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RESUMEN

Evaluacion de la tolerancia al estrés de fosforo en
caupi (Vigna unguiculata L. Walp) en Cuba. L. cultivo en
solucion nutritiva. La deficiencia de P es uno de los
principales limitantes para la fijacion simbidtica del nitroge-
no y la produccién de grano de las leguminosas en el tropico.
Ocho genotipos de caupi (Vigna unguiculata L. Walp) de am-
plio uso agricola en Cuba fueron cultivados en solucion nu-
tritiva con cantidades de P que variaron entre 50 y 500 yuM
por planta/ semana y dependieron, tinicamente, de un modo
de nutricion de N, fijacion simbiodtica del N, en el suministro
de 4 uM de nitratos por planta/semana. Los resultados mos-
traron que el crecimiento foliar en las plantas de caupf fue se-
veramente afectado por la deficiencia de P tanto para las plan-
tas que fijaron N, como para las que dependieron del NO;,
mientras que el crecimiento radical fue incrementado. Para
las plantas inoculadas con Rhizobium, la nodulacion fue tam-
bién afectada por el estrés de P, aumentando la actividad no-
dular especifica. El crecimiento foliar de las plantas
inoculadas fue mayor que el de las que se alimentaron con
NOj-, debido a la mayor eficiencia en el uso del P y revelo
el alto potencial de la especie para fijar N,.

ABSTRACT

Evaluation of tolerance to phosphorus shortage in
cowpea (Vigna unguiculata L. Walp) in Cuba.. I. nutritive
solution culture. Phosphorus deficiency is a major limiting
factor for symbiotic nitrogen fixation and grain yield of
legume crops in the tropics. Eight cowpea genotypes of wide
use in Cuba, were grown in hydroponics solutions; supplying
from 50 to 500 uM of P/plant/week. Nitrogen nutrition was
dependent upon symbiotic N,-fixation on adding of 4

mmoles NOs/plant/week. Shoot growth was severely limited
by P deficiency, while dry weight of roots increased in both
groups of plants. Nodule formation was severely decreased
by P deficiency, while specific nodule activity was increased
in the atmospheric N2 fixing plants. Growth response of N,
plants was higher than that of NO3- fed plants due to P use

efficiency, and revealed a the great large N2-fixation
potential of the specie.

INTRODUCCION

El fosforo (P) es uno de los principales factores li-
mitantes de la fijacion simbidtica del nitrégeno en las
leguminosas de grano, especialmente en los agrosiste-
mas tropicales (Andrew y Robins 1969). Como en la
mayoria de las areas tropicales, casi el 50% de los sue-
los cubanos dedicados al cultivo de granos, vegetales y
platano son consideradas deficientes en fosforo (Bel-
tran et al. 1992). Esta limitacion en P ejerce un efecto
especial sobre las leguminosas de granos que dependen
de la fijacion simbidtica del N, para su crecimiento, de-

I Recibido para publicacion el 24 de enero del 2002.

‘.

bido a que cuando se nutren de nitrogeno por esta via
requieren mas altas dosis de fertilizantes fosforicos que
cuando reciben N en forma mineral (Israel 1987). El
efecto beneficioso de la fertilizacion fosforica sobre las
leguminosas en simbiosis con Rhizobium esta relacio-
nado a tres aspectos fundamentales: a) estimulacion del
crecimiento de la planta hospedera; b) incremento de la
produccién de nodulos y c) incremento de la cantidad
total de N fijado del aire, sin que se haya aclarado total-
mente el efecto del P sobre el funcionamiento del no-
dulo (Ribet y Drevon 1995, Vadez et al. 1997, Al Nie-
mi et al. 1998).

2 Estacion Experimental ¢ La Renée”. Instituto de Suelos. Quivican. Provincia Habana. E mail: larenee@ceniai.inf.cu.

3 INRA. Montpellier. Francia.



60 AGRONOMIA MESOAMERICANA

En investigaciones llevadas a cabo en soya (Ribet
y Drevon 1995) se ha demostrado que las plantas en
simbiosis con Rhizobium y sometidas a estrés de P,
cambian su distribuciéon de volumen en diferentes par-
tes, nodulan favoreciendo el crecimiento radical y redu-
ciendo el crecimiento foliar y nodular, siendo este lti-
mo el mas perjudicado; a pesar de esta disminucidon en
la produccidn de nodulos las plantas mantuvieron la ac-
tividad nodular especifica a niveles similares que las
plantas control.

Dentro de las leguminosas de granos, el caupi (Vig-
na unguiculata L. Walp) es quizas la especie menos es-
tudiada en relacion con este fendmeno, pues se consi-
dera con mayor tolerancia al estrés de P que otras
especies de esta familia como la soya (Cassman ef al,
1981).

En Cuba el cultivo del caupi tiene gran populari-
dad debido a que constituye una alternativa para la pro-
duccidén de granos de consumo animal y humano en
época de primavera - verano, asi como para el empleo
de su follaje como abono verde (Chailloux ef al. 1996).
Por lo general la mayor parte de la areas que se cultiva
se realiza empleando la inoculaciéon con Rhizobium al-
ternativa que permite un elevado ahorro en fertilizante
