S en el globo terráqueo (Édson et al., 2004; 
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FAO, 2007; Hallensleben et al., 2009). Sus producciones, así como las áreas dedicadas a su 

cultivo en el mundo, han aumentado. En 2011, se produjeron 4,9 millones de toneladas en 

10,4 millones de hectáreas y los mayores productores fueron, Nigeria, Níger y Brasil, en los 

cuales se concentró el 84,1 % de la superficie y el 70,9 % de la producción mundial 

(FAOSTAT, 2010). El rendimiento del frijol Caupí puede variar entre 0,50 y 2.00 t.ha-1, 

siendo las causas que condicionan estas variaciones las características edafoclimáticas de 

las regiones en las que se desarrolla, el potencial de rendimiento de los cultivares, la 

incidencia de plagas y enfermedades, entre otras (Murillo et al., 2006; FAOSTAT, 2010; 

Patel et al., 2010; Olufajo, 2012). 

En Cuba, inicialmente el cultivo estuvo asociado al sector campesino, fundamentalmente en 

la región oriental del país. Las siembras, se incrementaron a partir de 1990 por incidencia 

de la mosca blanca, que limitó la siembra de frijol común (Phaseolus vulgaris L.) en la 

provincia de Holguín (MINAG, 2003). En el año 2007, el área cosechada en Cuba superó 

las 84 000 hectáreas, con un volumen de producción de 97 000 toneladas (FAOSTAT, 

2010). 

Muchos autores, le atribuyen gran importancia al cultivo debido a cualidades de fácil 

adaptación a los suelos arcillosos, su aceptable nivel de tolerancia a la incidencia de plagas, 

enfermedades, altas temperaturas, radiaciones ultravioletas y metales pesados (Al-Garni, 

2006; Singh, 2008; Apáez et al., 2009; Olufajo, 2012). Una de las características distintivas 

en este cultivo, es su alta tasa de fijación simbiótica de nitrógeno, razones por las cuales se 

prefiere por los productores los cuales las incluyen en esquemas de asociaciones y 

rotaciones con otros cultivos por sus características como mejoradora de los suelos 

(Gutiérrez et al., 2001; Martins et al., 2003; Naab et al., 2009). 
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Algunos informes, señalan que el género Vigna manifiesta características de tolerancia a la 

salinidad que varían entre especies y variedades (González et al., 2000; Murillo et al., 

2002a). 

2.4.2. Respuesta del frijol Caupí en condiciones de salinidad 

Como en la mayoría de los cultivos, la respuesta de las leguminosas a la salinidad varía 

ampliamente y depende de factores tales como las condiciones climáticas, propiedades del 

suelo y el estado de desarrollo de los cultivos (Tester y Davenport, 2003; Cha-um et al., 

2013). 

Existen leguminosas que muestran mayor grado tolerancia a la presencia de sales, otras 

como es el caso de alfalfa (Medicago sativa L.), trébol de Alejandría (Trifolium 

alexandrinum L.) y haba (Vicia faba L.), las cuales soportan niveles salinos superiores a 

frijol común (Phaseolus vulgaris L.), soya (Glycine max. L.) y chícharo (Pisum sativum 

L.), que manifiestan mayor susceptibilidad (Farias et al., 2005).  

Dentro del género Vigna, existe gran variabilidad en la respuesta ante condiciones de estrés 

por sales, lo que puede estar condicionado por el amplio rango de regiones con climas 

diferentes de donde estas provienen (Sprent et al., 2010; Cha-um et al., 2013). La especie 

V. marina, es considerada como salino tolerante, mientras que los cultivares pertenecientes 

a la especie V. unguiculata, son más sensibles a este tipo de estrés (Stamford et al., 2003; 

Doleib y Elsheikh, 2006; Imbomba, 2006).  

Sin embargo, la variabilidad en la respuesta de este cultivo ante condiciones de estrés 

salino, también puede variar entre genotipos de la misma especie. Murillo et al. (2002b), al 

evaluar 8 cultivares de Caupí, encontró una conducta diferenciada entre variedades 

clasificándolas en tolerantes, medianamente tolerantes y aquellas que son sensibles a las 

sales, atribuyendo las variaciones en el grado de tolerancia, a la capacidad de redistribución 

de los iones tóxicos desde las hojas, hacia las raíces. 
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Por su parte, Chávez et al. (2002) informaron, que las manifestaciones de tolerancia o 

susceptibilidad, comienzan a manifestarse desde la absorción de agua por la semilla durante 

el proceso de germinación. Mientras que Doleib y Elsheikh (2006), encontraron que el 

Caupí, manifiesta gran sensibilidad a la salinidad durante el crecimiento y desarrollo, en 

tanto, la mayor tolerancia se exhibe durante la floración y el llenado de las vainas.  

2.5. El proceso de fijación simbiótica del nitrógeno 

2.5.1. Los rizobios. Identificación genética con técnicas moleculares 

Las bacterias del suelo del orden Rhizobiales conocidas genéricamente como rizobios, son 

α-proteobacterias Gram-negativas, pertenecen a un número diverso de géneros, entre los 

que se encuentran, Rhizobium, Allorhizobium, Ensifer (Sinorhizobium), Mesorhizobium, 

Bradyrhizobium, Blastobacter, Azorhizobium, Devosia, Methylobacterium, Burkholderia, 

Ralstonia y Ochrobactrum (Ramírez, 2006; Domínguez, 2007).  

Existen diversas técnicas para la identificación genética de rizobios, basadas en 

aproximaciones desde la biología molecular. Una de ellas consiste en el análisis de 

secuencias de genes ARNr de 16S, la cual proporciona la base para deducir la posición 

taxonómica y filogenia de la familia Rhizobiaceae (Martínez-Romero, 1994; Lang et al., 

2013; Hassen et al., 2014).  

El gen ARNr de 16S, es considerado un buen marcador molecular para construir filogenias 

de linajes a nivel de dominio, división, subdivisión, género y especie. La técnica de 

amplificación de este gen, es usada por su alta precisión en la identificación y 

caracterización de bacterias con características diferentes a los géneros y especies 

conocidos. El análisis de la secuencia de estos genes, permite entonces ubicar a cada 

bacteria dentro de su propio grupo (Lloret y Martínez-Romero, 2005; Vinuesa et al., 2005; 

Degefu et al., 2013; Hassen et al., 2014). 
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Para obtener información filogenética y taxonómica referente al gen ARNr de 16S, se 

puede utilizar la técnica PCR-RFLP, en la cual se analiza el patrón electroforético que se 

obtiene después de la digestión del gen con enzimas de restricción (Laguerre et al., 1994). 

Para identificar las diferentes especies, se pueden combinar dos técnicas, PCR-RFLP del 

gen ARNr de 16S y PCR-RFLP de la región 16S-23S (EIR), ya que esta región presenta 

importantes variaciones en la longitud y secuencia nucleotídica a nivel de género, especie y 

subespecie (Van-Berkum y Fuhmiann, 2000; Berrada, H. y Fikri-Benbrahim, 2014). 

El ARDRA genotipo es una técnica rápida y sencilla, por lo cual es también utilizada con 

frecuencia y esta consiste en la amplificación del gen ARNr de 16S y la posterior digestión 

de los fragmentos amplificados con enzimas de restricción. En este caso, la identificación 

se logra al comparar los patrones de restricción obtenidos, con una biblioteca de perfiles 

ARDRA (Kaschuk et al., 2006; Espinoza et al., 2008; Berrada, H. y Fikri-Benbrahim, 

2014). 

La hibridación cuantitativa ADN-ADN es otro de los método utilizado que permite también 

diferenciar especies, subespecies y establecer relaciones filogenéticas (Vinuesa et al., 2005; 

Lorite et al., 2009). 

2.5.2 Interacción rizobio-leguminosa 

Estas bacterias, colonizan las raíces de las leguminosas y forman nuevas estructuras 

conocidas como nódulos radicales, en los cuales se fija el dinitrógeno atmosférico (de 

Felipe, 2006). 

El reconocimiento previo entre la planta y la bacteria, está condicionado por señales 

moleculares (D'Haeze y Holsters, 2002; Subramanian et al., 2007). Una de las primeras 

señales es la liberación de metabolitos secundarios, fundamentalmente compuestos 

flavonoides como naringenina, genisteína y daidzeína y no flavonoides como ácidos 
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aldónicos y betaínas, que atraen químicamente a los rizobios hacia la región apical de los 

pelos radicales (Oldroyd et al., 2005; Rodríguez y Sicardi, 2010).  

Los rizobios, al reconocer los compuestos flavonoides, inician la transcripción de los genes 

denominados de nodulación (genes nod), los cuales a su vez inducen una serie de cambios 

morfológicos y fisiológicos en los pelos radicales de la planta, que condicionan la entrada 

de la bacteria (de las Heras, 2004; Miwa et al., 2006; Oliva, 2008).  

Una vez que las bacterias son retenidas por las células vegetales que forman el primordio 

nodular, son rodeadas por la membrana peribacteroidal (MPB), la cual mantiene 

físicamente fuera del citoplasma a los bacteroides y de esta forma, se evita la posible 

respuesta de defensa de la planta. Esta membrana, además juega un papel relevante en el 

intercambio metabólico entre el citoplasma celular y los bacteroides en la simbiosis (Giles 

et al., 2008; Masson-Boivin et al., 2009).  

De esta forma, queda constituido el simbiosoma, unidad básica de fijación de nitrógeno, 

capaz de regular el transporte de metabolitos entre los simbiontes. La relación simbiótica, 

se manifiesta en el hecho de que la planta proporciona energía y esqueletos carbonados a 

los bacteroides, para que puedan realizar la fijación de nitrógeno y éstos a cambio, 

suministran a la planta nitrógeno asimilable en forma de amidas o de ureidos (Kinkema et 

al., 2006; Coque et al., 2008; Hayat et al., 2008; Han et al., 2009).  

2.5.3. Fisiología del nódulo  

Una vez que la bacteria se convierte en bacteroide en el interior de la célula, adquiere la 

capacidad de reducir el nitrógeno atmosférico a través del complejo enzimático nitrogenasa. 

La enzima, consta de dos proteínas: los componentes I y II. El componente I: 

molibdoferredoxina (MoFe), es responsable de la reducción del N2 molecular a amoniaco. 

El componente II: azoferredoxina, cuya función es la transferencia de electrones al 

componente I y por último al nitrógeno (Igarashi et al., 2005; Rees et al., 2005; Hoffman et 
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al., 2008; Rajasekaran et al., 2012). Estos componentes conllevan a la reacción de 

reducción:  

N2 + 8H+ + 8e- +16 ATP--------------- 2 NH3 + H2 + 16 ADP + 16 Pi  

Esta fijación enzimática de N2, es un proceso con un elevado costo energético que requiere 

el acoplamiento de un sistema eficiente de generación de ATP, como la fosforilación 

oxidativa (Zhao et al., 2006). En rizobios, del 30 al 60 % de la energía suministrada para la 

nitrogenasa se pierde como H2, disminuyendo la eficiencia de la fijación de nitrógeno 

(Cheng et al., 2005; Cheng, 2008).  

Por otra parte, la enzima nitrogenasa es muy sensible al O2, por ello, su concentración en 

las proximidades de la enzima, debe ser controlada para crear un ambiente microaeróbico y 

evitar que esta se inactive. En los nódulos, se han desarrollado mecanismos de resistencia 

variable a la difusión de O2: a) mediante una barrera de resistencia a la difusión; b) el 

transportador específico leghemoglobina, con alta afinidad por el O2; c) el desarrollo una 

elevada tasa de respiración bacteroidal a bajas concentraciones de este elemento (L’Taief et 

al., 2007; Navascués et al., 2012; Pérez-Rontomé et al., 2012). 

2.6. Daños provocados por la salinidad y mecanismos de tolerancia desarrollados por 

los rizobios  

La salinidad, puede afectar significativamente el crecimiento y la fisiología de los rizobios 

del suelo, reduce el número, tamaño y masa de los nódulos, el contenido de 

leghemoglobina y la actividad de la enzima nitrogenasa, razones por las cuales, se afecta el 

proceso de fijación simbiótica del nitrógeno, que es considerado más sensible a la salinidad 

que la leguminosa huésped y la bacteria en su estado libre (Bolaños et al., 2006; Khadri et 

al., 2007).  

Aunque existen estos y otros daños fisiológicos provocados por las sales, tanto las 

estructuras nodulares como las bacterias, han desarrollado mecanismos de adaptación para 
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disminuir su efecto dañino. El rizobio, reduce la intensidad de su metabolismo bajo estrés 

osmótico debido a la represión de genes implicados en el ciclo del ácido tricarboxílico, la 

toma de suplementos carbonados, el metabolismo del glicógeno en la cadena respiratoria y 

en la composición de los ribosomas (Ormeño-Orrillo, 2005; Domínguez-Ferreras  et  al.,  

2006; MacLean et al., 2007).  

En presencia de estrés por sales, en los rizobios ocurren alteraciones en la expresión de 

genes acompañantes, así como de aquellos que están involucrados en la división celular, 

(Miller-Williams et al., 2006; Karuppasamy et al., 2011). Se ha demostrado, que el 

incremento de la concentración osmótica en el medio desencadena la acumulación de iones 

compatibles como K+ y la síntesis de solutos como, glutamato, trealosa, betaína y prolina 

(Rüberg et al., 2003; Deaker et al., 2004; Bartels y Sunkar, 2005; Domínguez, 2007).  

Las bacterias, durante el proceso de infección y establecimiento dentro de la leguminosa, 

además de transformarse en bacteroides, también se enfrentan a ambientes adversos que las 

preparan para diferentes condiciones estresantes, algunos de ellos relacionados con el estrés 

oxidativo y osmótico (Liu et al., 2011; Elzaawely y Tawata, 2012).  

Los nódulos, también sufren transformaciones ultraestructurales que le permiten adaptarse 

a las condiciones hostiles del estrés hiperosmótico, como sucede en plantas de alfalfa, 

donde el espacio peribacteroidal se incrementa, lo cual sugiere un aumento de la presión de 

turgor en el interior del simbiosoma y la elevación de la concentración de los solutos 

compatibles (Trinchant et al., 2004). 

Los niveles de tolerancia en el microsimbionte pueden variar por diversas razones, por 

ejemplo, se ha demostrado que existen diferencias importantes relativas al tipo de 

crecimiento. En este sentido, la mayoría de los informes coinciden en que las cepas de 

crecimiento rápido, presentan mayor nivel de tolerancia a las condiciones de estrés por 

sales que las de crecimiento lento (Boscari et al., 2004). De igual forma, las cepas aisladas 
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de suelos salinizados, presentaron mayores niveles de adaptación y tolerancia a la sal, que 

aquellas que provienen de suelos sin esa afectación (Ashraf y Bashir, 2004).  

No obstante, existen informes que demuestran que esta respuesta puede ser diferente. 

Cuadrado et al. (2009), encontraron cepas de Bradyrhizobium de crecimiento lento, más 

tolerantes a la salinidad que las de Rhizobium de crecimiento rápido y, que aquellas aisladas 

de suelos no afectados de sales, presentaron niveles de tolerancia al NaCl similares a las 

aisladas en suelos salinizados. 

De igual forma, es bien conocido que los nódulos indeterminados producidos por 

leguminosas como Medicago sativa, Vicia faba, y Trifolium alexandrinum, son más osmo-

tolerantes que los determinados, producidos por ejemplo por Glycine, Phaseolus spp., entre 

otras, debido a que solo los nódulos indeterminados tienen el potencial para regenerar la 

actividad y las estructuras deformadas por el efecto perjudicial de las sales (Bouhmouch et 

al., 2005; Yokoyama et al., 2006; Fernández-Pascual et al., 2007). 

2.7. La fijación simbiótica del nitrógeno en el frijol Caupí 

El frijol Caupí, presenta predisposición natural para establecer simbiosis con los rizobios 

nativos del suelo y entre las especies más comunes se encuentran Bradyrhizobium 

liaoningense, B. yuanmingense, B. elkanii y B. japonicum (Wolde-Meskel et al., 2005; 

Germano et al., 2006; Yokoyama et al., 2006; Zhang et al., 2008). En los nódulos de 

Caupí, recientemente se han logrado identificar sobre la base de la secuencia filogenética 

del gen 16S ARNr, otras especies de rizobios entre las que se encuentran Rhizobium 

leguminosarum, R. etli y Sinorhizobium fredii, así como otras especies pertenecientes a los 

géneros Azorhizobium y Mesorhizobium (Chemining'wa et al., 2007; Azarias et al., 2012). 

Esta capacidad de establecer simbiosis con una gran diversidad de géneros rizobianos, le 

ofrece la ventaja de suplir las necesidades mínimas de nitrógeno de manera mucho más 

fácil y efectiva que otras leguminosas más específicas (Van-Kessel y Hartley, 2000).  
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De igual forma, esto ha permitido que sea utilizada como planta trampa para lograr 

aislamientos en suelos poco cultivados y limitados por condiciones estresantes (Zilli et al., 

2004; Silva et al., 2012).  

Aunque la habilidad para formar nódulos con un amplio rango de especies de rizobios no 

indica necesariamente una eficiente fijación de nitrógeno, el frijol Caupí por lo general 

supera los 170 kg.ha–1 de N, lo cual se considera superior a muchas de las leguminosas de 

grano (Belane y Dakora, 2009; Édson et al., 2004).  

Existen algunos informes sobre la capacidad del frijol Caupí para realizar simbiosis con los 

rizobios del suelo en condiciones de estrés por sales (Zilli et al., 2004; Steenkamp et al., 

2008), sin embargo, muchos autores coinciden en que bajo estas condiciones de estrés, la 

inoculación con aislamientos nativos o comerciales adaptados contribuye a aumentar las 

poblaciones de bacterias, las posibilidades de mayor nodulación y en consecuencia las 

cantidades de nitrógeno por concepto de fijación simbiótica (Gómez y López, 2004; Doleib 

y Elsheikh, 2006; Sprent et al., 2010). 

El uso de especies leguminosas y cepas de rizobios poco adaptadas, trae consigo que se 

produzcan afectaciones tanto en la planta como en la bacteria, por lo cual, desde las 

primeras fases de reconocimiento el proceso simbiótico puede sufrir el efecto perjudicial 

del estrés salino (Sousa et al., 2003).  

Otras de las causas que pueden afectar el efecto beneficioso de la inoculación bajo estas 

condiciones, es el uso de cepas poco específicas para el frijol Caupí. En este sentido, 

Nascimento et al. (2012), informaron que en Brasil al inocular 5 cultivares de frijol Caupí 

con cepas de Rhizobium en suelos afectados por sales, se redujo la formación de nódulos y 

el índice de fijación simbiótica, probablemente debido a la baja especificidad de las cepas 

usadas.



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

III. Materiales y métodos



Materiales y Métodos 

-------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

26 

 

III. MATERIALES Y MÉTODOS 

3.1. Condiciones generales para el desarrollo de los experimentos  

La investigación se llevó a cabo en tres fases (Figura 3.1). En la primera, se caracterizó el 

comportamiento de los cultivares de Caupí, crecidos en condiciones de ambientes 

salinizados, para lo cual se determinó el índice de tolerancia a partir de la evaluación de 

variables relacionadas con la germinación, crecimiento y el rendimiento del cultivo.  

 

Figura 3.1. Esquema general del trabajo de investigación. 
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La segunda fase, se orientó a la caracterización fisiológica y genética de los nuevos 

aislados, obtenidos a partir de nódulos radicales de plantas de Caupí, crecidas en suelos 

afectados por sales.  

En la tercera y última fase, se hicieron interactuar la leguminosa y la bacteria rizobiacea  en 

dos momentos importantes. El primero, en condiciones controladas para evaluar el efecto 

del estrés por sales sobre algunas de las variables que caracterizan la tolerancia a la 

salinidad y la fijación simbiótica de nitrógeno. El segundo, en condiciones de campo para 

determinar la influencia de la inoculación con cepas aisladas de suelos afectados por sales, 

sobre variables relacionadas con la nodulación, fijación simbiótica de nitrógeno y 

rendimiento.  

3.1.1. Material vegetal y microorganismos utilizados  

Fue utilizada la especie Vigna unguiculata (L.) Walp., Subespecie unguiculata (Maxted et 

al., 2004), de nombre común en Cuba, frijol Caupí o Carita. Las semillas certificadas de las 

variedades Cubanita-666, Trópico Yarey, IT 86 D-715, IT 86 D-792, IT 86 D-389, IT 82 E-

9, IITA-Precoz, IT 86 D-386, IT 86 D-510, Viñales-144 A, Cancarro, IT 86 D-719, usadas 

en las investigaciones, fueron donadas por el Instituto de Investigaciones Agropecuarias 

“Jorge Dimitrov”. Estas se establecieron o se sembraron en dependencia de las exigencias 

de cada experimento, así como de sus características, las cuales aparecen resumidas en el 

Anexo 1A. 

La especie/cepa tipo de Bradyrhizobium yuanmingense utilizada fue CCBAU 10071 (Yao 

et al., 2002), la cual se usó como control en la determinación de la tolerancia de los 

aislados a condiciones abióticas estresantes de salinidad, pH y temperatura, cuyas 

características se reflejan en el Anexo 1B.  

Para la caracterización genética de los aislados nativos, fueron utilizadas especies de 

referencia provenientes del GeneBank (Anexo 2). 
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3.1.2 Experimentos de laboratorio y ambiente controlado 

En el Centro de Estudios de Biotecnología Vegetal de la Universidad de Granma, fue 

desarrollado un experimento en condiciones de laboratorio para evaluar la tolerancia de 

variedades de frijol Caupí a la salinidad durante la germinación. 

La caracterización fisiológica y genética de los aislados nativos, la evaluación de su 

tolerancia a estrés salino, altas temperaturas y pH en condiciones in vitro, así como la 

evaluación del efecto de la salinidad sobre la fijación simbiótica de nitrógeno en el frijol 

Caupí en ambiente controlado, se realizaron en el Instituto de Ciencias Agrarias del 

Consejo Superior de Investigaciones Científicas (CSIC), Madrid, España.  

Para los experimentos relacionados con los rizobios a nivel de laboratorio, se utilizó el 

medio de cultivo sólido, Levadura-Manitol-Agar (LMA) o Levadura-Manitol (LM) para 

cultivos líquidos a pH 6,8, según correspondió en cada caso (Vincent, 1970). 

3.1.3. Características edafoclimáticas y ubicación de las localidades donde se 

realizaron los experimentos en condiciones de campo 

3.1.3.1 Descripción de las variables meteorológicas en las áreas y años en los que se 

desarrollaron los experimentos 

Las variables meteorológicas, precipitaciones y temperaturas medias mensuales de las 

zonas y en los años en que fueron desarrollados los experimentos, se muestran en la Figura 

3.2. Las precipitaciones medias mensuales en ambas localidades fueron muy escasas, sobre 

todo en el período de noviembre-abril, las cuales no llegaron a los 20 mm.  

A partir del mes de mayo, las precipitaciones se incrementaron en ambas localidades sobre 

todo en el municipio Jiguaní durante el mes de junio, donde se alcanzó un valor medio 

mensual de 55 mm, lo cual responde al inicio de la temporada de lluvia en el clima de 

Cuba. 
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Figura 3.2. Comportamiento de las variables meteorológicas temperatura y precipitaciones 
medias de los meses y los años en los que se establecieron los experimentos (INSMET, 2009). 
La temperatura media se mantuvo entre 21-25 oC durante los meses de noviembre-abril, 

para luego incrementarse a partir de mayo y lograr un máximo de 28 oC en la localidad de 

Babiney, municipio de Cauto Cristo. 

3.1.3.2. Ubicación y características edáficas del experimento de campo 1  

El primer experimento, se realizó en la Empresa Genética y Cría “Manuel Fajardo” ubicada 

a 20o 22´ 12´´ latitud norte y 76o 27´ 56´´ longitud oeste, en el municipio Jiguaní (Anexo 3). 

Se desarrolló simultáneamente en dos áreas, que aunque separadas entre sí por una 

distancia aproximada de 256 m, sus suelos clasificaron dentro del Agrupamiento Fluvisol 

(Hernández et al., 1999).  

En la primera de ellas, el Fluvisol clasificó dentro del Subtipo Diferenciado, Género 

Salinizado, con un contenido de sales solubles totales promedio de 3 712 ppm y valores 

medios de conductividad eléctrica (C.E) en el extracto de saturación de 5,8 dS.m-1, por lo 

cual clasifica de acuerdo a la gradación establecida por la NC, (2009), como suelo 

salinizado (S3).   
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Tabla 3.1. Cationes y aniones solubles del suelo donde se desarrollaron los experimentos en el 
municipio de Jiguaní (0-30 cm de profundidad). 

 
Nota: CE, conductividad eléctrica; SST, sales solubles totales; M.O, materia orgánica 

En la segunda área, el Fluvisol perteneció al Subtipo Diferenciado y presentó un contenido 

de sales de 614 ppm y valores medios de C.E en el extracto de saturación de 0,96 dS.m-1, 

por lo que clasifica de acuerdo a la gradación establecida por la NC, (2009), como no 

salinizado (S0). Los suelos utilizados en este experimento, no tienen correlación con la 

clasificación realizada por la World Reference Base (WRB), 2006). Entre las sales solubles 

del suelo afectado se destacan por sus altas concentraciones las de cloro y sodio (Tabla 

3.1).  

3.1.3.3. Ubicación y características edáficas del experimento de campo 2 

El segundo experimento fue desarrollado en áreas de la Cooperativa de Créditos y Servicios 

Fortalecida “8vo Congreso”, situada en el municipio Cauto Cristo específicamente a los 20o 

26´ 58´´ latitud norte y 76o 32´ 15´´longitud oeste (Anexo 3).  

Tabla 3.2. Cationes y aniones solubles del suelo donde se desarrolló el experimento en el 
municipio de Cauto Cristo. (0-30 cm de profundidad). 

 
Nota: CE, conductividad eléctrica; SST, sales solubles totales; M.O, materia orgánica. 

El suelo presente clasificó dentro del Agrupamiento Fluvisol, Subtipo Gléyico, Género 

salinizado (Hernández et al., 1999), que correlaciona con un Fluvisol Gléyico (WRB, 2006). 

El mismo presentó una concentración de sales solubles totales de 3 552 ppm y valores 

medios de C.E en el extracto de saturación de 5,55 dS.m-1, por ello presenta un grado de 
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salinidad S3 y es clasificado como suelo salinizado de acuerdo a la gradación establecida 

por la NC, (2009) (Tabla 3.2). 

3.2. Descripción de los experimentos 

3.2.1. Experimento 1. Tolerancia de variedades de Caupí a la salinidad durante la 

germinación de la semilla 

El experimento fue desarrollado en condiciones de laboratorio de la Universidad de 

Granma, con variaciones de temperaturas día/noche de 28/24 oC, humedad relativa del 80 

% y fotoperiodo de 12 horas luz y 12 de oscuridad.  

Se pusieron a germinar 50 semillas de frijol Caupí de 12 variedades (Anexo 1 A), en placas 

Petri con papel de filtro, a razón de 5 semillas por placa, para un total de 10 placas por 

tratamiento. Los tratamientos consistieron en la aplicación de soluciones salinas de NaCl 

ajustadas a conductividades eléctricas (C.E) de 0,02; 5; 10 y 15 dS.m-1 a cada variedad por 

separado, a razón de 10 mL por placa, los cuales fueron distribuidos en un diseño 

completamente aleatorizado.  

Las semillas fueron pesadas antes de establecer el experimento y luego a las 36 horas 

después de colocadas a germinar, posteriormente se determinó la absorción de agua por la 

semilla (AAS), a partir del método gravimétrico (González et al., 1996).  

AAS =100*(PF-PI)/PF           Donde: PF-peso final      PI-peso inicial  

Siete días después de germinadas las semillas, se determinó la longitud de la raíz (LR), 

longitud del hipocótilo (LH), masa seca de la raíz (MSR) y masa seca del hipocótilo (MSH) 

de todas las variantes experimentales. Se calculó el Índice de Tolerancia a la Salinidad 

(ITS) a partir de la ecuación propuesta por Fernández (1993), para lo cual se utilizaron los 

resultados obtenidos en el tratamiento con 15 dS.m-1 y el control sin sales de todas las 

variables.                      

ITS = Ts/Tc      Dónde: Tc-tratamiento control y Ts-tratamiento salino. 
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3.2.2. Experimento 2. Evaluación de la tolerancia a la salinidad en variedades de frijol 

Caupí en condiciones de campo 

3.2.2.1. Diseño experimental 

El experimento se desarrolló en la Empresa Genética y Cría “Manuel Fajardo” del 

municipio Jiguaní, entre los meses de enero y abril de los años 2006 y 2007, bajo las 

condiciones edafoclimáticas descritas en el Acápite 3.1.3.2.  

Fueron utilizados los 12 cultivares de frijol Caupí (Anexo1 A), los cuales se sembraron 

simultáneamente en el suelo salinizado y en el no salinizado (Acápite 3.1.3.2), en parcelas 

de 2,80 x 4,00 m (11,2 m2). Todos los tratamientos, tanto en el suelo afectado por sales 

como en el no afectado, recibieron una dosis baja de nitrógeno en forma de urea como 

iniciador a razón de 30 kg.ha-1 (CIAT, 1988). 

Los genotipos fueron distribuidos en ambos suelos, en diseños experimentales de Bloques 

al Azar con tres réplicas, para un total de 36 parcelas en cada caso. Para definir el diseño 

empleado, se tomó en cuenta que la variabilidad espacial de la salinidad presentó una 

tendencia al aumento en la dirección sureste-noroeste para el suelo salinizado y, norte-sur 

para el no salinizado.  

La distancia de siembra empleada fue 0,70 x 0,10 m y las labores fitotécnicas se realizaron 

de acuerdo a lo establecido en la tecnología del cultivo (MINAG, 2003).  

3.2.2.2. Evaluaciones realizadas  

A inicios de la floración de cada variedad, se realizó un muestreo donde se tomaron 10 

plantas por parcela experimental, con el objetivo de realizar las determinaciones: número 

de nódulos por planta (NNPL), número de nódulos en la raíz principal (NNRP) y, número 

de nódulos efectivos (coloración interna de color rosado) según determinación visual 

(NNRo). 
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Las raíces y la parte foliar de las plantas por separado, al igual que los nódulos radicales 

recolectados, fueron secados en estufa a una temperatura de 70 oC hasta alcanzar peso 

constante. Se determinó la masa seca aérea (MSF) y de la raíz (MSR), masa seca de los 

nódulos (MSN) y el contenido de nitrógeno de la masa seca aérea (N). 

En el momento de la cosecha, se determinó el rendimiento del grano (t.ha-1), número de 

vainas y granos por planta y peso de 100 semillas, para lo cual se tomaron todas las plantas 

del área de cálculo de cada una de las parcelas.  

Para cada variedad, se calculó el índice de tolerancia (fórmula descrita en el Experimento 1, 

Acápite 3.2.1.) resultante de promediar los diferentes índices obtenidos a partir de cada una 

de las repeticiones correspondientes al suelo salinizado y el valor promedio de la variedad 

correspondiente al suelo no salinizado.   

3.2.3. Experimento 3. Aislamiento y caracterización de rizobios nativos 

3.2.3.1. Aislamiento de bacterias 

A partir de nódulos de las variedades IT 86 D-715, Cancarro e IT 82 E-9 desarrolladas en 

suelos afectados por sales, se obtuvieron los aislados VIBA-2, VIBA-3 y VIBA-5 del 

municipio Cauto Cristo, así como VIBA-1 del municipio Jiguaní. Los nódulos fueron 

extraídos de la raíz principal y las plantas fueron cosechadas antes del inicio de la floración, 

entre los 40 y 45 días después de la germinación.  

La desinfección de los nódulos extraídos de las raíces, se realizó con etanol al 95 % durante 

30 s y bicloruro de mercurio (HgCl2) al 0,1 % durante 45 s, luego fueron lavados diez veces 

con agua destilada estéril. Una vez desinfectados, se cortaron y se trituraron uno a uno con 

ayuda de una varilla de vidrio estéril y se sembraron en placas Petri con medio de cultivo 

LMA, para luego ponerlas en incubación a 28 ºC por un período de 5-7 días (Vincent, 

1970).  
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3.2.3.2. Caracterización fenotípica  

Las colonias bacterianas obtenidas, fueron purificadas en un medio de cultivo de igual 

composición y para examinar su morfología se empleó la tinción de Gram y observación al 

microscopio. Se determinó la apariencia, textura, forma, diámetro, tiempo de crecimiento 

en el que produce turbidez visual y la producción de ácido o álcali al ser utilizado el azul de 

bromotimol como indicador de pH (concentración 5,0 mg.L-1; pH 6,8). Los aislados se 

incubaron a temperatura de 28 oC de acuerdo a su tiempo de crecimiento. El cambio de 

color del medio a amarillo, probará que son cepas productoras de acidez, mientras que el 

cambio a color azul, indicará que son productoras de alcalinidad (Beck et al., 1993). Los 

aislamientos se conservaron a -80 ºC medio LMA con un 20 % (v:v) de glicerol y los 

cultivos de rutina se realizaron en LMA a 28 ºC.  

3.2.3.3. Tolerancia de los aislados a condiciones estresantes de salinidad, pH y 

temperatura.  

Para realizar la evaluación del crecimiento de bacterias en condiciones de estrés por sales, 

pH y temperatura, se siguió el protocolo de Ruiz-Díez et al. (2009). 

Para evaluar la tolerancia a la salinidad, los 5 aislamientos se sembraron por separado en 

medio de cultivo líquido LM. Cada aislado se sometió a siete tratamientos: 0,17; 2,6; 3,4; 

4,2; 5,0; 5,8; 6,6 dS.m-1 de NaCl. Como control, se utilizó la concentración de 0,17 mM por 

ser el nivel de sal recomendado para cultivo de rizobios (0,1 g.L-1=1,7 mM= 0,17 dS.m-1) 

(Vincent, 1970). 

La tolerancia a pH, fue evaluada al someter cada cepa a tres tratamientos que consistieron 

en medios líquidos LM, tamponados a pH 4,5; 7 y 9. Para la obtención de pH 4,5, fue 

utilizado el ácido 2,2 dimetilsuccínico a 30 mM, mientras que para pH 9, se utilizó tris-

clorhídrico a 50 mM. Después de la esterilización en autoclave, el pH fue medido 

nuevamente en las soluciones sin observarse cambios de ± 0,1 unidades en el mismo.  
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Los aislados, fueron sembrados en placas Petri con medio sólido LMA e incubados por 

separado a temperaturas entre 28-45 oC, para determinar su tolerancia a altas temperaturas.  

Para los experimentos de tolerancia a salinidad y pH, fue utilizado el medio de cultivo 

líquido LM estéril,  vertido  a  razón  de  5  mL en tubos Kimax de 25 mL, esterilizados en 

autoclave SC-500 Matachana, durante 20 min, a 120 ºC y 2 180 hPa. Los tubos fueron 

inoculados en condiciones asépticas de flujo laminar, con 50 μL de cultivo en fase 

exponencial e incubados a 28 ºC en agitación a 100 rpm. Para evaluar la tolerancia a la 

temperatura, fue utilizado el medio sólido LMA estéril, vertido en condiciones asépticas de 

flujo laminar en placas Petri esterilizadas. 

El crecimiento bacteriano para los ensayos de tolerancia a la salinidad y pH, se evaluó a 

través de la medición de la densidad óptica (Absorbancia a 680 nm), en un 

espectrofotómetro Spectronic 2000 (Bausch and Lomb), a las 120 horas después de 

sembrados los inóculos. Para evaluar la tolerancia a la temperatura, se realizaron 

observaciones cada 24 horas hasta un máximo de 10 días, para monitorear la aparición o no 

de colonias.  

En los tres ensayos realizados los tratamientos fueron distribuidos en un diseño 

completamente aleatorizado con tres repeticiones cada vez. 

3.2.3.4. Prueba de infectividad 

Las semillas de Caupí previamente desinfectadas, se inocularon con los aislados para 

evaluar su habilidad en la formación nódulos radicales, para lo que se utilizó la 

metodología descrita por Vincent, (1970).  

La siembra se realizó en macetas de 15 cm de alto y 8,5 cm de ancho, en un soporte inerte 

de vermiculita (Asfaltex S.A) lavada previamente con agua destilada y esterilizada en 

Autoclave SC-500 Matachana, durante 20 min, a 120 oC y 2 180 hPa. Se sembraron dos 

semillas por maceta de las variedades IT 86 D-715 e IITA-Precoz, que fueron inoculadas en 
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el momento de la siembra con 1 mL por semilla de suspensión bacteriana (108 UFC.mL-1) 

de los aislamientos. Las plántulas se mantuvieron durante un mes en cámara de crecimiento 

en condiciones controladas (25/20 ºC, fotoperiodo de 13 horas de luz y 11 de oscuridad y 

70 % de humedad), momento en que se verificó la presencia o no de nódulos radicales. 

3.2.3.5. Caracterización genética de los aislados 

A partir de cultivos líquidos obtenidos de los aislados VIBA-1, VIBA-2, VIBA-3 y VIBA-

5, se extrajo el ADN con el uso del protocolo Kit “UltraClean” (MOBIO Laboratorios), 

(Ruiz-Díez et al., 2011). La integridad y concentración del ADN total obtenido, se 

determinó mediante electroforesis en gel de agarosa 0,8 % TAE (tris-acetato 0,04M; EDTA 

0,001M) (Sambrook y Russell, 2001). Para establecer la lectura de las bandas, se utilizó un 

espectrofotómetro (Vilber Lourmat) con cámara digital EDAS- DC290 acoplada y el 

software KODAK 1D 3.5.4. USB. Las muestras del ADN fueron homogenizadas a 50 

ng.µL-1, con el equipo UNIVAPO SP 11V (Savant).    

La región del 16 ADNr de los aislamientos, fue amplificada a través de la Reacción en 

Cadena de la Polimerasa (PCR, siglas en inglés) (Laguerre et al., 1994). Los iniciadores 

utilizados fueron fD1 y rP2 (Weisburg et al., 1991), a una concentración final de 1 μM cada 

uno. La amplificación fue desarrollada en el termociclador (Veriti 96 Well, Applied 

Biosystems).  

Los parámetros usados en la PCR fueron: durante la desnaturalización inicial, 95 oC 

durante 5 min, seguidos por 35 ciclos de desnaturalización a 1 min a 95 oC, la hibridación 

se produjo a 55 oC durante 1 min y la extensión a 72 oC durante 2 min. La extensión final se 

realizó a 72 oC durante 10 min. Para el proceso de amplificación, fue utilizado un control 

negativo y ADN de las cepas de referencia como control positivo (Anexo 2). Los productos 

de la PCR fueron analizados por electroforesis en gel de agarosa al 1 % TAE (tris-acetato 

0,04M; EDTA 0,001M). 
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Los amplificados de la región 16S del ADNr de las cepas aisladas, así como los obtenidos 

de las cepas de referencia, fueron sometidos a análisis de restricción (ARDRA). Para las 

digestiones, fueron usadas las enzimas endonucleasas de restricción Msp I, HInf I, Dde I, 

Hha I (New England BioLabs®) y cada una de ellas se realizó de manera individual, a la 

temperatura de 37 oC durante dos horas. Las condiciones de digestión para las cuatro 

enzimas, fueron realizadas según lo descrito por Ruiz-Díez et al. (2009). 

Las cepas que tuvieron idéntica composición de patrones de restricción fueron designadas 

como un genotipo ARDRA (Análisis de Restricción del ADN Ribosomal Amplificado).  

Antes de la secuenciación, los amplificados del 16S ADNr, todos con un tamaño 

aproximado de 1500 pares de bases (pb), fueron purificados con el Kit EZNA-PURE 

CYCLE (Omega). Las secuencias de los productos de PCR, fueron obtenidas con un 

secuenciador ABI PRISM 3700 (Applied Biosystems), para lo cual fueron usados los 

sistemas de terminadores de ciclo Taq Dyedeoxi, en el servicio de secuenciación 

automático del Consejo Superior de Investigaciones Científicas (CSIC), Madrid, España.  

Para las reacciones de secuenciación, se utilizaron 14 μL de producto de PCR de las cepas 

seleccionadas y 1,4 μL de los iniciadores 1050R, 800R, 800F e IRF1 (Lane, 1991), lo cual 

permitió la secuenciación casi completa del 16S ADNr. 

El programa Clustal W. (disponible en http://www.npsa-pbil.ibcp.fr/), se utilizó para 

determinar la secuencia de los aislamientos mediante pares de alineamientos y, para 

calcular la similitud entre las secuencias de la región 16S mediante múltiples alineamientos. 

Posteriormente, fueron analizadas con el programa BLASTN en el servicio de red del 

Banco de Genes, para compararlas con las bases de datos.  

El programa MEGA versión 4 (Tamura et al., 2007), fue usado para el análisis de filogenia. 

El árbol filogenético, fue construido con el método neighbour-joining (Saitou y Nei, 1987), 

para lo cual se utilizó el modelo de distancia de los dos parámetros de Kimura (Kimura, 

http://www.npsa-pbil.ibcp.fr/
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1980). Los valores confianza fueron determinados a partir del análisis de 1000 réplicas con 

el fin de asegurarse de la confianza de cada rama en el árbol filogenético. 

3.2.4. Experimento 4. Influencia de la salinidad sobre la relación bradyrizobio-frijol 

Caupí en ambiente controlado 

3.2.4.1. Condiciones para el desarrollo del experimento y diseño experimental 

El experimento se estableció en el Instituto de Ciencias Agrarias del Consejo Superior de 

Investigaciones Científicas (CSIC), Madrid, España. Para su desarrollo, se tuvieron en 

cuenta los resultados obtenidos en los Acápites 3.2.1 y 3.2.2. Del germoplasma, se 

utilizaron dos variedades contrastantes de acuerdo a su nivel de tolerancia a la salinidad, 

una ellas susceptible y la otra tolerante. Para la inoculación de las semillas, fue 

seleccionado uno de los 5 aislamientos con mejores características de tolerancia ante las 

condiciones estresantes de salinidad, pH y temperatura presentes (Acápite 3.2.3.2). 

El experimento se desarrolló en condiciones controladas de casa de cristal, con variaciones 

medias de temperaturas día/noche de 26/19 oC, humedad relativa del 70 % y fotoperiodo de 

13 horas de luz con una intensidad luminosa de 190 μE m-2.s-1, suministrada por tubos 

fluorescentes (Silvania Gro-Lux) y bombillas incandescentes de 25 W (General electrics).   

Las semillas fueron desinfectadas con etanol al 95 % durante 30 s y HgCl2 al 0,1 % durante 

45 s, luego fueron lavadas diez veces con agua destilada estéril. La siembra se realizó en 

macetas de 15 cm de alto y 8,5 cm de diámetro, en un soporte inerte de vermiculita 

Asfaltex S.A, lavada previamente con agua destilada y esterilizada en Autoclave SC-500 

Matachana, durante 20 min, a 120 oC y 2 180 hPa. 

Se sembraron dos semillas por maceta que se inocularon en el momento de la siembra y 7 

días después con 1 mL de suspensión bacteriana (108 bacterias.mL-1) en medio de cultivo 

LM, de la cepa VIBA-1.  
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Durante la primera semana, las macetas fueron regadas con agua destilada estéril (100 

mL/día), mientras que en la segunda, las semillas germinadas se regaron con solución 

Hoagland (Hoagland y Arnon, 1950) a razón de 150 mL/día, a la cual se le incluyó una 

dosis baja de NH4NO3 a razón de 57 mg.L-1 de nitrógeno como iniciador. A partir de la 

tercera semana, las plantas se regaron con la misma solución Hoagland, esta vez sin 

nitrógeno y a razón 200 mL/día.  

Las variedades utilizadas, fueron sometidas a dos tratamientos; solución nutritiva Hoagland 

sin NaCl (control) y solución nutritiva a la que se le agregó NaCl hasta alcanzar una 

concentración salina de 150 mM (salino).  

Los tratamientos fueron distribuidos en un diseño experimental completamente aleatorizado 

con 8 repeticiones.  

3.2.4.2. Evaluaciones realizadas  

La cosecha del experimento se realizó a los 40 días después de la germinación, 

extrayéndose las plantas de cada una de las macetas con cuidado para no dañar el sistema 

radicular, el cual fue separado de la planta a nivel del cambio de color entre la raíz y la 

parte aérea (cuello), para luego ser lavado con agua corriente.  

Se evaluó la biomasa de las plantas, masa seca de la raíz, masa seca foliar, masa fresca de 

los nódulos, la cantidad de nódulos totales (NNT).  

La actividad de la enzima nitrogenasa, se midió mediante la técnica de reducción de 

acetileno (ARA), según Fernández-Pascual et al. (1988). Las medidas de etileno y acetileno 

se realizaron en un cromatógrafo de gases Perkin-Elmer 8310, equipado con una columna 

de acero (2 m x 3 mm de diámetro), rellena con porapak-R y se utilizó nitrógeno como gas 

portador a una velocidad de flujo de 50 mL.min-1.  

Las muestras de gas, se tomaron a los 15 min de exposición del acetileno a razón de 0,5 

mL, que fueron valoradas en el cromatógrafo de gases para obtener la cantidad de C2H4 
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(nmol) presentes en la muestra. El cálculo de la actividad de la nitrogenasa, se obtuvo a 

partir de la siguiente ecuación (FAO, 1995): 

Actividad (µmol C2H2*g-1) = (µmol.planta-1 C2H4 *v)/ P 

Dónde: v, volumen del tubo (mL) y P, masa fresca del nódulo (g.planta-1). 

La extracción de proteínas de fracción soluble del citosol, se realizó mediante 

homogenización de los nódulos y hojas en mortero a 4 oC con tampón de extracción Tris 

HCL 0,1 M; pH 8,0; EDTA 1mM y mercaptoetanol (0,13 g.L-1). En hojas, la proporción del 

tampón de extracción fue de 1:25 (p/v) y 0,5 g de arena lavada; el homogeneizado obtenido 

se filtró con tres capas de gasa y seguidamente se centrifugó a 12 263 rpm a 4 oC, durante 

30 min. En nódulos, se extrajo con una proporción de 1:10 (p/v) y PVPP, insoluble al 30 % 

(p/p), igualmente se filtró y se centrifugó a 8 034 rpm, durante 5 min a 4 oC, en una 

centrífuga refrigerada Heraeus Fresco 21. 

La concentración de proteína de fracción soluble citosólica de hojas y nódulos, se 

determinó en el sobrenadante por el método de Bradford (1976). Se utilizó seroalbúmina 

bovina como estándar y el reactivo de BIO-RAD según las indicaciones del fabricante. 

Las muestras de hojas y nódulos para el análisis de su ultraestructura, fueron tomadas a los 

35 días después de la germinación (5 días antes de la cosecha del experimento), se tomaron 

de la parte media de la planta y de la raíz, hojas y nódulos de la misma edad, posición y 

estado de desarrollo. De las hojas, se cortaron con una cuchilla de acero inoxidable, 

secciones de 1 ó 2 mm cercanas al nervio central y los nódulos se seccionaron en 4 partes 

pequeñas, de alrededor de 2 mm (de las Heras, 2004).   

Se realizó la inclusión de las muestras en resina LR White (London Resin Company), 

(Sigma), según lo descrito por, de las Heras (2004). Se utilizó el ultramicrótomo Reichter 

Ultracut S., (Leica. Vienna, Austria), equipado con cuchillas de diamante Diatome 45o, 

para tallar las muestras y eliminar la resina alrededor del tejido, hasta que este quedara 
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accesible. Posteriormente, realizaron secciones ultrafinas de 70 nm, que se recogieron sobre 

rejillas de cobre o de níquel de 150-200 ventanas y fueron observadas en un microscopio 

electrónico STEM LEO-910, con cámara digital integrada Gatan Bioscan (modelo 792) a 

0,5 µm, para realizar las observaciones con microscopía electrónica (de María, 2004). 

3.2.5. Experimento 5. Respuesta del frijol Caupí a la inoculación con cepas nativas de 

Bradyrhizobium en un suelo afectado por sales 

El experimento fue establecido en la localidad de Babiney, municipio Cauto Cristo, entre 

los meses de enero y abril de los años 2008 y 2009, sobre un suelo afectado por sales 

(Acápite 3.1.3.3).  

En este experimento fue utilizada una de las variedades de frijol Caupí con mayor nivel de 

tolerancia a la salinidad (Acápites 3.2.1 y 3.2.2). Fueron utilizados cuatro tratamientos, que 

consistieron en la inoculación con dos de las cepas que mejores respuestas presentaron ante 

condiciones de salinidad (tratamientos inoculados +I) (Acápite 3.2.3.2), dos controles, en el 

primero de ellos las plantas se fertilizaron con urea a razón de 150 kg.ha-1 de nitrógeno 

(+N) y, en el segundo, no se inoculó ni se fertilizó (-I-N). El resto de los tratamientos 

recibieron una dosis baja de nitrógeno en forma de urea como iniciador, a razón de 30 

kg.ha-1 (CIAT, 1988). 

Los tratamientos, fueron distribuidos en un diseño de Bloques al Azar con cuatro réplicas 

para un total de 16 parcelas experimentales, cada una de las cuales presentó una dimensión 

de 2,80 x 4,00 m (11,2 m2). Para definir el diseño empleado, se tomó en cuenta que la 

variabilidad espacial de la salinidad, presentó una tendencia al aumento en la dirección sur-

norte. 

La distancia de siembra empleada fue 0,70 x 0,10 m y las labores fitotécnicas del cultivo se 

realizaron en correspondencia con la tecnología del cultivo (MINAG, 2003). 
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Los inoculantes bacterianos crecieron en medio de cultivo líquido LM, por un periodo que 

dependió de la tasa de crecimiento de cada una de las cepas (Vincent, 1970). La turba 

estéril empleada como material de soporte se mezcló con los inóculos, que posteriormente 

se maduraron entre 7 y 14 días, en dependencia del crecimiento de cada una de las cepas. 

Los biopreparados, alcanzaron una concentración celular de 109 UFC.g-1 en soporte sólido. 

Todo el procedimiento, se realizó según las normas de control de calidad establecidas en el 

laboratorio para la producción de inoculantes (FAO, 1995).  

3.2.5.1. Evaluaciones realizadas 

A los 40 días después de la germinación, momento en el que inicia la floración, se tomaron 

un total de 10 plantas al azar por parcela experimental, las cuales se secaron en estufa a una 

temperatura de 70 oC, hasta lograr el peso constante de las muestras. Se evaluó la masa seca 

foliar (MSF), su concentración de P, Na+, K+, Ca2+, Mg2+, el contenido de N foliar y la 

masa seca de las raíces (MSR). Fueron evaluadas las variables relacionadas con la 

nodulación, número de nódulos por planta (NNPL), número de nódulos en la raíz principal 

(NNRP), número de nódulos en las raíces secundarias (NNRS) y la masa seca de los 

nódulos (MSN), (CIAT, 1988). Se determinó además, el Índice de Efectividad de la 

Inoculación (IEI) mediante la fórmula:   

 
100*

)( N oRendimient
(-I) N oRendimient - )( N oRendimient  IEI

I
I






 

Donde (+I) y (-I), representan los tratamientos inoculados y sin inocular, respectivamente. 

Mientras que N, es el contenido de nitrógeno foliar (CIAT, 1988). 

Se calculó la Fijación Específica de Nitrógeno (FEN) mediante la fórmula propuesta por 

Vieira et al. (2007). 

nódulos de seca masa mg
foliar seca masa N mg FEN   
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En el momento de la cosecha, se tomaron todas las plantas del área de cálculo de cada una 

de las parcelas para evaluar el rendimiento del grano, vainas por planta, granos por planta y 

peso de 100 semillas. La ecuación del IEI, se utilizó para determinar la efectividad de las 

cepas inoculadas para el rendimiento del grano (IEIR) y se interpretó como el incremento 

relativo del rendimiento. 

3.3. Métodos utilizados para la toma de muestras de suelo y análisis químico de suelo y 

planta en el laboratorio  

De cada suelo por separado, se tomaron 50 muestras en tres transeptos en distintas zonas y 

direcciones, a una distancia entre puntos de 1 m y profundidad de 15-20 cm, con el objetivo 

de estudiar la variabilidad espacial de la salinidad. 

En el experimento de campo realizado en Jiguaní, el análisis químico del suelo se realizó en 

el Laboratorio Provincial de Suelos de la provincia Granma. La extracción de los cationes 

se realizó con solución extractora de NH4Ac 1N a pH 7. Para la determinación del Ca2+ y el 

Mg2+se utilizó el método volumétrico con EDTA, mientras que Na+ y K+ se determinaron 

por fotometría de llama. Los resultados se expresaron en cmol.kg-1 (Paneque et al., 2010).  

La extracción de fósforo y potasio, se realizó con solución 0,1N de H2SO4 con relación suelo - 

solución 1:25 con tiempo de agitación de 3 min y determinación por fotometría de llama 

(Paneque et al., 2010). Los aniones CO3
-, HCO3

-, Cl- y SO4
2- se determinaron por los 

Métodos Unificados de la Dirección General de Suelos y Fertilizantes (MINAG, 1981). La 

conductividad eléctrica (C.E 25 
o
C) se determinó por el método de la Pasta Saturada, esta se 

utilizó para calcular las Sales Solubles Totales (SST) (Paneque et al., 2010). El pH (H2O) 

relación suelo:solución de 1:2,5; por el método potenciométrico. La materia orgánica se 

determinó por el método de Combustión Húmeda de Walkley-Black (Paneque et al., 2010).  

Los análisis químicos de suelo y plantas del experimento de campo desarrollado en el 

municipio Cauto Cristo, fueron realizados en la Unidad Central de Análisis CCMA, CSIC, 
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Madrid. La concentración de iones solubles, fue estimada por cromatografía de iones 

(Dionex, modelo DX 120, equipo Ion Chromatograph con un detector ED40 para lo cual se 

utilizó una columna IonPac AS7). El pH (H2O) relación suelo:solución de 1:1, se determinó 

por el método potenciométrico y la materia orgánica por el método de Walkley-Black. La 

conductividad eléctrica del suelo se determinó según Bower y Wilcox, (1965).  

La determinación de nitrógeno en plantas fue realizada por el método de Kjeldhal 

(Autoanalyzer Technicon AAII) (Jackson, 1958), mientras que la concentración de Na+, K+, 

Ca2+ y Mg2+ se determinaron según la metodología de Wintermans y De Mots, (1965). 

3.4. Atenciones culturales 

En el experimento en macetas, se midió diariamente el contenido de humedad del sustrato y 

se mantuvieron las condiciones controladas durante el desarrollo del mismo. Los 

experimentos de campo se mantuvieron libre de plantas indeseables, uniformes y las 

atenciones culturales se realizaron según las normas establecidas para el cultivo del frijol 

Caupí (MINAG, 2003).  

3.5. Procedimientos estadísticos 

Los datos fueron procesados con el paquete Statistica para Windows, versión 10 (StatSoft, 

2011). Para determinar si los mismos cumplían con la homogeneidad de varianza, fue 

realizada la prueba de Cochran, Hartley-Bartlet y para comprobar si se distribuyeron de 

forma normal, se les realizó la prueba de Kolmogorov-Smirnov. 

Se utilizó un análisis de varianza simple en el experimento 1, para evaluar el efecto de los 

cuatro niveles de salinidad sobre las variables relacionadas con la germinación en cada uno 

de los cultivares por separado y, en el experimento 2, para evaluar el índice de tolerancia a 

la salinidad calculado para todas las variedades. En los experimentos 4 y 5, fueron 

utilizados análisis de varianza de clasificación doble, en el primero de ellos, para 

determinar la influencia de la salinidad sobre el concentración de iones en hojas y raíces y, 
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en el segundo, para evaluar el efecto de la inoculación de dos cepas nativas sobre el frijol 

Caupí, en condiciones de suelo afectado por sales. 

En el experimento 3, el incremento de la concentración salina y las variaciones de pH sobre 

el crecimiento de los aislados en medio de cultivo, se evaluó al comparar las medias y sus 

intervalos de confianza para 1-α=0,05 y n=3. 

Cuando fueron evaluadas solo dos medias, como en los experimentos 2 y 4, para comparar 

los datos obtenidos en el suelo afectado por sales o, el tratamiento salino con relación a un 

control no salino, según fue el caso, fue utilizada la prueba de t-Student (Lerch, 1977).  

Para la comparación múltiple de medias, fue usada la prueba de Tukey (Tukey, 1949). 

En el experimento 2, se realizó un análisis multivariado de componentes principales con 

representación gráfica biplot (Varela, 2002), con el objetivo de caracterizar la relación entre 

las variables evaluadas, número de nódulos por planta y en la raíz principal, nódulos 

efectivos, masa seca de los nódulos, masa seca de la raíz, masa seca foliar, contenido de 

nitrógeno foliar, fijación específica de nitrógeno, vainas por planta, granos por planta, peso 

de cien semillas y rendimiento del grano en los 12 cultivares, que constituyeron una matriz 

24 x 13 (n ≥ p), desarrollados en dos condiciones diferentes, suelo afectado y no afectado 

por sales.  

En los experimentos 1 y 2, se utilizaron análisis Multivariados de Conglomerado Jerárquico 

y de Ligamiento Completo sobre la base de la Distancia Euclidiana (Sokal y Sneath, 1973), 

para agrupar los 12 cultivares de acuerdo a su nivel de tolerancia a la salinidad. En el 

experimento 1, se construyó una matriz 12 x 5 (n ≥ p), a partir del índice de tolerancia de 

las variables, absorción de agua por las semillas, largo de la radícula e hipocótilo y masa 

seca de la raíz e hipocótilo de los 12 cultivares utilizados. En el experimento 2, la matriz 12 

x 12 (n ≥ p) fue resultado de la combinación de los 12 cultivares con las variables: número 

de nódulos por planta y en la raíz principal, nódulos efectivos, masa seca de los nódulos, 
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masa seca de la raíz, masa seca foliar, contenido de nitrógeno foliar, fijación específica de 

nitrógeno, vainas por planta, granos por planta, peso de cien semillas y rendimiento del 

grano.    

3.6. Análisis económico  

Para el análisis económico, se consideraron los valores obtenidos en el rendimiento en t.ha-1 

de la semilla seca (14 % de humedad) de las variantes experimentales del experimento 5, 

Acápite 3.2.5. Se empleó como precio de un bolso de inoculante $ 25,00, mientras que el 

precio de la tonelada de Urea en el mercado internacional para el mes de mayo de 2012 fue 

de $ 496,70 USD (www.indexmundi.com). Se tomó como base el valor de la tonelada de 

frijol en el mercado, $ 915 USD, (Banco Central de Cuba, 2011). Se determinó el Costo de 

la Producción,  (CP), Valor de la Producción (VP),  Ganancia (G), Beneficio Económico 

(BE), Costo Relativo del Tratamiento (CRT) y la Relación Costo Beneficio (RCB) 

(Recompensa y Angarica, 2008). 

 VP ($. ha-1): rendimiento del cultivo multiplicado por el precio de venta de una 

tonelada de grano seco a 14 % de humedad.  

 CP ($. ha-1): sumatoria de los gastos incurridos por la aplicación del fertilizante o 

los inóculos microbianos según correspondió, más el costo del resto de las labores.  

 G ($. ha-1): diferencia entre el valor de la producción y los costos de producción. 

 BE ($. ha-1): diferencia entre la ganancia del tratamiento inoculado y la del 

tratamiento control sin fertilizante y sin inocular. 

 CRT ($. ha-1): diferencia entre los costos del tratamiento inoculado y los del 

tratamiento control sin fertilizante y sin inocular. 

 C/P ($): cociente obtenido de dividir el costo de producción y el valor de la 

producción.

http://www.indexmundi.com/
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IV. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

4.1. Características edafoclimáticas de las zonas donde fueron desarrollados los 

experimentos de campo 

La época en que se desarrollaron los experimentos (Acápites 3.1.3.1), coincidió con el 

período seco del año, según la clasificación climática de Koppen (CITMA, 2003), donde 

las precipitaciones no superaron en ninguna de las dos localidades los 20 mm de lluvia 

caída mensual y las temperaturas medias oscilaron entre 21 y 25 oC. Este comportamiento, 

condicionó la estabilidad de las variables durante los años en que fueron replicadas las 

experiencias. A partir del mes de abril, tanto temperaturas como precipitaciones, tuvieron 

una ligera tendencia al incremento en las dos localidades, lo cual es una manifestación 

propia del inicio de la época de primavera, donde estás variables comienzan a 

incrementarse (CITMA, 2003).   

Los estudios realizados por López (2001); CITMA (2003) y González et al. (2004), indican 

que las medias históricas de temperatura en esta zona del valle del río Cauto y Sub-cuenca 

del río Cautillo oscilan entre 22,5 y 27,9 °C, con máximas entre 29 y 33,4 °C y mínimas 

entre 15,4 y 24 °C. Las precipitaciones, están en el rango de los 600-800 mm anuales, 

donde se define un período lluvioso enmarcado en los meses de mayo a octubre y un 

período seco en los meses de noviembre a abril. Por su parte, los valores de evaporación 

están en el orden de los 2 400 mm, en tanto la humedad relativa se encuentra entre 72 y 84 

%, con los mayores registros entre los meses de junio y noviembre. 

El hecho de que las variables climáticas durante el establecimiento de los experimentos, 

estuvieran en el rango de las medias históricas, contribuyó a que las condiciones edáficas se 

mantuvieran estables y los niveles de sales en el suelo donde se manifestó este tipo de 

estrés, no sufrieran alteraciones.  
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Otras causas también relacionadas con las condiciones climáticas, como es el caso de la 

elevada tasa de evaporación que supera la cantidad de lluvia caída, proporciona de igual 

forma, el ascenso y acumulación de sales solubles en los primeros 30 cm de profundidad 

del suelo (González et al., 2004; Rengasamy, 2006; Álvarez et al., 2008). 

A estos factores, se suman las condiciones edáficas y de manejo de cada zona. En la 

localidad de Jiguaní, el uso de agua proveniente de un pozo cuya C.E es de 3,12 dS m-1 sin 

un control adecuado de las normas de riego por surco, un relieve llano a débilmente 

diseccionado y un drenaje superficial deficiente, contribuyeron a la acumulación de sales en 

el suelo.  

Mientras que en Cauto Cristo, la salinización se favoreció por la acumulación de sales 

provenientes de zonas altas de la llanura sur-este de la sub cuenca del río Cautillo, debido a 

que las cotas hacia esa dirección fueron más altas. Por otro lado, el agua usada para el riego 

proviene del mismo río, la cual presenta una C.E de 1,32 dS.m-1 durante el período seco, a 

lo que se une el relieve llano a depresional que provoca un deficiente drenaje.  

4.2. Evaluación de la tolerancia a la salinidad de variedades de Caupí  

4.2.1 Evaluación de la tolerancia a la salinidad durante la germinación de la semilla 

Los resultados muestran que la salinidad, afecta la absorción de agua por las semillas y 

tiene un efecto negativo sobre la longitud y masa seca de la radícula e hipocótilo, debido a 

que los valores de la mayoría de los indicadores evaluados disminuyeron a medida que 

aumentó la salinidad (Anexo 4).  

Una de las variedades que resultó menos afectada por el incremento de las sales fue IT 82 

E-9, en la cual no se observaron afectaciones de las variables AAS, LR, MSR y MSH con 

el nivel de C.E de 10 dS.m-1. 

En el resto de los cultivares, la respuesta fue diferente debido a que en la mayoría de las 

variables existieron afectaciones a partir de 5 dS.m-1. Solo en algunos ellos, como 
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Cubanita-666 para AAS y la MSR, así como Cancarro en la AAS y Trópico Yarey e IT 86 

D-510 para la masa seca del hipocótilo, se lograron obtener resultados similares entre el 

control y niveles altos de C.E, que en algunos casos llegaron a los 15 dS.m-1. 

Para establecer agrupamientos de los cultivares, teniendo en cuenta el nivel de tolerancia a 

la salinidad, se realizó el análisis de Conglomerado Jerárquico con los índices de tolerancia 

determinados de acuerdo a lo descrito en el Acápite 3.2.1.  
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Figura 4.1. Agrupamiento de los cultivares de acuerdo a su nivel de tolerancia a la salinidad 
con relación a variables relacionadas con el proceso germinativo. Variables: absorción de agua 
por las semillas, largo de la radícula e hipocótilo y masa seca de la raíz e hipocótilo. Grupo I, color 
verde (tolerante); grupo II, color morado (medianamente susceptible); grupo III, (color marrón) 
susceptible. Umbral de corte= 50 %.  Matriz formada: 12 x 5 (n ≥ p). Correlación cofenética= 0,85. 
A partir del análisis, se formaron tres grupos con diferencias en cuanto su capacidad para 

tolerar el estrés salino (Figura 4.1). En el grupo I, se encuentran las variedades IT 86 D-

715, Cancarro, IT 86 D-510 e IT 82 E-9, cuyos índices de tolerancia para las variables 
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absorción de agua por la semilla, longitud y masa seca de la radícula, presentaron los 

valores promedios mayores (Tabla 4.1), por lo cual este grupo se clasifica como tolerante.  

El grupo II, se caracterizó por presentar rasgos intermedios entre los grupos I y III y 

agrupó los genotipos IT 86 D-719, Viñales-144 A e IT 86 D-386. Por su parte, el grupo III 

estuvo integrado por las variedades Trópico Yarey, Cubanita-666, IT 86 D-792, IT 86 D-

389 e IITA-Precoz y se caracterizó por tener los aportes promedios más bajos, 

contrastando de esta forma con el grupo I, que evidenció baja capacidad de tolerancia 

(Tabla 4.1). 

La definición de las características de cada grupo con relación a su tolerancia, fue 

corroborada con el análisis de las distancias entre sus centroides (Figura 4.1), donde se 

observó de manera clara, la lejanía entre los grupos contrastantes I y III, los que 

clasificaron como tolerante y susceptible, respectivamente. Debido a que el grupo II, 

presentó mayor cercanía al grupo III que al grupo I, se clasifica como medianamente 

susceptible.    

Tabla 4.1. Valores promedios de los índices de tolerancia a la salinidad, sobre la base de las 
variables relacionadas con la germinación en los grupos formados. 

Grupos AAS (%) LR (cm) LH(cm) MSR (g.pl-1) MSH (g.pl-1) 

I 0,93 0,83 0,81 0,83 0,75 

II 0,88 0,61 0,39 0,42 0,41 

III 0,87 0,31 0,29 0,16 0,21 
 

Nota. LR, largo de la raíz; LH, longitud del hipocótilo; MSR, masa seca de la raíz; MSH, masa 
seca del hipocótilo; AAS, absorción de agua por la semilla. 
Los efectos perjudiciales de la salinidad sobre la germinación, pudieran estar relacionados 

con la disminución del potencial osmótico del medio, provocado por la persistencia de altas 

concentraciones de Na+ y Cl- después de iniciado el crecimiento de la radícula e hipocótilo. 

Bajo estas condiciones, se dificulta la absorción de agua por las plántulas y por otra parte, 

la sobre acumulación de los iones tóxicos comienza a provocar toxicidad en los tejidos 
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formados, lo cual se refleja posteriormente en afectaciones de variables como la masa seca 

del hipocótilo (González et al., 2002; Murillo et al., 2006).  

Se considera que el proceso germinativo, presenta una alta tolerancia a la salinidad 

inhibiéndose sólo a altas concentraciones, debido a que durante esta etapa, en la semilla 

tienen lugar fundamentalmente procesos físico-químicos, tales como la imbibición del 

epiblasto, que es resistente a la salinidad (González et al., 2001).  

Sin embargo, se ha demostrado que durante la absorción de agua, proceso que constituye la 

primera fase de la germinación, se desencadenan de manera simultánea cambios 

metabólicos que incluyen la respiración, la síntesis proteica y la movilización de sustancias 

de reservas, los cuales son obviamente afectados por las sales. Si durante las etapas 

subsiguientes, las concentraciones de sales dentro de la semilla son altas, resulta muy difícil 

que la segunda fase (germinación) y tercera fase (crecimiento) se produzcan (Azcón-Bieto 

y Talón, 2008).  

Esta manifestación de grupos contrastantes bien definidos y grupos intermedios, también 

fue reseñada por Murillo et al. (2006), al establecer agrupamientos de variedades tolerantes 

y medianamente tolerantes, susceptibles y medianamente susceptibles. Con este autor, se 

encontró coincidencia en la respuesta del genotipo IT 86 D-719, el cual fue clasificado 

como susceptible. Por otra parte, se coincide con González et al. (2000), el cual informó 

una elevada tolerancia a la salinidad en la variedad IT 86 D-510. 

4.2.2. Evaluación de la tolerancia a la salinidad en condiciones de campo 

Los resultados indicaron la existencia de cepas nativas tanto en el suelo control como en el 

salino, debido a que todas las variedades lograron nodular (Tabla 4.2).  

Aunque el número de nódulos por planta (NNPL) en el suelo no salinizado, por lo general 

fue significativamente superior, algunos cultivares como IT 86 D-715, IT 86 D-510, IT 82 

http://www.etsmre.upv.es/varios/biologia/images/Libros/Azcon_bieto.jpg
http://www.etsmre.upv.es/varios/biologia/images/Libros/Azcon_bieto.jpg
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E-9 y Cancarro, lograron formar la misma cantidad en el suelo afectado por sales (Tabla 

4.2). 

La masa seca de los nódulos (MSN), también disminuyó notoriamente en todas las 

variedades utilizadas cuando estas fueron desarrolladas en condiciones de salinidad, pero a 

pesar de ello, la mayoría de los nódulos presentaron una coloración rosada (NNRo) con 

resultados similares al control, lo que demuestra que estos eran activos (Tabla 4.2). 

Tabla 4.2. Comportamiento de la nodulación natural de variedades de frijol Caupí (Vigna 

unguiculata L. Walp.), desarrolladas en suelos afectados por sales.  

Variedades 
NNPL NNRo NNRP MSN (mg.pl-1) 

No salino Salino No salino Salino No salino Salino No salino Salino 

IT 86 D-715 8(2,01±) 7(±1,82)ns 7(±1,71) 6(±1,71)ns 5 (±1,00) 4,55(±0,14)ns 331,8(±2,23) 303,00(±6,32)*** 

Trópico Yarey 12(±1,22) 8(±1,21)** 7(±0,86) 7(±0,68)ns 6,12(±0,97) 5,54(±0,22)ns 370,53(±8,55) 235,20(±1,60)*** 

Cubanita-666 14(±0,18) 9(±0,21)*** 8(±1,03) 7(±0,92)ns 10,05(±0,12) 9,19(±0,21)** 337,00(±1,73) 219,00(±6,00)*** 

IITA-Precoz 11(±1,49) 4(±0,85)*** 6(±2,09) 4(±0,85)ns 4,38(±0,85) 3,44(±0,16)ns 367,55(±4,53) 179,20(±3,09)*** 

IT 86 D-510 12(±1,87) 11(±1,63)ns 7(±0,18) 7(±0,16)* 7,70(±1,09) 7,36(±0,22)ns 344,39(±12,26) 311,97(±7,51)* 

IT 86-D 792 13(±1,86) 8(±1,28)* 8(±1,31) 8(±1,27)ns 6,73(±1,85) 5,07(±0,27)* 353,73(±1,62) 226,8(±5,6)*** 

IT 86 D-389 10(±1,65) 6(±1,02)* 6(±0,05) 6(±0,06)*** 7,00(±0,13) 6,46(±0,12)** 344,40(±5,60) 212,80(±5,58)*** 

IT 82 E-9 7(±0,70) 6(±0,64)ns 5(±0,54) 5(±0,57)ns 4,98(±0,70) 3,56(±0,64)ns 319,11(±5,59) 287,93(±3,71)** 

Viñales–144 12(±1,57) 4(±0,55)*** 8(±1,07) 4(±0,18)** 8,20(±0,40) 3,90(±0,35)*** 395,50(±4,67) 196,00(±4,00)*** 

IT 86 D–386 12(±1,35) 5(±1,08)** 5(±1,32) 4(±1,36)ns 6,27(±1,22) 3,82(±0,24)* 370,53(±6,50) 199,73(±5,19)** 

Cancarro 11(±2,00) 11(±1,91)ns 7(±0,55) 6(±0,45)ns 8,32(±1,40) 7,54(±0,13)ns 312,30(±4,91) 285,00(±4,36)** 

IT 86-D 719 11(±1,48) 5(±0,49)** 5(±0,33) 4(±0,24)* 5,64(±0,60) 4,24(±0,17)* 382,67(±5,83) 188,53(±469)*** 
 

 
Nota. *, ** y *** indican significación para P0,05, P0,01 y P0,001 respectivamente, al aplicar 
la prueba de t-Student. NNPL, Número de nódulos por planta; NNRo, número de nódulos rosados; 
MSN, masa seca de los nódulos. (Los datos mostrados constituyen la media de 10 plantas al azar 
por parcela experimental). 
Otras variables, como la masa seca de las raíces (MSR) y la masa seca foliar (MSF), 

también experimentaron reducciones en presencia de sales en la mayoría de las variedades 

(Tabla 4.3), excepto para IT 86 D-715, IT 86 D-510 e IT 82 E-9 donde se encontraron 

resultados similares al suelo no salinizado, respuesta que no se manifestó para la 

concentración de nitrógeno foliar (N), debido a que este se redujo en todos los casos (Tabla 

4.3). 
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Con relación al rendimiento, los resultados obtenidos en las variedades crecidas en el suelo 

no afectado por sales fueron adecuados para la época en que se estableció el experimento y 

coinciden con los resultados obtenidos por Zamora (1999).  

En el suelo con presencia de sales, los componentes del rendimiento, vainas por planta, 

granos por planta y peso de 100 semillas disminuyeron, con excepción las variedades IT 86 

D-510 y IT 86 D-792 en variables como el número de vainas, donde no se evidenciaron 

diferencias. Similar manifestación ocurrió en IT 86 D-715, IT 86 D-510 e IT 82 E-9, para la 

cantidad de granos, el peso de 100 semillas y el rendimiento (Tabla 4.4). 

Tabla 4.3. Comportamiento de la masa seca de la raíz, masa seca foliar y su contenido de 
nitrógeno en plantas del frijol Caupí (Vigna unguiculata L.Walp.), desarrolladas en suelos 
afectados por sales. 

 

Variedades 
MSR (g.pl-1) MSF (g.pl-1) N (mg.pl-1) 

No salino Salino No salino Salino No salino Salino 

IT 86 D-715 3,69(±0,36) 3,42(0,30)ns 32,14(±3,71) 29,25(±3,25)ns 375,20(±5,05) 325,80(±10,76)** 

Trópico Yarey 4,23(±0,24) 2,66(0,11)*** 25,84(±3,75) 16,66(±2,78)* 414,40(±7,41) 258,30(±5,62)** 

Cubanita-666 6,27(±0,80) 4,34(0,80)* 27,64(±0,06) 18,05(±0,71)*** 328,53(±1,89) 212,40(±2,62)*** 

IITA-Precoz 3,57(±0,50) 1,63(0,43)** 22,68(±1,38) 11,18(±0,65)*** 335,07(±0,83) 162,00(±2,40)*** 

IT 86 D-510 4,02(±0,91) 3,73(0,85)ns 29,30(±1,64) 26,58(±1,84)ns 349,69(±2,43) 311,53(±6,36)*** 

IT 86-D 792 4,33(±0,37) 2,80(0,33)** 24,87(±0,75) 16,28(±0,43)*** 345,33(±8,55) 216,90(±4,12)*** 

IT 86 D-389 4,16(±0,04) 2,65(0,08)*** 25,1(±0,42) 15,98(±0,23)*** 333,20(±5,60) 204,30(±6,79)*** 

IT 82 E-9 2,46(±0,36) 2,30(0,31)ns 13,99(±0,80) 12,68(±0,68)ns 220,27(±7,64) 195,10(±4,35)** 

Viñales–144 3,83(±0,71) 1,68(0,19)** 22,46(±1,39) 10,12(±0,97)*** 325,73(±4,03) 140,40(±2,70)*** 

IT 86 D–386 3,78(±0,38) 2,22(0,23)** 23,82(±1,78 12,55(±1,13)*** 323,87(±9,83) 159,30(±5,40)*** 

Cancarro 2,97(±0,05) 2,72(0,04)** 27,68(±3,29) 24,89(±3,06)ns 440,00(±4,45) 395,16(±5,22)*** 

IT 86-D 719 4,11(±0,12) 1,82(0,05)*** 26,46(±0,42) 13,93(±0,37)*** 394,80(±5,20) 183,60(±5,40)***  

Nota. *, ** y *** indican significación para P0,05, P0,01 y P0,001 respectivamente, al aplicar 
la prueba de t-Student. MSR, masa seca de la raíz; MSF, masa seca foliar; N, contenido de 
nitrógeno foliar. (Los datos mostrados constituyen la media de 10 plantas al azar por parcela 
experimental). 
Estos resultados, indican una relación negativa entre las variables evaluadas y la salinidad, 

debido a que en todas existió una tendencia a la reducción en presencia de sales, lo cual se 

comprobó a través de un análisis de componentes principales, donde se describió la 

naturaleza de esta relación (Figura 4.2).  
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A través de este análisis, se logró realizar la caracterización de los elementos de la muestra 

y se formaron dos nuevas variables o compontes (C1 y C2), que lograron explicar el 83,07 

% de la varianza total del experimento, en este caso, la C1 presentó la mayor contribución 

con el 66,24 % (Figura 4.2). Esta componente, se caracterizó por las variables relacionadas 

con la nodulación natural y la fijación simbiótica de nitrógeno NNPL, NNRo, MSN, MSA, 

NITRO y FEN, así como las relacionadas con el rendimiento del cultivo entre las que están, 

vainas y granos por planta, peso de 100 semillas y rendimiento del grano en t.ha-1. 

Tabla 4.4. Efecto del estrés salino sobre la cantidad de vainas y granos por plantas, peso de 
100 semillas y rendimiento. 

Variedades 
Vainas por planta Granos por planta Peso 100 semillas(g) Rendimiento (t.ha-1) 

No salino Salino No salino Salino No salino Salino No salino Salino 

IT 86 D-715 16,25(±0,06) 16,33(±0,01)ns 80,29(±3,44) 74,86(±3,39)ns 16,79(±2,56) 15,26(±2,22)ns 0,84(±0,07) 0,78(±0,07)ns 

Trópico Yarey 14,68(±0,14) 12,68(±0,06)*** 45,31(±2,07) 27,80(±1,27)*** 12,96(±1,00) 7,87(±0,54)** 1,36(±0,02) 0,82(±0,02) *** 

Cubanita-666 15,27(±0,84) 13,64(±0,62)ns 42,06(±1,38) 30,20(±1,18)*** 11,01(±0,44) 7,90(±0,32)*** 0,98(±0,05) 0,69(0,04) *** 

IITA-Precoz 15,75(±0,32) 12,46(±0,17)*** 55,93(±1,44) 25,15(±0,45)*** 19,62(±2,64) 8,44(±1,14)** 1,52(±0,02) 0,78 (0,001) *** 

IT 86 D-510 18,16(±0,44) 17,39(±0,41)ns 64,37(±2,20) 59,43(±2,31)ns 19,20(±0,54) 16,85(±0,60)** 0,83(±0,06) 0,76(±0,05)ns 

IT 86-D 792 14,32(±1,09) 13,07(±0,78)ns 46,81(±2,31) 35,48(±1,86)*** 17,68(±0,79) 13,04(±0,55)** 1,31(±0,01) 0,97(0,01) *** 

IT 86 D-389 14,89(±0,15) 13,37(±0,08)*** 45,91(±1,47) 32,62(±0,9)*** 16,62(±0,66) 12,05(±0,16)*** 1,33(±0,03) 0,95(0,02) *** 

IT 82 E-9 18,05(±0,15) 17,07(±0,07)*** 48,41(±2,61) 43,50(±2,64)ns 19,87(±0,42) 17,59(±0,47)** 1,02(±0,07) 0,93(±0,04)ns 

Viñales–144 15,14(±0,74) 12,28(±0,35)*** 53,01(±3,65) 24,09(±1,56)*** 16,95(±1,77) 7,91(±1,07)** 1,72(±0,15) 0,81(0,02) *** 

IT 86 D–386 15,51(±0,91) 12,49(±0,41)** 49,83(±1,99) 23,11(±0,97)*** 15,41(±0,86) 7,84(±0,47)*** 1,53(±0,03) 0,80(0,01) *** 

Cancarro 16,97(±0,06) 16,00(±0,01)*** 72,23(±0,79) 64,11(±1,00)*** 16,97(±0,57) 15,40(±0,45)* 0,99(±0,02) 0,85(0,02) *** 

IT 86-D 719 16,06(±0,10) 12,70(±0,02)*** 60,15(±1,22) 26,86(±0,41)*** 15,81(±1,34) 7,50(±0,63)*** 1,45(±0,01) 0,79(0,01) *** 

 
 

Nota. *, ** y *** indican significación para P0,05, P0,01 y P0,01 respectivamente, al aplicar la 
prueba de      t-Student. 
Por el grado de relación que existió entre ellas, se definieron tres grupos de variables. El 

primer grupo, en el que se encuentran las relacionadas con el rendimiento, número de 

granos y vainas por planta, peso de 100 semillas y rendimiento del grano (Figura 4.2).  

Un segundo grupo, integrado por la masa seca y su contenido de nitrógeno foliar, la FEN y 

la masa seca de los nódulos, mientras que el tercer grupo, se caracterizó por las variables 

relacionadas con la nodulación, NNPL, NNRP, NNRo y la MSR. Por otra parte, aunque 

todas las variables en su conjunto tuvieron una correlación positiva con el rendimiento, las 
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que ejercieron una influencia mayor fueron el número de granos y vainas por planta, el peso 

de 100 semillas, la MSF, FEN, N y MSN. En tanto que el NNRP y la MSR, tuvieron una 

influencia menor (Figura 4.2).  

Otra de las manifestaciones que se evidenciaron, fue la mayor dispersión existente entre las 

variedades que se desarrollaron en el suelo salino, lo cual explica el alto grado de 

variabilidad para la condición estresante, mientras que las crecidas en condiciones normales 

presentaron una variabilidad menor, pues las distancias entre ellas se redujeron.  
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Figura 4.2. Representación Biplot según el Análisis de Componentes Principales, para 
cultivares de frijol Caupí desarrollados en dos condiciones: suelo afectado y no afectado por 
sales. Cultivares de color azul y dentro de la elipse, presentan las menores variaciones en la 
condición estresante con respecto a la no estresante. Variables (color rojo): NNPL, número de 
nódulos por planta; NNRP, número de nódulos en la raíz principal; NNRo, número efectivos; MSN, 
masa seca de los nódulos; MSR, masa seca de la raíz; MSF, masa seca foliar; N, contenido de 
nitrógeno foliar; FEN, fijación específica de nitrógeno; V, vainas por planta; G, granos por planta; 
P100, peso de cien semillas; R, rendimiento. Correlación cofenética= 0,98. 

En este sentido, las que mostraron variaciones menores en la condición estresante con 

respecto a la no estresante fueron, Cancarro, IT 86 D-715, IT 86 D-510 e IT 82 E-9, lo que 

sugiere que estas se adaptan mejor a la salinidad. Por el contrario, Viñales-144 A, IITA-
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Precoz, IT 86 D-386 e IT 86 D-719 presentaron las distancias mayores entre ambas 

condiciones, por lo que se manifiestan como menos adaptadas al estrés.    

IT
 8

2
 E

-9

IT
 8

6
 D

-5
10

IT
 8

6
 D

-7
15

C
a
n

c
a
rr

o

T
ró

p
ic

o
 Y

a
re

y

IT
 8

6
 D

-7
9
2

C
u

b
a
n

it
a
 -

6
6
6

IT
 8

6
 D

-3
8
9

IT
 8

6
 D

-7
19

II
T

A
-P

re
c
o

z

V
iñ

a
le

s
–

14
4
 A

IT
 8

6
 D

-3
8
6

0

0,2

0,4

0,6

0,8

1

1,2

1,4

1,6

L
ig

a
m

ie
n

to
 c

o
m

p
le

to

Distancia Euclidiana

IIII II

 

Figura 4.3. Agrupamiento de las variedades de acuerdo a la tolerancia a la salinidad en 
condiciones de campo. Variables: número de nódulos por planta y en la raíz principal, nódulos 
efectivos, masa seca de los nódulos, masa seca de la raíz, masa seca foliar, contenido de nitrógeno 
foliar, fijación específica de nitrógeno, vainas por planta, granos por planta, peso de cien semillas y 
rendimiento del grano. Grupo I, color verde (tolerante); grupo II, color morado (medianamente 
susceptible); grupo III, (color marrón) susceptible. Umbral de corte=50 %. Matriz formada: 12 x 12 
(n ≥ p). Correlación cofenética= 0,81.  
Con el objetivo de corroborar los resultados obtenidos en el análisis de componentes 

principales, en cuanto a la tendencia en tolerancia o susceptibilidad de las variedades 

utilizadas, se realizó un análisis de Conglomerado Jerárquico de ligamiento completo en 

base a la distancia euclidiana, para establecer agrupamientos a partir del índice de 

tolerancia a la salinidad. Este análisis, facilitó la formación de tres grupos que resumen la 

tendencia en la respuesta de estas variedades (Figura 4.3). 
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El grupo I, estuvo formado por las variedades IT 86 D-715, IT 86 D-510, IT 82 E-9 y 

Cancarro (Figura 4.3), con los valores promedios mayores y por ende, con las 

características de mayor tolerancia (Tabla 4.5). El grupo II, se caracterizó por presentar 

rasgos intermedios entre los grupos I y III, agrupando los genotipos Trópico Yarey, 

Cubanita-666, IT 86 D-389 e IT 86 D-792. Mientras que las variedades IITA-Precoz, 

Viñales-144, IT 86 D-386 e IT 86 D-719, fueron agrupadas en el grupo III, con los aportes 

promedios menores en la mayoría de las variables, lo cual sugiere manifestaciones 

marcadas de susceptibilidad (Tabla 4.5). 

La valoración de las distancias entre los grupos (Figura 4.3), muestra lo lejanos que se 

encuentran los grupos I y III, formados por variedades contrastantes, razón por la cual, 

estás clasifican como tolerantes y susceptibles a la salinidad, respectivamente.  

Tabla 4.5. Valores promedios de los índices de tolerancia a la salinidad sobre la base la 
nodulación, fijación de nitrógeno y el rendimiento en los grupos formados. 

Grupos NNPL NNRP NNRo MSN MSR MSF N FEN V G P 100 R 

I 0,89 0,87 0,91 0,93 0,85 0,89 0,87 0,93 0,95 0,91 0,89 0,81 

II 0,66 0,87 0,85 0,69 0,67 0,65 0,56 0,81 0,89 0,70 0,70 0,49 

III 0,41 0,66 0,60 0,65 0,50 0,50 0,43 0,66 0,80 0,45 0,47 0,21 
 

Nota: NNPL, número de nódulos por planta; NNRP, número de nódulos en la raíz principal; 
NNRo, número efectivos; MSN, masa seca de los nódulos; MSR, masa seca de la raíz; MSF, masa 
seca foliar; N, contenido de nitrógeno foliar; FEN, fijación específica de nitrógeno; V, vainas por 
planta; G, granos por planta; P100, peso de cien semillas; R, rendimiento. 

Si bien el grupo II, presentó características intermedias entre el I y el III, las distancias entre 

estos evidenciaron mayor cercanía del II al III, por lo cual las variedades que lo integran 

presentan mayor tendencia a la susceptibilidad que a la tolerancia ante condiciones de 

estrés por sales, debido a ello, son clasificadas como medianamente susceptibles. 

Sin embargo, en todos los casos se informan reducciones en la acumulación de biomasa, 

formación de nódulos y capacidad de fijación simbiótica del nitrógeno por el efecto 

perjudicial de las sales, pero las diferencias en la capacidad para evitar los daños, dependen 
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en gran medida de las características de adaptación tanto de la leguminosa huésped como 

del microsimbionte, así como de la eficiencia en su interacción (Appunu et al., 2008; 

Florentino et al., 2010; de Freitas et al. 2012). 

En estudios realizados por González et al. (2000), se revelaron afectaciones del rendimiento 

y sus componentes en condiciones de suelos salinizados, sin embargo, el método utilizado 

basado en la evaluación de la condición estresante con relación a la no estresante, le 

permitió clasificarlas de acuerdo a su nivel de tolerancia relativo.  

Según informan Doleib y Elsheikh (2006), el frijol Caupí manifiesta el mayor grado de 

sensibilidad durante los estadios de desarrollo foliar, si el estrés ha sido aplicado desde el 

establecimiento de la semilla, por lo tanto en las variedades más tolerantes, algunos de los 

perjuicios que provocan las altas concentraciones de sales pudieran hacerse evidentes 

durante la culminación del ciclo vegetativo o inicio del reproductivo, lo cual se ve reflejado 

directamente sobre el rendimiento.  

No obstante, esto no siempre es así, debido a que los resultados obtenidos en estos 

experimentos, demuestran que existe un grupo de variedades con características definidas 

de tolerancia manifestada desde los primeros estadios de la germinación (Figura 4.1), hasta 

la evaluación del rendimiento y sus componentes (Figuras 4.2 y 4.3), entre las cuales están, 

IT 86 D-715, Cancarro, IT 86 D-510 e IT 82 E-9.  

En otros grupos esta respuesta no es estable, por ejemplo, las variedades IT 86 D-792, 

Trópico Yarey, Cubanita-666, IITA-Precoz e IT 86 D-389, que mostraron su mayor 

sensibilidad a las condiciones salinas durante el proceso germinativo (Figura 4.1), 

clasificaron como medianamente sensibles cuando fueron evaluadas variables relacionadas 

con la nodulación, fijación de nitrógeno, crecimiento y rendimiento del cultivo en 

condiciones de campo (Figuras 4.2 y 4.3), lo que indica que durante el avance de su ciclo 
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vegetativo, estas lograron en alguna medida sobreponerse a la condición estresante, lo cual 

se manifestó en el rendimiento.  

Por el contrario, las variedades IT 86 D-719, Viñales-144 A e IT 86 D-386, que mostraron 

solo algún grado de sensibilidad durante la germinación, manifestaron su mayor 

susceptibilidad al ser evaluadas en condiciones de campo, pues la mayoría de las variables 

se afectaron en estas condiciones (Figura 4.2). 

El procedimiento utilizado para evaluar la tolerancia a la salinidad en las variedades de 

frijol Caupí en fases como la germinación (Acápite 4.2.1), crecimiento y rendimiento del 

cultivo (Acápite 4.2.2), permitió realizar una clasificación de los genotipos de acuerdo al 

nivel de tolerancia a las sales, lo cual constituye un elemento importante para recomendar 

los más adecuados en áreas que estén afectadas por este tipo de estrés.  

Una vez obtenidos los cultivares de mejores características de adaptación a las condiciones 

de salinidad, el trabajo fue enfocado hacia la obtención de cepas de rizobios nativas de 

estos suelos con capacidad para establecer simbiosis y contribuir al mejoramiento del 

rendimiento del frijol Caupí, dando de esta forma cumplimiento al segundo objetivo de esta 

investigación. 

4.3. Aislamiento, caracterización fenotípica y molecular de los aislamientos nativos  

4.3.1. Aislamiento  

Se lograron obtener 4 aislamientos puros a partir de los nódulos cosechados en las 

localidades de Jiguaní y Babiney. El aislamiento VIBA-1 fue obtenido a partir de nódulos 

de plantas de la variedad IT 86 D-715 desarrolladas en un suelo salinizado con una C.E de 

5,8 dS.m-1 en el municipio Jiguaní, mientras que los aislamientos VIBA-2, VIBA-3 y 

VIBA-5, fueron obtenidos de plantas de la variedad IT 82 E-9, desarrolladas en un suelo de 

igual forma afectado por sales, con una C.E de 5,55 dS.m-1 (Acápite 3.1.3), de la zona de 

Babiney, municipio Cauto Cristo.  
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4.3.2. Análisis de los resultados fenotípicos 

Los aislados fueron bacilos Gram negativos, por lo general de apariencia gelatinosa y 

textura cremosa, excepto VIBA-5, la cual se manifestó con apariencia acuosa y textura 

elástica. Las colonias formadas por VIBA-1 fueron redondeadas, mientras que VIBA-2, 

VIBA-3 y VIBA-5 fueron planas. Las colonias de todos los aislados presentaron diámetros 

menores de un 1 mm y las de mayor tamaño fueron las formadas por VIBA-1. 

La turbidez en el medio de cultivo, se observó entre tres y cinco días después de realizadas 

las siembras. El aislado VIBA-1, fue el de crecimiento más lento con aparición de turbidez 

cinco días después. Por su parte, VIBA-2, VIBA-3 y VIBA-5 fueron de crecimiento 

intermedio (tres a cuatro días) (Tabla 4.6).  

Los aislados VIBA-2, VIBA-3 y VIBA-5, produjeron acidez en el medio de cultivo, 

mientras que VIBA-1, produjo alcalinidad (Tabla 4.6). 

Tabla 4.6. Determinaciones micromorfológicas y culturales de los aislados. 

       
Aislados 

 
TG 

Características de las Colonias (LMA)                    
C 

(LM) 

Reacción  
LMA+AB 

Apariencia Textura Forma Diámetro 
(mm) 

VIBA-1 (-) Gelatinosa Cremosa Redonda 0,8 5 alcalinidad 

VIBA-2 (-) Gelatinosa Cremosa Plana 0,7 3-4 acidez 

VIBA-3 (-) Gelatinosa Cremosa Plana 0,6 3-4 acidez 

VIBA-5 (-) Acuosa Elástica Plana 0,6 4 acidez 
 

Nota: AB, azul de bromotimol; C, crecimiento en días; LMA, Levadura-Manitol-Agar; LM, 
Levadura-Manitol; TG, Tinción Gram. 

Ha sido ampliamente documentado, que los rizobios de crecimiento lento necesitan entre 

seis y ocho días para producir turbidez en medio de cultivo líquido LM y los de crecimiento 

rápido, solo de dos a tres días (CIAT, 1988; Somasegaran y Hoben, 1994).  

En el frijol Caupí, se han aislado rizobios de crecimiento lento que producen alcalinidad en 

el medio y son clasificados como bradyrizobios (Lafay y Burdon, 1998), sin embargo, a 
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partir del uso de técnicas moleculares para la clasificación genética, no solo se ha logrado 

identificar especies diferentes a las del género Bradyrhizobium en este cultivo (Fening et 

al., 2004),  sino que también se ha demostrado que algunas de las especies del género 

Bradyrhizobium, pueden tener una respuesta diferente en cuanto su tasa de crecimiento en 

medio LMA.  

Los estudios de este tipo de manifestación son escasos, los primeros fueron realizados por 

Hungria et al. (2001), quienes aislaron en Brasil cepas de B. japonicum y B. elkanii a partir 

de nódulos de soya, caracterizadas genéticamente a través de la secuencia parcial del gen 

16S ADNr, que presentaron crecimiento rápido con tasas de entre 130 a 240 min y 

produjeron reacción ácida en el medio LMA. Posteriormente Leblanc et al. (2005), 

lograron aislar de nódulos de la leguminosa arbórea Inga edulis, cuatro cepas de B. 

japonicum y B. liaoningense, que produjeron turbidez visual en tres días, causaron reacción 

ácida en el medio y fueron consideradas rizobios de crecimiento rápido.  

En Cuba, existen informes sobre cepas de Bradyrhizobum aisladas de leguminosas 

forrajeras que crecen entre 3 y 5 días, sin embargo, se clasificaron por Bécquer et al. (2001) 

como cepas de crecimiento lento.  

En el caso de frijol Caupí para condiciones de suelos cubanos salinizados, no se han 

informado bradyrizobios cuya tasa de crecimiento esté entre los tres y cuatro días y que 

además, acidifiquen el medio de cultivo como lo hicieron VIBA-2, VIBA-3 y VIBA-5.  

4.3.2.1. Evaluación de la tolerancia de los aislamientos a estrés por sales. Crecimiento 

en medio de cultivo líquido LM  

El aumento de la salinidad en el medio de cultivo (Figura 4.4) provocó la reducción del 

crecimiento de los aislados, sobre todo a partir de la aplicación de 4,2 dS.m-1 de NaCl, 

tendencia que se mantuvo en todos los aislamientos hasta la máxima concentración de 6,6 

dS.m-1.  
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De los aislamientos utilizados, solo VIBA-1 y VIBA-2 lograron crecer en medio con 3,4 

dS.m-1 de NaCl con resultados similares a la concentración recomendada para cultivo de 

rizobio (0,17 dS.m-1), mientras que VIBA-3 y VIBA-5 disminuyeron su crecimiento 

significativamente a partir de 2,6 dS.m-1. De todas formas, aunque se observó disminución 

en el crecimiento por el incremento sucesivo de las concentraciones salinas, todos los 

aislamientos lograron crecer, aún con el nivel de sal más alto (6,6 dS.m-1). A este nivel, se 

manifestaron también diferencias entre los aislados. Los de mejor respuesta fueron VIBA-1 

y VIBA-2, mientras que VIBA-3 y VIBA-5 resultaron ser los más afectados, razón por la 

cual, estos son clasificados como como tolerantes y susceptibles respectivamente. 
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Figura 4.4. Efecto de diferentes concentraciones de sales (NaCl) en el medio de cultivo líquido 
LM, sobre el  crecimiento de los aislados. Barras verticales (Ι), indican Intervalos de Confianza 
para 1-α=0,05 y n=3. 

Por otra parte, ninguno de los aislados logró niveles de crecimiento a los alcanzados por la 

cepa tipo CCBAU 10071 de B. yuanmingense, en la cual, las mayores lecturas de 

absorbancia se alcanzaron con 2,6 dS.m-1. El crecimiento de esta cepa con el resto de las 

concentraciones utilizadas fue similar al control, lo que indica el alto nivel de tolerancia a la 

salinidad que presenta para condiciones in vitro. 
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La cepa CCBAU 10071, fue aislada por primera vez de nódulos de Lespedeza cuneata en el 

norte de China (Yao et al., 2002) y posteriormente, se han notificado aislamientos de esta 

especie a partir de diferentes hospederos en un rango amplio de regiones, sobre todo de 

climas templados, secos y calurosos del sur y sureste asiático y el sur de África. Se ha 

empleado para investigaciones relacionadas con la adaptación de esta especie a condiciones 

estresantes, por sus características de tolerancia a bajas y altas temperaturas, diferentes 

tipos de pH y estrés hiperosmótico (Vinuesa et al., 2008). 

Para que las bacterias puedan manifestar algún nivel de tolerancia a la salinidad, es 

necesaria la acumulación de solutos a través de la absorción o la síntesis. Los solutos 

protegen a la célula del efecto nocivo de los bajos niveles de agua,  mantienen el volumen y 

turgor celular, protegen las macromoléculas intercelulares del efecto desestabilizador de la 

sal, dan protección y estabilizan las enzimas y estructuras de las membranas, así como 

disminuyen el daño celular producido por radicales libres (Bartels y Sunkar, 2005). Entre 

los solutos compatibles, se pueden identificar aminoácidos (glutamato y prolina), derivados 

de aminoácidos (betaina y moléculas análogas) y carbohidratos (sacarosa, trealosa, glicerol) 

(Khadri et al., 2006; Khadri et al., 2007). 

Otros mecanismos que permiten la supervivencia de los rizobios en condiciones de estrés 

salino, parecen estar relacionados con la abundante producción de exopolisacáridos y 

trealosa, así como las alteraciones que se producen en la membrana celular (Skorupska et 

al., 2006; Freitas et al., 2007; Medeot et al., 2007; Xavier et al., 2007). 

A estos mecanismos, se suman las características específicas de cada especie e incluso de 

cada cepa, lo cual hace que las manifestaciones de tolerancia sean diferentes (Ruiz-Díez et 

al., 2009). Esta manifestación, se observa también en los resultados obtenidos en este 

estudio debido a que, aunque el crecimiento de las bacterias tuvo una tendencia a la 
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disminución con el incremento de la concentración, los aislados tuvieron respuestas 

diferentes.  

4.3.2.2. Evaluación de la tolerancia de los aislamientos a estrés por pH. Crecimiento 

en medio de cultivo líquido LM  

Los resultados evidenciaron que tanto los aislamientos, como la cepa B. yuanmingense 

CCBAU 10071 utilizada en el experimento como control, solo crecieron a pH 7 y 9 (Figura 

4.5).  

Los aislamientos VIBA-1, VIBA-2 y VIBA-3, presentaron mayor crecimiento a pH 7 con 

diferencias significativas respecto a cuando fueron utilizados medios ajustados  a pH 9. El 

aislamiento VIBA-5, presentó similar crecimiento en ambos pH, mientras que la cepa 

CCBAU 10071 creció mejor en pH alcalino. 
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Figura 4.5. Efecto de diferentes pH en el medio de cultivo líquido LM, sobre el crecimiento de 
los aislados. Barras verticales (Ι), indican Intervalos de confianza para 1-α=0,05 y n=3. 

Los resultados obtenidos en este ensayo, evidencian que los aislados son susceptibles a pH 

ácido y que aunque pueden crecer en condiciones de alcalinidad, los mayores niveles de 

tolerancia se manifestaron solo en VIBA-5 por presentar crecimientos similares al control, 

por lo cual se puede considerar alcalino tolerante. 

De acuerdo con (Kuykendall, 2005), el pH óptimo para el desarrollo de las cepas de 
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rizobios está entre 6 y 7. No obstante, se ha demostrado que Bradyrhizobium sp. es capaz 

de crecer desde pH 4,5 hasta 9 (Ruiz-Díez et al., 2009, 2012). Werner y Newton (2005), 

plantearon que son más ácido tolerantes que Rhizobium sp. Por su parte, los estudios de 

Bécquer et al. (2000), demostraron la capacidad de Bradyrhizobium para crecer en medios 

alcalinos con pH 11, lo cual coincide con los resultados obtenidos en estas investigaciones.  

4.3.2.3. Respuesta de los aislamientos a diferentes temperaturas 

La Tabla 4.7, muestra el efecto de las altas temperaturas sobre el crecimiento de los 

bradyrizobios. Todos los aislamientos crecieron hasta los 40 oC, sólo VIBA-5 creció a 45 

oC. 

Estos resultados coinciden con los informes realizados por Bécquer et al. (2001) y Marsh et 

al., (2006), los que lograron aislar y caracterizar cepas de Bradyrhizobium sp. que crecieron 

en medios de cultivos a temperaturas que fluctuaron entre 30 y 40 oC. 

Tabla 4.7. Influencia de la temperatura sobre el crecimiento de cepas rizobianas. 

Aislamientos 
Temperatura oC 

De 28 a 40 45 

VIBA-1 + - 

VIBA-2 + - 

VIBA-3 + - 

VIBA-5 + + 

B. yuanmingense (CCBAU 10071) + - 
  

 

Autores como Yates et al. (2004); FAO (2005); Manchanda y Garg (2008), coinciden en 

que la adaptación de los rizobios a las altas temperaturas está relacionada con su origen, 

ubicándose por lo general en zonas caracterizadas por prolongados períodos de sequía y 

elevadas temperaturas del suelo. 

La respuesta in vitro de aislamientos de rizobios ante condiciones estresantes como 

salinidad, sequía y temperatura en condiciones controladas y en medios de cultivo sólido o 

líquido, ha constituido la base de las investigaciones para caracterizar fenotípicamente, 
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clasificar y seleccionar las cepas nativas (Soria et al., 2006; Ruiz-Díez et al., 2012).  

Aunque la evaluación de cultivos puros, puede ser una prueba preliminar para la selección 

de cepas tolerantes a las bajas o altas temperaturas (Marsh et al., 2006), por sí solo, el 

estudio y la selección del microorganismo en estas condiciones no proporciona los 

beneficios que se persiguen en relación a la optimización del proceso de fijación simbiótica 

del nitrógeno, para ello es también necesario la evaluación de la interacción de estos con la 

leguminosa (Ruiz-Díez et al., 2012). De hecho, la existencia de criterios divididos con 

respecto a la tolerancia a la temperatura y la baja o alta capacidad para fijar nitrógeno, 

corrobora esta hipótesis. Mientras que Rodrigues et al. (2006), relacionaron la capacidad de 

supervivencia de los rizobios en altas temperaturas, con la baja capacidad de fijación 

simbiótica de nitrógeno, Marsh et al. (2006), informaron que en frijol Caupí las cepas que 

mayores cantidades de nitrógeno fijaron fueron las termo tolerantes.  

4.3.3. Análisis genético de las cepas 

4.3.3.1. Análisis de restricción del ADNr amplificado 

A partir de la amplificación del gen 16S ARNr, fue obtenido un fragmento de 

aproximadamente 1 400 pares de bases (pb) en todos los aislados. 

Los fragmentos de restricciones formados a partir de las digestiones del gen 16S ARNr, 

estuvieron en el orden de 4 a 8 para cada una de las enzimas (Figura 4.6). Las enzimas 

MspI y HinfI, produjeron 7 patrones diferentes cada una, mientras que las endonucleasas 

HhaI y DdeI rindieron 5 patrones. 

Con la utilización de los cuatro aislamientos y la colección de cepas tipos, se formaron 

patrones de restricción diferentes que dieron lugar a 12 genotipos ARDRA distintos (Anexo 

2). Los 5 aislamientos se dividieron en 3 grupos diferentes, ubicándose la mayoría dentro 

del grupo 2, donde se encuentran VIBA-2, VIBA-3 y VIBA-5, los cuales presentaron 

similitud con la cepa de referencia Bradyrhizobium yuanmingense (cepa tipo CCBAU 
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10071). Por su parte, VIBA-1 no presentó similitud con ninguna de las cepas de referencia 

utilizadas en el análisis. 
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Figura 4.6. Patrones de restricción de 16S ADNr PCR-amplificado, digeridos con las 
endonucleasas MspI, HInfI, DdeI, HhaI, obtenidos de los aislamientos utilizados. M, marcador 
molecular 50 pb (New England BioLabs). VIBA-1, VIBA-2, VIBA-3, VIBA-5, Aislamientos 
obtenidos de suelos afectados por sales de Jiguaní y Cauto Cristo, Granma, Cuba. CIFA ISLU-16, 
Bradyrhizobium. sp Lupinus; CCBAU 10071, B. yuanmingense; CCMA GH-1, R. leguminosarum 
bv. Viceae; CIFA GR-4, S. meliloti; USDA 76, B. elkanii; CCMA HSV-1 R, leguminosarum bv. 
Viceae; CECT 530, Bradyrhizobium japonicum; CECT 4651; Rhizobium etli. 
A partir de los resultados del análisis ARDRA, fue determinada la secuencia del gen 16S 

ARNr de los aislamientos de distinto patrón y diferentes coordenadas, para obtener su 

identificación a nivel de género y/o especie. 

4.3.3.2. Análisis de secuencia del gen 16S ARNr 

La secuencia de los cuatro aislamientos obtenidos, fue depositada en la base de datos del 

Banco de genes con los siguientes números de acceso: VIBA-1, FJ 941843; VIBA-2, 

FJ941844; VIBA-3, FJ941845; VIBA-5, GU784792. 
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Para los alineamientos realizados con el Clustal W. Multiple Alignments (en 

http://www.npsa-pbil.ibcp.fr/), se emplearon 1 434 nucleótidos de la cepa VIBA-1, 1 279 

de la VIBA-2, 1 262 de la VIBA-3 y 1 261 de la VIBA-5. 

El análisis Blast, evidenció que la cepa más próxima a VIBA-1 con un 99,8 % de 

homología fue Bradyrhizobium liaoningense LYG2, (número de acceso DQ497619), 

mientras que la homología con la especie/cepa tipo más próxima la acercó a B. 

liaoningense, USDA 3 622 (número de acceso AF208513), con una similitud de 99,7 %. 

Por su parte, VIBA-2 tuvo una cercanía de 99,9 % con B. yuanmingense TSC10 (número 

de acceso FJ540961) y una homología de 99,53 % con la especie/cepa tipo B. 

yuanmingense, CCBAU 10071(número de acceso AF193818). La cepa más próxima a 

VIBA-3, fue de igual forma B. yuanmingense TSC10 (número de acceso FJ540961), con un 

99,8 %, mientras que presentó una homología de 99,52 % con la especie/cepa tipo B. 

yuanmingense CCBAU 10071, (número de acceso AF193818).  

La cepa más próxima a VIBA-5 fue TSC10 (número de acceso FJ540961) de B. 

yuanmingense, con una homología de 99,2 % y la especie/cepa tipo más próxima, fue B. 

yuanmingense CCBAU 10071, (número de acceso AF193818) con un 98,9 % de 

homología.  

Las relaciones evolutivas de los aislamientos, fueron obtenidas mediante el análisis 

filogenético. Estas relaciones, se calcularon con respecto a la secuencia de las especies 

rizobianas más significativas, representadas por su cepa tipo. 

El árbol filogenético (Figura 4.7), demostró que la cepa VIBA-1 se agrupa en la misma 

rama que la cepa de referencia de B. liaoningense, USDA 3622, con un elevado bootstrap 

(86), el resto de los aislamientos se agrupó con B. yuanmingense, CCBAU 10071 pero con 

un bootstrap más bajo (61), lo cual indica que su adscripción a dicha especie es de igual 

http://www.npsa-pbil.ibcp.fr/
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forma correcta, aunque con un margen de precisión menor que la especie anterior, todo lo 

cual es congruente con los resultados obtenidos en el análisis del genotipo ARDRA. 

Mesorhizobium ciceri UPM-Ca7T (U07934) 
Mesorhizobium loti ATCC 33669T (D14514)
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Figura 4.7. Árbol filogenético obtenido del alineamiento de 1 484 pb del gen 16S ARNr, a 
partir de los rizobios aislados y cepas tipo (T) de especies rizobianas más representativas. 
Valores de bootstrap basados en 1000 réplicas (mostrados sólo > 50 %). Escala, 2 nt 
sustitución/100 nt.  
Los análisis genotipo ARDRA y secuenciación del 16S ARNr, permitieron la identificación 

genética de los 5 aislamientos y su ubicación taxonómica. Todas las cepas obtenidas fueron 

situadas dentro del género Bradyrhizobium. 

A través del análisis de la secuencia completa del 16S ARNr, se definió que del género 

Bradyrhizobium, existieron solo dos especies: Bradyrhizobium liaoningense, representada 

por la cepa VIBA-1 y Bradyrhizobium yuanmingense, con las cepas VIBA-2, VIBA-3 y 

VIBA-5. 
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Las técnicas moleculares son utilizadas como una de las herramientas más eficaces para la 

caracterización de rizobios, debido a que permiten identificar, clasificar taxonómicamente y 

evaluar su diversidad (Mouhsine et al., 2007; Orozco-Mosqueda et al., 2009; Elboutahiri et 

al., 2009; Binde et al., 2009). 

La especie Bradyrhizobium liaoningense fue descubierta por Xu et al. (1995), los cuales 

lograron aislarla de nódulos provenientes de plantas de Soya. Por su parte, B. 

yuanmingense fue aislada por Yao et al. (2002) de nódulos de Lespedeza, pero también 

mostró capacidad de nodulación en  Medicago sativa y Melilotus albus, no así en Glycine 

max. Por su parte, Steenkamp et al., (2008), encontraron que B. yuanmingense presentó 

capacidad de infección en plantas de frijol Caupí, mientras que B. liaoningense no produjo 

nódulos. 

En Cuba, no se habían informado estas dos especies para el frijol Caupí en suelos afectados 

por sales, sin embargo, el desarrollo de estas cepas es posible para diversas condiciones 

ambientales estresantes. Estudios desarrollados por Appunu et al. (2008 y 2009) así lo 

demuestran, al realizar aislamientos en regiones de suelos con problemas de salinidad, 

alcalinidad o sodicidad, así como en regiones de escasas precipitaciones. 

Por estas razones, la obtención de nuevos aislados constituye uno de los aspectos a tener en 

cuenta para aumentar y mejorar las poblaciones de bacterias, su tolerancia a la salinidad y 

la mejora de la simbiosis en estas condiciones. 

4.4. Influencia de la salinidad sobre la relación bradyrizobio-frijol Caupí en ambiente 

controlado  

4.4.1. Evaluación de las variables relacionadas con la nodulación, fijación simbiótica 

de nitrógeno, crecimiento y desarrollo de las plantas  

Al evaluar las variables en su conjunto, se observa la influencia negativa de las altas 

concentraciones salinas (150 mM NaCl) sobre las plantas durante los primeros 40 días de 
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establecido el experimento, evidenciándose reducciones en variables como la biomasa 

(BPL), masa seca de las raíces (MSR), masa seca foliar (MSF) así como en el número de 

nódulos totales (NNT) y masa fresca de los nódulos (MFN), en las dos variedades 

utilizadas (Tabla 4.8).  

Tabla 4.8. Influencia de la salinidad sobre la biomasa de las plantas (BPL), masa seca de la 
raíz (MSR), masa seca foliar (MSF), número de nódulos totales (NNT) y masa fresca de los 
nódulos (MFN). 

Variables 
IT 86 D-715 

 
IITA-Precoz 

control estrés 

 
 

control estrés 

BPL (g.planta-1) 11,25(±1,03) 8,82(±0,65)** 7,97(±1,17) 4,27(±0,66)*** 

MSR (g.planta-1) 2,03(±1,18) 1,65(±0,11)** 1,46(±0,20) 0,86(±0,11)*** 

MSF (g.planta-1) 9,22(±0,85) 7,17(±0,54)** 6,51(±0,97) 3,40(±0,55)*** 

MFN (g.planta-1) 0,76(±0,03) 0,56(±0,03)*** 0,48(±0,02) 0,33(±0,07)*** 

NNT 174,2(±9,15) 157(±5,09)** 94,6(±6,91) 45,6(±5,59)*** 
 

Nota: ** y *** indican significación para P0,01 y P0,001 respectivamente, al aplicar la prueba 
de t-Student. Los valores ubicados dentro de paréntesis corresponden a la desviación estándar de 
los datos por tratamiento. 

Sin embargo, al realizar un análisis de estos genotipos a partir del índice de tolerancia, se 

evidenció que la respuesta a la condición estresante no fue igual. Por ejemplo, en IT 86 D-

715 existió una afectación menor en dichas variables, debido a que el índice de tolerancia 

para esta variedad fue siempre significativamente mayor que IITA-Precoz. No obstante, la 

excepción fue la MFN, en la cual, ambos genotipos manifestaron la misma respuesta 

(Figura 4.8). 

Por otra parte, en las evaluaciones morfológicas realizadas, los nódulos presentaron una 

coloración rosada, indicador cualitativo de una adecuada fijación simbiótica de nitrógeno, 

sin embargo, en ambas variedades la actividad de reducción de acetileno total y específica 

experimentó disminuciones significativas en los dos genotipos (Tabla 4.9). 
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La misma tendencia ocurrió con la concentración de proteínas en nódulos y hojas, la cual 

siempre fue menor en presencia de sales (Tabla 4.9). No obstante, el índice de tolerancia 

vuelve a revelar de manera clara una respuesta diferente entre los genotipos. Nuevamente el 

cultivar IT 86 D-715, fue significativamente superior a IITA-Precoz, tanto en la 

concentración de proteínas como en la ARA de hojas y nódulos (Figura 4.8). 

Tabla 4.9. Influencia de la salinidad sobre la actividad de reducción de acetileno y la 
concentración de proteínas de hojas y nódulos en dos variedades de frijol Caupí. 

Variables 
IT 86 D-715 

 
IITA-Precoz 

control estrés 
 

control estrés 

ARA total 
(µmol C2H4.planta-1) 

59,63(±1,68) 54,74(±1,72)* 
 

36,22(±3,99) 26,02(±2,55)* 

ARA específica 
(µmol C2H4 g-1.MSN) 

79,18(±5,76) 70,70(±2,39)ns 
 

56,60(±2,67) 36,82(±1,31)*** 

Proteínas nódulos 
(Conc-mg.mL-1) 

3.30(±0.03) 3,10(±0.02)*** 
 

3.14(±0,01) 1,36(±0,12)*** 

Proteínas hojas 
(Conc-mg.mL-1) 

3,24(±0,12) 2,83(±0,05)* 
 

3,01(±0,03) 1,99(±0,09)*** 
 

Nota: *, ** y *** indican significación para P0,05, P0,01 y P0,001 respectivamente, al aplicar 
la prueba de t-Student. Los valores ubicados dentro de paréntesis corresponden a la desviación 
estándar de los datos por tratamiento. ARA, Actividad de reducción de acetileno; MSN, masa seca 
de los nódulos. 
Informes realizados, indican que el estrés salino afecta tempranamente la formación de 

nódulos y la fijación de nitrógeno al provocar alteraciones morfológicas, fisiológicas y 

ultraestructurales (Miransari et al., 2006; Borucki y Sujkowska, 2008), otros estudios 

demuestran que existen leguminosas y cepas rizobianas capaces de establecerse, 

desarrollarse y lograr tasas de fijación simbióticas importantes, en dependencia del 

comportamiento de factores como la selección y manejo de la leguminosa y la bacteria, así 

como del desarrollo de mecanismos que le permitan adaptarse a las condiciones de estrés 

(Ballard, 2004). 
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Otras investigaciones, indican que la reducción en la concentración de proteínas tanto en 

nódulos como en hojas, constituye también una respuesta al estrés, lo cual puede deberse a 

la descomposición o la alteración de los aminoácidos en las proteínas (Rai y Singh, 1999). 

Si bien la acumulación selectiva de aminoácidos intercelulares, es una respuesta importante 

de muchos organismos al estrés osmótico, en ocasiones algunos de estos pueden contribuir 

al detrimento de otros compuestos como las proteínas, tal es el caso de la síntesis de 

prolina, uno de los osmolitos más comunes (Ashraf e Iram, 2005; Tejera et al., 2005; 

Verdoy et al., 2006; Rubio et al., 2009). 
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Figura 4.8. Comportamiento del índice de tolerancia de las variables relacionadas con la 
acumulación de biomasa y nodulación (a), concentración de proteínas y la ARA (b), en las 
variedades IT 86 D-715 e IITA-Precoz. Barras verticales (Ι), indican la desviación estándar de la 
media, al ser aplicada la prueba de t-Student. ARA, actividad de reducción de acetileno; BPL, 
biomasa de las plantas; MSF, masa seca foliar; MSR, masa seca de la raíz; NNPL, número de 
nódulos por planta; MFN, masa fresca de los nódulos. 
Por otra parte, la aparición de las especies reactivas de oxígeno, debido a los daños 

oxidativos que se producen, pueden inducir también disminución de la concentración de 

proteínas en nódulos y otros compuestos orgánicos, así como la senescencia de los mismos 

(Chang et al., 2009; Ding y Hynes, 2009; Foyer y Graham, 2009). No obstante, esta 

respuesta puede variar entre las especies e incluso entre cultivares, por ejemplo, en plantas 

de Vigna mungo tolerantes a la salinidad, la concentración de proteínas aumentó al 
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incrementarse la concentración de sales, en tanto que en garbanzo estas se redujeron, al 

tiempo que aumentó la concentración de aminoácidos y prolina (Sharma et al. 1990). 

4.4.2. Evaluación de la concentración de iones en plantas 

La salinidad, provocó un incremento significativo de la concentración de Na+ y Cl- en las 

raíces y hojas de las dos variedades evaluadas, mientras que en el control, estas cantidades 

decayeron consecuentemente (Figura 4.9 a, b).  

Aunque esta respuesta fue evidente, la presencia de estos elementos en los órganos 

evaluados no fue la misma. En IT 86 D-715, las mayores concentraciones de Na+ y Cl- para 

el tratamiento salino fueron encontradas en las raíces con diferencias significativas en 

relación a las acumuladas en las hojas (Figura 4.9 a). 
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Figura 4.9. Concentración de Na+ y Cl- en hojas y raíces de las variedades IT 86 D-715 (a) e 
IITA-Precoz (b) sometidas a dos niveles de sales, 0 (control) y 150 (Salinidad) mM de NaCl. 
Barras con letras desiguales difieren significativamente según la prueba de Tukey (p<0,05). MS, 
materia seca. 
Por su parte, la variedad IITA-Precoz se manifestó de manera diferente al registrar un 

incremento de estos elementos en las hojas, mientras que en las raíces la reducción ocurrió 

de manera abrupta (Figura 4.9 b). 

En el tratamiento control, la presencia de Na+ fue superior en las hojas, en tanto que el Cl- 

mostró su más alto valor en las raíces, característica observada en las dos variedades 

(Figura 4.9 a, b).  
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En la variedad IT 86 D-715, las mayores concentraciones de Ca2+ y K+ fueron encontradas 

en las hojas del tratamiento control, produciéndose reducciones importantes en presencia de 

sales, aunque estas fueron siempre superiores a las observadas en las raíces, donde su 

presencia se redujo de manera notable, sobre todo en las plantas sometidas a estrés (Figura 

4.10 a). 
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Figura 4.10. Concentración de Ca2+, K+, Mg2+ y P en hojas y raíces de las variedades IT 86 D-
715 (a, b) e IITA-Precoz (c, d) sometidas a dos niveles de sales, 0 y 150 mM de NaCl. Barras 
con letras desiguales difieren significativamente según la prueba de Tukey (p<0,05). MS, materia 
seca. 
El Mg2+, se mostró similar en hojas como en raíces en el tratamiento control y su 

concentración en presencia de sales se redujo considerablemente, aunque las cantidades 

registradas en los dos órganos fueron similares (Figura 4.10 b). En condiciones normales, la 

presencia del P fue mayor en las hojas que en las raíces, mientras que en presencia de sales, 

en ambos órganos su concentración fue similar (Figura 4.10 b). 
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En la variedad IITA-Precoz, las manifestaciones en cuanto a la acumulación de iones 

compatibles fue diferente. La concentración de Ca2+ y K+, se redujo en presencia de sales 

tanto en hojas como en raíces con relación a su respectivo control, pero la tendencia en la 

acumulación de estos elementos en los órganos no fue la misma, al evidenciarse su 

incremento en las raíces con relación a su presencia en las hojas (Figura 4.10 c). 

El Mg2+, se redujo tanto en hojas como en raíces en presencia de sales y las cantidades de 

este elemento fueron similares en los dos órganos (Figura 4.10 d). Sin embargo, el P en el 

tratamiento salino se redujo significativamente en las hojas, pero aumentó de manera 

notable en las raíces con valores superiores a los encontrados en los controles (Figura 4.10 

d). 
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Figura 4.11. Relación Na+/K+ y Na+/Ca2+ en hojas y raíces de las variedades IT 86 D-715 (a, b) 
e IITA-Precoz (c, d) sometidas a dos niveles de sales, 0 y 150 mM de NaCl. Barras con letras 
desiguales difieren significativamente según la prueba de Tukey (p<0,05). 
La relación Na+/K+ en hojas y raíces, presentó una respuesta diferente en las dos variedades. 

En condiciones de estrés, esta relación se incrementó significativamente en las raíces de IT 

86 D-715, disminuyendo de forma significativa en las hojas (Figura 4.11 a). La relación 
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Na+/Ca2+, presentó un comportamiento similar, encontrándose los valores mayores en las 

raíces de las plantas tratadas con sal, con diferencias significativas con relación al resto de 

los tratamientos (Figura 4.11 b). 

La variedad IITA-Precoz, presentó una respuesta contraria a IT 86 D-715, debido a que las 

mayores proporciones de las relaciones Na+/K+ y Na+/Ca2+, se encontraron en las hojas y no 

en las raíces, donde ocurrió una disminución importante de las mismas (Figura 4.11 c, d). 

De acuerdo con el análisis de los resultados obtenidos, la variedad IT 86 D-715 tiene una 

tendencia a acumular los iones tóxicos de Na+ y Cl- en las raíces (Figura 4.9 a), en tanto que 

es capaz de suministrar una cantidad superior de cationes compatibles, sobre todo de Ca2+ y 

K+ en las hojas (Figura 4.10 a), lo cual podría influir en la reducción de los daños 

provocados por el efecto osmótico y tóxico de los iones de Na+ y Cl-. 

En IITA-Precoz, este mecanismo no se puso de manifiesto debido a que las mayores 

concentraciones de Na+ y Cl- se encontraron en las hojas (Figura 4.9 b), en detrimento de 

iones compatibles como el Ca2+ y el K+ (Figura 4.10 c), capaces de contrarrestar el efecto 

osmótico y tóxico, cuestión que proporciona que las plantas desarrolladas en condiciones 

de estrés salino, sean vulnerables a los daños característicos provocados por las sales a 

nivel celular. 

Los resultados obtenidos en esta investigación, apuntan a que uno de los mecanismos que 

utilizan estas variedades, sobre todo la IT 86 D-715 (tolerante), es la retraslocación de los 

iones tóxicos de Na+ y Cl- de las hojas hacia las raíces o, su compartimentación en estas 

últimas, lo que evita su ingreso a la parte foliar de la planta, por cuanto, su concentración en 

las raíces se incrementa, a diferencia de su disminución en las hojas. Mientras que en la 

variedad IITA-Precoz (susceptible), este mecanismo no estuvo presente, evidenciándose las 

mayores concentraciones de Na+ y Cl- en las hojas de las plantas. 
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Informes similares han sido realizados por algunos autores, quienes coinciden en que las 

manifestaciones de tolerancia en las leguminosas, entre las cuales se incluye el Caupí, están 

relacionadas con la restricción de la acumulación de iones tóxicos en las hojas y su 

consecuente aumento en las raíces (Costa et al., 2003; Cavalcanti et al., 2007; Shabala y 

Cuin, 2008). A esto se une, el incremento de la concentración de osmolitos compatibles en 

el citosol y orgánulos celulares, como es el caso del Ca2+ y K+, los cuales tienen funciones 

importantes en el ajuste osmótico y/o actúan como osmoprotectores, lo cual constituye una 

de las primeras respuestas de la planta para contrarrestar los daños provocados por el estrés 

(Ibragimova et al., 2006; Hussain et al., 2010).  

Se ha demostrado que las relaciones entre estos iones, determina en gran medida la 

respuesta de las plantas a la salinidad, debido a que por una parte, aunque las altas 

concentraciones externas de Na+ disminuyen la adquisición de K+ (Manchanda y Garg, 

2008), el incremento de la concentración de Ca2+ en la célula, mejora la acumulación 

selectiva del K+ intracelular e incrementa la relación K+/Na+ y a su vez incrementa los 

niveles de tolerancia (Hussain et al., 2010), lo cual es evidente en especies con 

características de tolerancia, donde el aumento del Ca2+ citosólico libre, es una de las 

primeras respuestas que se producen ante un incremento del Na+ (Knight, 2000; Tracy et 

al., 2008). 

Sin embargo, los resultados obtenidos por Shabala y Cuin (2008) difieren al respecto, 

debido a que en las variedades de Caupí tolerantes que utilizaron, no se encontraron 

incrementos en las concentraciones de K+ en los tejidos, por lo cual este elemento no fue 

asociado con la tolerancia a la salinidad. 

Sumado a la acumulación de iones como K+ y Ca2+, otros mecanismos son utilizados por 

las leguminosas para evitar el efecto perjudicial de las sales, tal es el caso de la producción 

y acumulación de otros solutos compatibles como carbohidratos no estructurales, alcoholes 
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de azúcares, aminoácidos como la prolina, betaína y otras moléculas derivadas de la betaína 

y amidas (Márquez et al., 2005; Larrainzar et al., 2009; Coba de la Peña y Pueyo, 2012).  

Por otro lado, el aumento de las sustancias antioxidantes, la disminución del consumo de la 

energía metabólica y el desarrollo de características estructurales, funcionales y 

moleculares, tanto en los nódulos como en las plantas, constituyen de igual forma, vías para 

frenar la entrada y el efecto perjudicial del Na+ (Niu et al., 2005; Fernández-Pascual et al., 

2007; Zhu, 2007; Hussain et al., 2010). 

Las características de la variedad IT 86 D-715, de acumular mayores cantidades de iones 

compatibles en las hojas y a su vez evitar la concentración de los tóxicos, pudo haber tenido 

una influencia positiva en los resultados obtenidos en las variables biomasa de las plantas, 

masa seca foliar y de las raíces, la formación de nódulos radicales y su masa seca, así como 

la acumulación de proteínas y la ARA, cuyos índices de tolerancia se incrementaron.  

A pesar de que en la variedad IITA-Precoz se registró la mayor concentración de elementos 

tóxicos y la disminución de iones compatibles en las hojas, el incremento de la 

concentración de fósforo en las raíces en presencia de sales, pudo haber tenido una 

influencia marcada en que variables como ARA total y específica no se deprimieran 

completamente y registraran valores, aunque mucho más discretos que IT 86 D-715.  

Esta hipótesis, está sustentada sobre la base del importante papel que juega el fósforo en el 

proceso de fijación simbiótica del nitrógeno, al formar parte de la energía en forma de ATP 

que se necesita para convertir cada molécula de N2 en amoniaco (NH3), y por otro lado, al 

influir de manera positiva en el mejoramiento de variables relacionadas con la fijación 

simbiótica, como es el caso del número, tamaño y masa de los nódulos, cuando existen 

niveles adecuados del elemento a nivel celular en raíces y nódulos (Sungthongwises et al., 

2011; Hassen et al., 2014; Niste et al., 2014). 
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4.4.3. Influencia de la salinidad sobre la ultraestructura de hojas y nódulos de plantas 

de Caupí inoculadas  

4.4.3.1. Efecto de la salinidad sobre la ultraestructura de las hojas 

Al analizar las microfotografías de los cloroplastos de las hojas del cultivar IT 86 D-715 en 

el tratamiento control (Figura 4.12), se pueden observar una gran cantidad de tilacoides 

situados a lo largo del eje mayor del cloroplasto, los cuales se unen y forman numerosos 

granas en forma de sacos globosos y alargados. Se observan además, uno o dos gránulos de 

almidón de tamaño normal y grandes mitocondrias en los extremos. 

A B C

D E F

V

M

GA

G

p GAG

p

GA

G

p

N

M

GA
GA

G

M

GA

G

p

ve

 

Figura 4.12. Ultraestructura de hojas de frijol Caupí, Variedad IT 86 D-715. Microfotografía 
obtenida a partir de microscopía electrónica de transmisión. GA, gránulos de almidón; G, grana; 
M, mitocondrias; N, núcleo; p, plastoglóbulos; V, vacuola; Ve, vesículas. Tratamiento control (A); 
aplicación de 150 mM de NaCl durante 45 días (B-F). Barras: 0,5 µM. 
En los cloroplastos de las hojas tratadas con NaCl, el tamaño de los gránulos de almidón 

aumentó considerablemente y provocó modificaciones en la distribución normal de los 

granas (Figura 4.12 B-F), los cuales, en vez de situarse a lo largo del eje mayor del 

cloroplasto, se relegaron a sus bordes (Figura 4.12 C y D). Como consecuencia de la gran 
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acumulación de almidón, en algunas células es muy difícil distinguir los elementos 

estructurales del cloroplasto, e incluso se produce el rompimiento de su membrana (Figura 

4.12 E). Por su parte, las mitocondrias no sufrieron alteraciones estructurales con el 

tratamiento salino (Figura 4.12 D, F).   

En el tratamiento control de la variedad IITA-Precoz (Figura 4.13 A), de igual forma, la 

distribución de los granas se realizó a lo largo del eje mayor del cloroplasto y tanto las 

cantidades, como el tamaño de los gránulos de almidón aparecieron de forma normal. 
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Figura 4.13. Ultraestructura de hojas de frijol Caupí, Var. IITA-Precoz. Microfotografía 
obtenida a partir de microscopía electrónica de transmisión. GA, gránulos de almidón; G, grana; 
M, mitocondria; p, plastoglóbulo; t, tilacoide; V, vacuola; Ve, vesícula. Tratamiento control (A); 
aplicación de 150 mM de NaCl durante 45 días (B-F). Barras: 0,5 µM. 
La desorganización de la estructura del cloroplasto fue máxima, cuando el incremento de 

los gránulos de almidón provocó la ruptura de su membrana (Figura 4.13 F), sin embargo, 

aun así permanecieron algunas agrupaciones de tilacoides. 
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El análisis de las microfotografías, muestra alteraciones sobre todo en el incremento del 

número de gránulos de almidón así como la cantidad almacenada en los cloroplastos. Esta 

manifestación, fue características de las dos variedades evaluadas cuando fueron sometidas 

a estrés por sales por un periodo de 45 días, lo que provocó modificaciones en las 

estructuras e incluso el rompimiento de las membranas de sus cloroplastos. 

Este comportamiento, indica que en el momento en que fueron tomadas las muestras y 

realizadas las evaluaciones, algunas funciones fisiológicas ya habían comenzado a 

deteriorarse, en este caso fueron evidentes alteraciones en el metabolismo del almidón, 

específicamente en su hidrólisis. De esta forma, el incremento desproporcionado de los 

gránulos de almidón en esta investigación, parece estar más relacionado con el inicio de 

daños provocados por el estrés salino a nivel celular, que con el efecto beneficioso que 

tiene el almidón como polisacárido de reserva. 

Sin embargo, todo parece indicar que este fenómeno es reciente, debido a las características 

del metabolismo del almidón en las plantas, el cual es sintetizado durante el día y luego 

degradado en la noche (Bernal y Martínez, 2006).  

De esta forma, las plantas de Caupí crecidas en ambiente salino fueron capaces de sintetizar 

y degradar el almidón para utilizar sus productos de hidrólisis, probablemente en 

contrarrestar el efecto osmótico y/o tóxico provocado por las sales a nivel celular. Pero esta 

conducta, se mantuvo solo hasta el momento en que se comenzaron a manifestar los 

problemas con su hidrolisis, lo que se manifestó con la sobreacumulación del carbohidrato 

y los desórdenes estructurales, que como consecuencia se produjeron en los cloroplastos.  

Cómo ya ha sido expresado, la síntesis y degradación del almidón ocurre en un ciclo muy 

cerrado (día-noche), sin embargo, para que se produzca la degradación, tienen que ser 

activadas por las plantas enzimas hidrolíticas e isoformas de las mismas como son las α- y 

β-amilasas, enzimas desramificadoras, almidón fosforilasa, glucosidasas y enzimas 
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desproporcionadoras (Asatsuma et al., 2005; Bernal y Martínez, 2006), e incluso, antes de 

que ocurra la hidrólisis, el polisacárido tiene que haber sido fosforilado dos veces por la 

glucano-agua dikinasa, en dos reacciones que requieren ATP para producirse (Tofiño et al., 

2007). Sin embargo, es muy probable que la carencia de agua que se comienza a producir a 

partir del incremento en la concentración de los iones salinos, provoque la inactivación de 

estas enzimas y por tanto, anule su degradación (Weise et al., 2006; Tofiño et al., 2007). 

La acumulación de almidón en las hojas de plantas sometidas a estrés salino, varía entre las 

especies vegetales y el grado de tolerancia que estas presentan. Investigaciones realizadas 

en Lupinus, indican la reducción de los gránulos de almidón en las hojas por el efecto 

negativo de la salinidad (Fernández-Pascual et al., 1996). 

En otras especies como Medicago truncatula (osmo-susceptible) y Lotus japonicus (osmo-

tolerante), las manifestaciones son diferentes, mientras que en la primera los niveles de 

almidón disminuyen tanto en nódulos como en hojas por el efecto dañino de la sal, en Lotus 

japonicus se incrementan, triplicándose su contenido a partir de los 14 días, a medida que 

se eleva la concentración salina (López, 2007).   

Es importante resaltar, que las plantas de esta experiencia no fueron afectadas de manera 

visible y significativa por la salinidad en la mayoría de las variables evaluadas, al menos 

hasta los 45 días, momento en que fueron recolectadas las muestras.  

4.4.3.2.  Influencia de la salinidad sobre la ultraestructura de los nódulos 

En la variedad IT 86 D-715 (Figura 4.14 A), en las células infectadas del tratamiento 

control, se observa una gran cantidad de bacteroides con sus membranas peribacteroidales 

bien definidas.  

En la zona infectada de los nódulos de la variedad IITA-Precoz, se observan dos tipos de 

células, las infectadas y las no infectadas o intersticiales (Figura 4.15 A). En estas células, 

existen plastidios y peroxisomas. Las células infectadas, están llenas de bacteroides 
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rodeados de la membrana peribacteroidal, los cuales contienen varios gránulos de poli-β-

hidroxibutirato (Figura 4.15 A).  

La diferencia más significativa que existe entre las células infectadas de los nódulos 

tratados con sal, con relación a los no tratados, es la disminución de los granos de poli-β-

hidroxibutirato y un ligero debilitamiento de la membrana peribacteroidal en algunos de los 

bacteroides (Figura 4.15 B). 
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Figura 4.14. Ultraestructura de nódulos de frijol Caupí, Var.  IT 86 D-715. Microfotografía 
obtenida a partir de microscopía electrónica de transmisión. b, bacteroide; CI, célula infectada; CNI, 
célula no infectada; M, mitocondria; mb, membrana bacteroidal; mpb, membrana peribacteroidal; 
N, núcleo; pc, pared celular; pe, peroxisoma; re, retículo endoplasmático; S, simbiosoma; V, 
vacuola; Ve, vesícula. Tratamiento control (A); aplicación de 150 mM de NaCl durante 45 días (B). 
Barras: 0,5 µm. 
Dos de las principales diferencias encontradas entre los dos genotipos utilizados, es que en 

IT 86 D-715 (Figura 4.14 A) no aparecen gránulos de poli-β-hidroxibutirato, mientras que 

en IITA-Precoz si están presentes en el tratamiento control (Figura 4.15 A). En presencia de 

estrés por sales, lo más distintivo es la formación de vesículas en la célula no infectada de 

IT 86 D-715 (Figura 4.14 B), que no fueron observadas en la variedad IITA-Precoz (Figura 

4.15 B). 

Es evidente que la salinidad, no ejerció un efecto negativo severo sobre la estructura del 

nódulo en ninguna de las dos variedades, manifestándose solamente ligeras variaciones con 
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relación a la disminución de los granos de poli-β-hidroxibutirato en IITA-Precoz (Figura 

4.15 B) y el debilitamiento de la membrana peribacteroidal en algunos de los bacteroides, 

sobre todo de la variedad IT 86 D-715 (Figura 4.14 B), sin embargo, tanto en el tratamiento 

control como el salino de ambas variedades, las células infectadas mostraron una gran 

cantidad de bacteroides. 
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Figura 4.15. Ultraestructura de nódulos de frijol Caupí, Var. IITA-Precoz. Microfotografía 
obtenida a partir de microscopía electrónica de transmisión. b, bacteroide; CI, célula infectada; 
CNI, célula no infectada; ei, espacio intercelular; M, mitocondria; pc, pared celular; pe, 
peroxisoma; ph, polihidroxibutirato; pl, plastidio; S, simbiosoma. Tratamiento control (A); 
aplicación de 150 mM de NaCl durante 45 días (B). Barras: 0,5 µM. 
En diversos estudios se señala, que el estrés salino induce alteraciones morfológicas y 

ultraestructurales en los nódulos, incluyendo la desintegración del citoplasma y la pérdida 

de la rigidez de la pared celular, disminución en el empaquetamiento de las células dentro 

de la corteza interna, disminución de los espacios intercelulares y el aumento de la 

superficie de la membrana de la epidermis y de la corteza, debido al incremento del número 

de vesículas, entre otras afecciones (Coba de la Peña et al., 2003; Borucki y Sujkowska, 

2008). 

No obstante a ello, en el nódulo también existen mecanismos que evitan el efecto 

perjudicial del NaCl, como la acumulación de solutos compatibles entre los que se 
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encuentran la prolina, azucares, entre otros (Verdoy et al., 2006; Larrainzar et al., 2009), la 

exclusión de los iones de Na+ de la zona infectada, utilizando como barrera la corteza 

(Fernández-Pascual et al., 2007), y recientemente fue encontrado y caracterizado un 

antiporter vacuolar Na+/H+, que juega un importante papel en la tolerancia a la salinidad y 

la homeostasis iónica en la leguminosa Trifolium repens, probablemente por la inducción 

de la acumulación de Na+ dentro de la vacuola (Tang et al., 2010). 

De esta manera, la respuesta de los Cultivares de frijol Caupí utilizados en esta experiencia 

ante condiciones de estrés por sales, obedece a la combinación entre: la tolerancia de la 

planta; la cual está estrechamente ligada a la capacidad de exclusión o retraslocación del 

Na+ y el Cl- hacia las raíces y la acumulación de iones compatibles en las hojas como el K+ 

y el Ca2+, y por otro lado, a la capacidad de adaptación de la cepa de Bradyrhizobium 

utilizada, la mejora de la interacción Bradyrhizobium-frijol Caupí y la no ocurrencia de 

grandes cambios en las estructuras y funciones del nódulo bajo estas condiciones. 

Una vez obtenidas algunas de las respuestas de las plantas y la interacción planta-

microorganismo al estrés por sales en condiciones controladas, se hizo necesario evaluar la 

respuesta de esta interacción en condiciones de campo, en un suelo afectado por sales, 

donde numerosos factores abióticos y bióticos interactuaron con el cultivo y las cepas de 

Bradyrhizobium aisladas. 

4.5. Respuesta del frijol Caupí a la inoculación con cepas nativas de Bradyrhizobium 

en un suelo afectado por sales. 

Las cepas utilizadas para este experimento fueron VIBA-1 y VIBA-2, las cuales 

presentaron las mejores respuestas a las condiciones de estrés por sales en medio de cultivo 

líquido LM (Acápite 4.3.2.1), además de representar las dos especies de rizobios 

encontradas, B. liaoningense y B. yuanmingense respectivamente (Acápite 4.3.3). Mientras 
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que la variedad de frijol Caupí utilizada por sus características de tolerancia a la salinidad, 

fue la IT 86 D-715 (Acápite 4.2).     

El suelo donde se estableció el experimento, al presentar una alta concentración de sales 

solubles totales que sobrepasa las 3 552 ppm y C.E de 5,55 dS.m-1, se considera un suelo 

fuertemente salinizado por el nivel de afectación que ejercen las sales solubles a la mayoría 

de las especies glicófitas (Munns y Tester, 2008). La salinidad de este suelo se debe 

fundamentalmente, a la acumulación de sales provenientes de zonas altas de la llanura sur-

este de la subcuenca del río Cautillo. Las cotas hacia esa dirección son más altas, 

caracterizadas por terrenos situados en climas más secos y suelos salinizados, el empleo de 

agua de riego de mala calidad, unido a un relieve llano a depresional, han provocado un 

drenaje deficiente, con la consiguiente sobreacumulación de sales solubles.  

4.5.1. Evaluación de la nodulación  

La presencia de nódulos en plantas de la variedad IT 86 D-715, fue observada en todos los 

tratamientos, incluido el control, lo que indica la existencia de cepas nativas en estos 

suelos. El mayor número de nódulos, se produjo cuando fue utilizada la cepa VIBA-1, tanto 

en la raíz principal como en las secundarias, así como su masa seca (Tabla 4.10).  

Tabla 4.10. Número, masa seca y distribución de nódulos en las raíces de la variedad de frijol 
Caupí, IT 86 D-715. 

Tratamientos NNPL NNRP NNRS MSN (mg.planta) 

VIBA-1 22,47a 5,97a 16,5a 301,67a 

VIBA-2 13,57b 4,66b 8,91b 296,00a 

150 kg.ha-1 N 6,23c 2,53c 3,7c 80,00c 

Control 9,16c 3,34c 5,82c 218,00b 

ESx 1,88 0,41 1,48 26,97 
 

Nota: Letras diferentes en las columnas difieren significativamente según la prueba de Tukey 
(P≤0,05). NNPL, número de nódulos por planta; NNRP, número de nódulos en la raíz principal; 
NNRS, número de nódulos en las raíces secundarias; MSN, masa seca de los nódulos. 
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Aunque la cepa VIBA-1, por lo general presentó mejores resultados que la cepa VIBA-2, 

esta última superó siempre al control absoluto de manera significativa en el número de 

nódulos y su masa seca, así como su presencia en la raíz principal. Por otra parte, se 

encontró una nodulación menor en el tratamiento con fertilización nitrogenada (Tabla 

4.10). 

La inhibición de la formación de nódulos en presencia de fertilización nitrogenada, ha sido 

informada con anterioridad (Manchanda y Garg, 2008) y aunque no se conoce el 

mecanismo específico por el cual los nitratos ejercen su efecto perjudicial sobre la 

nodulación, los resultados indican que estos reprimen la expresión de los genes nod en las 

bacterias, he impiden el reconocimiento específico entre la bacteria y la planta. De igual 

forma, existe evidencia de la reducción en la síntesis de lectina, lo que provoca la 

disminución de la habilidad de anclaje de las bacterias a las raíces, con una formación 

menor de pelos radicales, por lo que la superficie radicular expuesta disminuye, además del 

aborto de los hilos de infección (Racca et al., 1990). 

En todos los tratamientos, hubo mayor presencia de nódulos en las raíces secundarias que 

en la raíz principal, lo que puede ser debido al retraso inicial de la infección de las bacterias 

a las raíces provocado por el alto contenido de sales en el suelo. 

Estudios realizados por Manchanda y Garg (2008), sugieren que bajo condiciones de estrés 

por sales, se produce un retraso significativo de la infección de las bacterias a las raíces de 

las leguminosas, lo cual disminuye el número de nódulos y su masa seca. Sin embargo, 

parece ser que algunas especies de leguminosas tienen la capacidad de reponerse a este 

primer efecto negativo de las sales, en lo que respecta a la infección y nodulación de las 

raíces. 

Según Zahran (1999), Vicia faba, entre otras leguminosas, presentan dos periodos de 

infección en condiciones de estrés por sales, el primero durante el proceso de germinación 
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de la semilla considerado como temprano y el segundo momento durante el desarrollo 

nombrado tardío, debido a lo cual, las plantas presentan una mayor tolerancia a las 

condiciones de salinidad y desarrollan una mejor fijación simbiótica de nitrógeno.  

Al parecer, el frijol Caupí (IT 86 D-715) en condiciones de estrés por sales, presenta la 

capacidad de extender el periodo de reconocimiento e infección de los rizobios mucho 

tiempo después de haberse culminado el proceso germinativo, lapso en el que los pelos 

radiculares comienzan a aparecer en mayor proporción en las raíces secundarias.  

4.5.2. Biomasa foliar y concentración de iones 

Aunque el máximo desarrollo de la masa seca foliar se alcanzó con la fertilización mineral, 

la inoculación con cepas nativas de Bradyrhizobium (VIBA-1 y VIBA-2), incrementó de 

manera similar y significativa esta variable, al compararse con el control sin fertilizante y si 

inocular  (Figura 4.16 a).  
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Figura 4.16. Efecto de la inoculación con cepas nativas de Bradyrhizobium, sobre la masa seca 
y el contenido de nitrógeno foliar del frijol Caupí, desarrollado en un suelo afectado por sales. 
Barras con letras desiguales difieren significativamente según la prueba de Tukey (p<0,05). MSF, 
masa seca foliar; N, nitrógeno.  
Con relación a la acumulación de nitrógeno foliar, existieron diferencias importantes entre 

las cepas usadas. La mayor influencia fue ejercida por VIBA-1, con resultados superiores a 

VIBA-2 y a su vez, ambas fueron significativamente superiores al control, donde los 

resultados decayeron notoriamente (Figura 4.16 b). Aun cuando el uso de las cepas, ejerció 
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una influencia positiva sobre las variables MSF y contenido de N, los mayores valores se 

obtuvieron con la fertilización nitrogenada (Figura 4.16 a, b). 

La concentración de los iones K+ y Ca2+, se incrementó de manera significativa cuando fue 

utilizada la inoculación, al compararse con el resto de los tratamientos. Entre las dos cepas 

no existieron diferencias para Ca2+ y K+, pero si para P, el cual incrementó su 

concentración foliar al utilizar VIBA-1.  

La concentración de los iones Mg2+ y Na+, fue similar en todos los tratamientos, al igual 

que la relación Na+/K+. Sin embargo, en la relación Na+/Ca2+ los mayores valores se 

encontraron con la fertilización nitrogenada y el control, mientras que con la inoculación de 

las cepas, esto valores disminuyeron de manera significativa (Tabla 4.11).  

Tabla 4.11. Efecto de la inoculación con cepas nativas de Bradyrhizobium, sobre la 
concentración de nutrientes en la masa seca foliar del frijol Caupí. 

Tratamiento 
mg.g-1 de materia seca 

K+ Ca2+ P Mg2+ Na+ Na+/K+ Na+/Ca2+ 

VIBA-1 25,03ab 34,19a 3,47a 5,08 3,34 0,13 0,09b 

VIBA-2 27,36a 36,04a 3,30b 6,31 3,07 0,11 0,08b 

150 kg.ha-1 N 24,45b 26,77b 3,38ab 5,82 3,28 0,14 0,13a 

Control 22,45b 27,49b 3,29b 5,37 2,79 0,12 0,10ab 

ESx 0,59 1,28 0,026 0,20NS 0,12 NS 0,004NS 0,005 
 

Nota: Letras diferentes en las columnas difieren significativamente según la prueba de Tukey 
(P≤0,05). 
En términos generales, estos resultados sugieren que las plantas presentaron una mayor 

afinidad a la acumulación de los iones Ca2+ y K+ en la masa foliar, que el ion Na+. Este 

resultado demuestra la existencia de algún mecanismo que evita la acumulación excesiva de 

los iones tóxicos en las hojas de las plantas, como es el caso de la retraslocación hacia las 

raíces o su compartimentación en las vacuolas de las mismas, evitando así el efecto 

perjudicial de las sales. 
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Una tendencia similar, fue encontrada en las evaluaciones realizadas en el experimento en 

ambiente controlado en esta misma variedad (Acápite 4.4.2), donde las mayores 

concentraciones de Na+ y Cl- se localizaron en las raíces, mientras que la de los iones 

compatibles Ca2+ y K+ fueron encontradas en las hojas. 

Otra posible explicación de la mayor presencia de Ca2+ en la MSF al utilizarse la 

inoculación, es que la concentración de K+ también se incrementó, lo que pudo haber 

provocado que los niveles de Na+ descendieran.  

Este fenómeno también fue descrito en el Acápite 4.4.2, donde el uso de la inoculación, 

sobre todo en la variedad tolerante (IT 86 D-715), provocó que las concentraciones de K+ y 

Ca2+ se incrementaran en la MSF de las plantas, disminuyendo así las de Na+, mientras que 

en las raíces ocurrió lo contrario, acumulándose en este órgano gran cantidad del Na+ total.  

Tabla 4.12. Efecto de la inoculación con cepas nativas de Bradyrhizobium en variables 
relacionadas con la fijación simbiótica de nitrógeno. 

Cepas FEN IEI 

VIBA-1 1,72a 42,17a 

VIBA-2 1,61b 33,26b 

Control 1,55c - 

ESx 0,025 2,12 
 

Nota: Letras diferentes en las columnas, difieren significativamente según la prueba de Tukey 
(P≤0,05). FEN, fijación específica de nitrógeno (mg N masa foliar.mg masa seca de nódulos-1); 
IEI, índice de efectividad de la inoculación (%). 
La FEN, fue significativamente mayor siempre que fueron inoculadas las cepas, lo cual 

indica que con independencia de su masa seca, los nódulos formados en estos tratamientos 

contribuyeron con mayores cantidades de nitrógeno a la MSF, que a su vez, se traduce en 

una mejor fijación simbiótica de nitrógeno, si este proceso es evaluado cualitativamente 

(Tabla 4.12). 
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Algunos autores, coinciden en que una alta absorción y concentración de K+ y Ca2+ en las 

hojas, unido a una baja relación Na+/K+, son características de plantas que toleran la 

salinidad en suelos que presentan esta problemática (Wenxue et al., 2003; Bano y Fatima, 

2009). De igual forma, Unno et al. (2002) y Giri y Mukerji (2004), enfatizaron que la 

persistencia en la toma y transporte del Ca2+ en condiciones de salinidad, facilita a nivel 

celular una alta selectividad del K+ con respecto al Na+, razón por la cual disminuye la 

concentración de este.   

La tendencia que existió en el incremento de las concentraciones de fósforo foliares cuando 

se utilizó la inoculación, sobre todo de VIBA-1, pudo haber influido en los resultados 

obtenidos en las variables, NNPL y MSN, así como la acumulación de nitrógeno foliar y la 

fijación específica de nitrógeno, las cuales se incrementaron de manera significativa. Esta 

manifestación fue encontrada también en las especies Glycine max L. y Vigna radiata, 

donde el déficit de fósforo limitó de manera significativa la nodulación, fijación de 

nitrógeno y el rendimiento de estos cultivos (Ali et al., 2010; Hassen et al., 2014; Hussain 

et al., 2012). 

Las estrechas relaciones de dependencia entre las variables de la nodulación y fijación 

simbiótica de nitrógeno, con la producción de biomasa foliar y el rendimiento del grano, 

han sido referidas por algunos autores. Sin embargo, bajo condiciones de estrés por sales, la 

mayoría de estas son afectadas por el efecto osmótico y/o tóxico, sobre todo, las 

relacionadas con la formación de nódulos y el proceso de fijación de dinitrógeno 

atmosférico, entre otras razones, porque por lo general también ocurren alteraciones 

fisiológicas en las plantas (Okogun et al., 2004).  

No obstante, algunos estudios indican que en los nódulos también se crean mecanismos 

para excluir los iones salinos de la parte central del nódulo y así evitar reducciones 

perjudiciales en el contenido de leghemoglobina, proteínas totales y actividades de algunas 



Resultados y Discusión 

-------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

 

93 

 

enzimas como las catalasas, peroxidasas y superóxido dismutasa, así como el aumento de 

las concentraciones de sacarosa, como ocurre en los nódulos de Lupinus blanco 

(Fernández-Pascual, 1996).  

4.5.3. Respuesta del rendimiento y sus componentes 

La inoculación con las cepas VIBA-1 y VIBA-2, permitió mejorar las variables del 

rendimiento y sus componentes, con relación al control sin inoculo y sin fertilizante, 

aunque los mejores valores en estas variables se obtuvieron con la aplicación de 150 kg.ha-1 

de N (Tabla 4.13). 

Tabla 4.13. Efecto de la inoculación con cepas nativas de Bradyrhizobium, sobre el 
rendimiento y sus componentes. 

Tratamientos V G PS R IEIR (%) 

VIBA-1 16,63b 47,17a 9,29ab 1,13b 48,91a 

VIBA-2 16,46b 46,81a 8,6b 1,01c 29,23b 

150 kg.ha-1 N 17,05a 49,05a 9,79a 1,20a - 

Control 16,06c 41,39b 7,15c 0,73d - 

ESx 0,11 0,91 0,31 0,05 4,45 
 

Nota: Letras diferentes en las columnas difieren significativamente según la prueba de Tukey 
(P≤0,05). V, número de vainas por planta); G, número de granos por planta; PS, peso de 100 
semillas (g); R, rendimiento (t.ha-1); IEIR, índice de efectividad de la inoculación para el 
rendimiento. 
Para el número de vainas y el rendimiento, ambas cepas manifestaron la segunda mejor 

respuesta al ser comparadas con el control, el cual presentó en todos los casos los menores 

valores. En este sentido, el uso de VIBA-1 y VIBA-2, incrementó el rendimiento del grano 

en 48,91 y 29,23 % respectivamente, con relación a cuando no se inoculó, lo cual 

demuestra la factibilidad de esta práctica desde el punto de vista agronómico, para las 

condiciones edafoclimáticas en las que se desarrolló el experimento. 

De forma general, los resultados muestran que la utilización de cepas nativas de 

Bradyrhizobium obtenidas de suelos afectados por sales, puede mejorar variables 
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relacionadas con la nodulación, fijación simbiótica de nitrógeno y el rendimiento del 

cultivo, resultados que son novedosos para estas condiciones específicas, debido a que no 

existen informes sobre trabajos realizados anteriormente en este cultivo. 

Uno de los más significativos fue realizado por López (2001), el cual refiere la 

conveniencia de la selección e inoculación con cepas de rizobios nativas aisladas de suelos 

salinizados, para mejorar el rendimiento en materia seca de especies pratenses. Este señala 

además, que la clasificación no debe estar dirigida solo a las especies rizobianas, sino 

también a las variedades de plantas capaces de tolerar condiciones de salinidad en el suelo, 

para lograr una buena interacción planta-microorganismo.  

En otros cultivos de granos como Pisum sativum, Figueira y Caldeira (2005), informaron la 

posibilidad de establecer una simbiosis efectiva bajo condiciones de salinidad al utilizar 

cepas de rizobios tolerantes y con buena capacidad de fijación de nitrógeno. Sin embargo, 

en los estudios realizados por Tejera et al. (2004) los resultados fueron diferentes, al 

reducirse la actividad de la enzima nitrogenasa en Phaseolus vulgaris, cuando esta fue 

inoculada con cepas nativas, mientras que con el uso de una cepa mutante, la misma se 

incrementó.  

Estos resultados indican, que la búsqueda de nuevas cepas autóctonas en los suelos 

salinizados pudiera contribuir a aumentar la diversidad de especies disponibles para la 

fabricación de inóculos, que permitan realizar un mejor manejo y optimización de la 

fijación simbiótica, dirigido a aumentar la producción de granos en el cultivo del frijol 

Caupí. 

El aislamiento de cepas rizobianas y de cultivares tolerantes a condiciones de estrés por 

sales, ha constituido un objetivo importante para muchos investigadores, sobre todo, por ser 

una alternativa para la reforestación y recuperación de áreas productivas con leguminosas, 
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sin embargo, la búsqueda de la diversidad genética en las especies rizobianas es un 

complemento relevante para lograr estos objetivos (Ruiz-Díez et al., 2009).  

De acuerdo con esta premisa, es evidente la necesidad de lograr un mayor número de 

aislamientos y el aumento de la diversidad genética de los mismos en las zonas donde se 

desarrollaron estas investigaciones, para asegurar la diversidad y la existencia de bacterias 

con mayor capacidad de infección y efectividad en la fijación del nitrógeno para las 

condiciones de suelos salinos donde se desarrolló la experiencia. 

No obstante a esto, los resultados obtenidos en este experimento son complemento de los 

obtenidos en los desarrollados anteriormente en esta investigación, en los cuales se 

demostró que a partir de una adecuada selección de variedades, así como de rizobios 

nativos con características de tolerancia a las condiciones salinas, es posible mejorar 

variables relacionadas con la nodulación y fijación simbiótica de nitrógeno y a su vez, 

incrementar el rendimiento del cultivo.   

4.5.4. Valoración económica de los resultados 

Para realizar el análisis económico, se tuvieron en cuenta las condiciones y resultados del 

experimento 5, descritos en los Acápites 3.2.5 y 4.5 respectivamente.  

Aunque el costo de producción al utilizar la biofertilización se incrementó ligeramente con 

relación al control debido al precio del inoculante utilizado, el aumento del rendimiento al 

ser usadas VIBA-1 y VIBA-2, propició que los indicadores económicos-productivos como 

el valor de la producción, la ganancia y el beneficio económico se incrementaran (Tabla 

4.14). 

La cepa que mejor respuesta presentó en estos atributos fue VIBA-1, en la cual crecieron 

las ganancias, aumentó el beneficio económico y la relación beneficio costo. 

En este sentido, la relación beneficio costo indica la obtención de beneficios notables en el 

tratamiento con las cepas nativas y al ser usado el fertilizante. Sin embargo, la cepa VIBA-
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1 presentó la mayor relación, seguida de la VIBA-2, mientras que con el uso de la 

fertilización nitrogenada, los valores en este parámetro decayeron de manera abrupta, lo 

cual guarda una estrecha relación con el incremento del costo de producción, provocados 

por los altos precios a los que se cotiza la urea (500 USD) (Tabla 4.14). 

Tabla 4.14. Valoración económica de la inoculación con cepas nativas de Bradyrhizobium, 
sobre el frijol Caupí en suelos afectados por sales 

Tratamientos CP R PV VP G BE CRT RBC 

VIBA-1 666,45 1,13 915,00 1033,95 367,50 331,00 35,00 9,46 

VIBA-2 666,45 1,01 915,00 924,15 257,70 221,20 35,00 6,32 

150 kg.ha-1 N 706,45 1,20 915,00 1098,00 391,55 355,05 75,00 4,73 

Control 631,45 0,73 915,00 667,95 36,50    
 

Nota: CP, costo de producción ($. ha-1); R, rendimiento (t.ha-1); PV, precio de venta ($); VP, Valor 
de la producción ($. ha-1); CP, costo de producción ($. ha-1); G, ganancia ($. ha-1); BE, Beneficio 
Económico; CRT, Costo Relativo del Tratamiento; RBC, Relación Beneficio Costo. 
Aunque es evidente que el fertilizante aumentó el costo de producción, su influencia 

positiva sobre el rendimiento del cultivo se reflejó en la mejoría de otros parámetros como 

la ganancia y el beneficio económico, los cuales se incrementaron (Tabla 4.14).  

Diversos autores, han informado efectividad económica al aplicar inoculantes rizobianos en 

diferentes especies de leguminosas y aseveran que, su utilización constituye una opción 

sostenible que puede ser efectiva para disminuir la aplicación de fertilizantes químicos, 

ayudar a preservar el ambiente y reducir los costos de producción (Moschetti et al., 2005, 

Ben et al., 2008 y Herridge et al., 2008). 

Desde el punto de vista económico-productivo, los resultados obtenidos señalan la 

factibilidad de la utilización de las combinaciones rizobio-leguminosa en suelos afectados 

por la salinidad, como una vía alternativa a la utilización de la fertilización química, lo que 

a largo plazo, permitirá incrementar significativamente la producción de granos en áreas 
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vulnerables e influirá positivamente en la fertilidad del suelo y en el aumento del contenido 

proteico de la dieta humana. 

4.6. Consideraciones generales 

A partir del esquema experimental utilizado en la investigación (Figura 3.1), se logró la 

clasificación de los cultivares de frijol Vigna y de las cepas de rizobios aisladas de suelos 

afectados por sales en cuanto a su capacidad de tolerar el estrés salino. El análisis fue 

realizado a partir del Índice de Tolerancia a la Salinidad y se abarcaron las etapas de 

germinación, crecimiento y rendimiento de las variedades. Para el análisis de los rizobios y 

su interacción con la leguminosa, se evaluó el crecimiento bacteriano, así como variables 

relacionadas con la FSN y rendimiento del cultivo, respectivamente.  

En los estudios referentes al macrosimbionte, las manifestaciones de tolerancia y/o 

susceptibilidad se observaron desde la germinación, por ello, en esta etapa las variables que 

pueden servir como indicadores para caracterizar su condición ante el estrés salino son: 

absorción de agua por las semillas, longitud y masa seca de la radícula e hipocótilo.  

En las etapas de crecimiento, desarrollo y reproducción del cultivo, la habilidad para tolerar 

las sales se caracterizó por la MSN, MSF, concentración de nitrógeno foliar, FEN, así como 

el número de granos y vainas por planta, peso de 100 semillas y rendimiento. 

En los estudios relacionados con los rizobios aislados, el crecimiento bacteriano en medios 

de cultivo salinizados mediante la medida de la densidad óptica, fue el indicador para 

caracterizar la tolerancia a la salinidad en condiciones “in vitro”. Por su parte, en la 

evaluación de la interacción macro-microsimbionte en ambiente controlado y condiciones 

de campo, las variables que mejor describieron esta condición fueron la MSN, MSF, 

concentración de N foliar, FEN, así como el número de granos y vainas por planta, peso de 

100 semillas y rendimiento del grano.  
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La concentración de iones en la masa seca de raíces y hojas, jugó un importante papel en la 

caracterización de la tolerancia. La evidencia demostró que en un cultivar tolerante 

disminuye la concentración de los iones tóxicos de Na+ y Cl- en las hojas y se incrementan 

los compatibles como el Ca2+, K+ y Mg2+, constituyendo este uno de los mecanismos 

fisiológicos que utiliza la planta para evitar los daños provocados por el exceso de sales.  

Otro de los mecanismos que pudieran influir en la mejor adaptación de esta especie a los 

ambientes salinizados, está relacionado con la acumulación de almidón en los cloroplastos 

de las hojas. En las observaciones ultraestructurales, se evidenció un incremento de la 

cantidad y tamaño de los gránulos de este en el tratamiento salino, los cuales podrían ser 

utilizados por las plantas como carbohidrato de reserva bajo estas condiciones.  

Desde el punto de vista científico y práctico, es importante tener en cuenta las variables y 

los principales mecanismos antes descritos, pues brindan criterios que pueden ser usados 

para la selección de variedades de Vigna y especies de rizobios con mejor adaptación al 

estrés salino, lo cual tiene un influencia positiva en el mejoramiento del proceso de fijación 

simbiótica y el rendimiento del cultivo. 
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V. CONCLUSIONES  

1. Los cultivares tolerantes a la salinidad fueron IT 86 D-715, IT 86 D-510, IT 82 E-9 y 

Cancarro. Clasifican como medianamente susceptibles, Trópico yarey, Cubanita-666, IT 

86 D-792 e IT 86 D-389. Fueron clasificados como susceptibles, Viñales-144 A, IITA-

Precoz, IT 86 D-386 e IT 86 D-719.  

2. Las cepas aisladas clasificaron genéticamente dentro del género Bradyrhizobium y 

pertenecen a las especies Bradyrhizobum liaoningense (VIBA-1) y Bradyrhizobum 

yuanmingense (VIBA-2, VIBA-3 y VIBA-5). 

3. Las cepas mejores adaptadas a condiciones de salinidad en medio de cultivo, fueron 

VIBA-1 y VIBA-2. Todas las cepas mostraron tolerancia a altas temperaturas y pH 

alcalino y susceptibilidad a pH ácido.  

4. El incremento de la concentración de los iones compatibles K+ y Ca2+ y la disminución 

de los tóxicos Na+ y Cl- en las hojas, es un mecanismos utilizado por la variedad IT 86 

D-715 (tolerantes) para disminuir el efecto dañino del estrés salino.  

5. A nivel ultraestructural, se produjo incremento de los gránulos de almidón en los 

cloroplastos y desorganización de los orgánulos celulares en las hojas de las plantas 

sometidas a estrés por sales, con independencia de su grado de tolerancia.  

6. La inoculación con las cepas nativas VIBA-1 y VIBA-2, mejoró las variables 

relacionadas con la fijación simbiótica de nitrógeno y el rendimiento, incrementándose 

este último en 35,40 y 27,72 % respectivamente. 
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VI. RECOMENDACIONES 

1. Utilizar la cepa de Bradyrhizobium VIBA-1, en la inoculación de las variedades de frijol 

Caupí clasificadas como tolerantes, en zonas con suelos que presenten características de 

salinidad similares a los de esta investigación.  

2. Realizar prospección de nuevas cepas de rizobios que permitan aumentar el número y la 

diversidad de especies, así como desarrollar estudios de dinámica de poblaciones 

rizobianas en los suelos donde fueron inoculadas las cepas de Bradyrhizobium. 

3. Realizar estudios de síntesis y degradación de almidón en el frijol Caupí, sometido a 

altos niveles de salinidad, que den respuesta a los mecanismos que utiliza el cultivo para 

tolerar el estrés salino, basado en la acumulación de este polisacárido en las hojas. 

4. Utilizar los resultados obtenidos, como vía para promover nuevas investigaciones 

encaminadas a lograr un mejor manejo de la simbiosis Bradyrhizobium-frijol Caupí e 

incrementar el rendimiento de este cultivo, en suelos que presenten problemas de 

salinidad.    

5. Que el presente documento de tesis, sea utilizado como material de consulta para los 

diferentes niveles de enseñanza en la carrera de agronomía y en estudios de postgrado en 

las ciencias agrícolas. 
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VIII. ANEXOS  
 

Anexo 1 A. Características de las variedades [Vigna unguiculata (L.) Walp.]. 

 

Variedad 
Hábito de 

crecimiento 
Color del 

grano 
Días a la  
cosecha 

Masa de 100 
Semillas (g) 

Rendimiento 
(t.ha) 

2IT 86 D-510 Determinado Blanco 72-80 16,9 1,38 
1Cubanita-666 Determinado Negro 65-72 18,0 1,28 
1Trópico Yarey Determinado Crema 65-72 16,9 1,60 
1IITA Precoz Determinado Crema 64-72 15,0 1,40 
1Viñales 144 A Indeterminado Negro 90-130 10,0 2,00 
2Cancarro Determinado Blanco 72-82 13,9 1,13 
2IT 86D-715 Determinado Blanco 72-80 14,7 1,49 
2IT 86 D-792 Determinado Crema 67-74 16,4 1,31 
2IT 86 D-719 Determinado Blanco 65-72 15,7 1,36 
2IT 86 D-386 Determinado Marrón 72-80 15,2 1,47 
2IT 82 E-9 Determinado Marrón 65-72 18,3 1,09 
2IT 86 D-389 Determinado crema 72-82 15,8 1,27 
 

1 MINAG, 2003 
2 Zamora, 1999 

 

Anexo 1 B. Características culturales de la cepa tipo de referencia Bradyrhizobium 

yuanmingense (Yao et al., 2002). 

Características 
Bradyrhizobium yuanmingense 

CCBAU 10071T 

Fuentes de carbón usadas 
- 

-D-Fructuosa 

-Inositol - 

-Lactosa - 

-Maltosa/sucrosa ± 

Fuentes de nitrógeno usadas  

-Ácido Aspártico - 

-Glycina - 

Resistencia a:  

-Eritromicina (100 µg.mL) - 

-Polimicina (300 µg.mL) + 

-0,1 % verde metil/deoxycolato - 

-1,0 % NaCl - 

Crecimiento a pH 5,0 - 

Crecimiento a pH 10,0 - 

Reducción de nitrato + 

Tamaño de la colonia después de 7 días 
de inoculación (mm) 

1,0-2,0 

Tiempo de generación (h) 9,5-16,0 

Nodulación-soya - 

Nodulación-L. cuneata + 
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Anexo 2. Aislamientos utilizados, patrones de restricción de 16S ADNr y grupos ARDRA. 

Especies aisladas Huésped 

16S PCR-RFLP,  
obtenido con la enzima ARDRA 

genotipob 
Origen/ Coordenadasa 

 
MspI 

 
HinfI 

 
Ddel  

 
HhaI 

VIBA-1 Vigna unguiculata 7 6 5 3 1 Jiguaní, Cuba/20o 22.3´ 12´´N  76o 27´ 56´´ O 

VIBA-2  Vigna unguiculata 7 6 2 3 2 C. Cristo, Cuba/20o 26´ 58´´N, 76o 32´ 15´´O  

VIBA-3 Vigna unguiculata 7 6 2 3 2 C. Cristo, Cuba/20o 26´ 45´´N, 76o 32´ 9´´O 

VIBA-5 Vigna unguiculata 7 6 2 3 2 C. Cristo, Cuba/20o 26´ 38´´N, 76o 32´ 35´´O 

Cepas de referenciad  
 

Rhizobium etli CECT 4651 Phaseolus vulgaris 1 1 1 1 4 México 

Mesorhizobium ciceri CECT 4846 Cicer arientinum 2 2 1 2 5 España 

Bradyrhizobium japonicum CECT 530 Glycine hispida 3 3 2 3 6 Japón 

Bradyrhizobium. sp Lupinus CIFA ISLU-16 Lupinus albus 3 3 2 4 7 España 

Sinorhizobium meliloti CIFA GR-4 Medicago sativa 4 2 1 1 8 España 

Mesorhizobium loti NZP 2037 Lotus divaricatus 5 4 1 1 9 Nueva Zelanda 

R. pisi CECT 4113 Pisum sativum 1 1 1 1 4 USA 

R. leguminosarum bv. viceae CCMA GH-1 P. sativum 6 5 3 5 10 España 

R. leguminosarum bv. viceae CCMA HSV-1 Vicia faba 1 5 1 1 11 España 

R. leguminosarum bv.trifolii CECT 4116 Trifolium praetense 1 5 1 1 11 USA 

B. yuanmingense CCBAU 10071 Lespedeza cuneata 7 6 2 3 2 China 

B. elkanii USDA 76 Glycine soja 3 7 4 4 12 USA 
 

a Localización geográfica de las áreas de donde se aislaron las cepas en la provincia Granma (Cuba).  
b Patrones específicos obtenidos a partir de la digestión del 16S ADNr con las endonucleasas de restricción MspI, HinfI, DdeI and HhaI, 
respectivamente. Cada grupo ARDRA fue representado por un número diferente. 
d CECT, Colección Española de Cultivos Tipo; CIFA, Centro de Investigación y Formación Agraria-Las Torres-Tomejil, Sevilla; NZP, Division of 
Scientific and Industrial Research, Palmeston North, New Zealand; CCMA, Centro de Ciencias Medioambientales, CSIC; CCBAU, Culture 
Collection of  Beijing Agricultural University, Beijing, People’s Republic of China; USDA, United States Department  of  Agriculture, Beltsville, 
Md. 
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A

-134 m sobre el nivel del mar
-A: Suelo no afectado por sales (C.E=0,96dS.m-1)
-B: Suelo afectado por sales (5,8dS.m-1)

Áreas de la Empresa Genética “Manuel Fajardo”
-Municipio Jiguaní
-20o 22 12  latitud norte y 76o 27 56  longitud oeste

-20o 26´ 58´´ latitud norte y 76o 32´ 15´´longitud oeste

Áreas de la CCS Fortalecida “8vo Congreso”
-Municipio Cauto Cristo 

-126 m sobre el nivel del mar
-Suelo afectado por sales (C.E=5,55 dS.m-1)

Ubicación del experimento de campo 1 Ubicación del experimento de campo 2

+ sales

- sales
A

B

 

Anexo 3. Localización geográfica de las áreas donde fueron establecidos los experimentos de campo. 
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Anexo 4. Efecto de la salinidad sobre la absorción de agua por la semilla, longitud y masa 
seca de la raíz e hipocótilo. 

Variedades 
CE 

(dS.m-1) 
AAS (%) LR(cm) LH(cm) MSR(g pl-1) MSH(g pl-1) 

IT 86 D-715 

0 61,58a 2,54a 5,13a 0,02a 0,25a 

5 60,13b 2,45b 4,99b 0,02b 0,21b 

10 59,93b 2,27c 4,38c 0,01c 0,18c 

15 58,19c 2,18d 4,26d 0,01d 0,16d 

ESx 0,31 0,04 0,09 0,0003 0,01 

Trópico Yarey 

0 67,79a 6,99a 3,48a 0,01a 0,08a 

5 66,01ab 6,15ab 2,36b 0,007b 0,08a 

10 64,57b 5,48bc 2,09b 0,005c 0,05a 

15 58,11c 4,66c 1,16c 0,004c 0,05a 

ESx 0,97 0,24 0,22 0,001 0,01 

Cubanita-666 

0 57,33a 2,18a 3,45a 0,01a 0,14a 

5 56,75a 1,92b 3,28b 0,005a 0,11b 

10 54,97a 1,62c 2,45c 0,004a 0,09c 

15 50,59b 1,49d 1,82d 0,003a 0,07d 

ESx 0,80 0,07 0,17 0,002 0,01 

IITA-Precoz 

0 57,74a 2,20a 3,46a 0,035a 0,12a 

5 56,99b 2,04b 2,92b 0,025b 0,10b 

10 55,53c 1,70c 2,29c 0,019c 0,07c 

15 53,76d 1,48d 0,50d 0,012d 0,02d 

ESx 0,40 0,07 0,29 0,002 0,01 

IT 86 D-510 

0 67,08a 3,82a 9,19a 0,10a 0,09a 

5 66,97a 3,73ab 8,95b 0,09b 0,08a 

10 64,75b 3,58ab 8,49c 0,09c 0,08ab 

15 61,89c 3,22b 7,64d 0,08d 0,07b 

ESx 0,58 0,09 0,15 0,002 0,003 

IT 86-D 792 

0 64,99a 3,75a 9,51a 0,025a 0,27a 

5 63,64ab 3,28b 7,18b 0,019a 0,21b 

10 61,74b 1,96c 4,68c 0,009b 0,13c 

15 55,57c 1,76c 4,21d 0,008b 0,11c 

ESx 0,97 0,22 0,55 0,002 0,002 

IT 86 D-389 

0 61,74a 2,45a 5,58a 0,015a 0,27a 

5 58,17b 2,30a 4,64b 0,014a 0,14b 

10 55,64b 1,97b 3,96c 0,012a 0,13b 

15 55,34b 1,38c 1,98d 0,009a 0,090c 

ESx 0,74 0,11 0,34 0,001 0,02 
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Continuación 
 

Variedades 
CE 

(dS.m-1) 
AAS (%) LR(cm) LH(cm) MSR(g pl-1) MSH(g pl-1) 

IT 82 E-9 

0 65,22a 2,74a 6,72a 0,027a 0,137a 

5 64,54a 2,63ab 6,49a 0,027a 0,125ab 

10 63,78ab 2,49ab 5,91b 0,025a 0,121ab 

15 61,87b 2,24b 5,61b 0,022a 0,107b 

ESx 0,40c 0,65 0,12 0,003 0,003 

Viñales-144 A 

0 63,10a 2,41a 4,91a 0,08a 0,08a 

5 58,82b 1,74b 4,35b 0,05b 0,06b 

10 57,02bc 1,33c 2,60c 0,02c 0,03c 

15 55,95c 0,66d 1,30d 0,01c 0,01d 

ESx 0,74 0,16 0,37 0,01 0,01 

IT 86 D-386 

0 62,05a 2,42a 5,48a 0,02a 0,11a 

5 57,93b 2,27a 4,57b 0,01a 0,08b 

10 56,04bc 1,49b 2,82c 0,005b 0,05c 

15 53,92c 0,74c 1,41d 0,002b 0,02d 

ESx 0,81 0,17 0,41 0,003 0,01 

Cancarro 

0 65,07a 2,89a 4,93a 0,75a 1,04a 

5 64,84a 2,85a 4,86a 0,73a 0,14b 

10 62,24a 2,52b 4,12b 0,68b 0,13b 

15 59,13b 2,34c 3,70c 0,62c 0,09b 

ESx 0,70 0,06 0,13 0,01 0,10 

IT 86-D 719 

0 61,80a 2,99a 5,10a 0,07a 0,07a 

5 58,20b 2,51b 4,25b 0,05a 0,03b 

10 55,08c 1,76c 3,18c 0,03b 0,02b 

15 53,38c 1,05d 1,91d 0,01b 0,01b 

ESx 0,89 0,19 0,31 0,01 0,01 

Nota. Letras diferentes en las columnas diferen significativamente según la prueba de Tukey 
(P≤0,05). AAS, Absorción de agua por las semillas; LR, longitud de la radícula; LH, longitud 
del hipocótilo; MSR, masa seca de la radícula; MSH, masa seca del hipocótilo. (Los datos 
mostrados constituyen la media de 50 semillas y plántulas por cada tratamiento). 
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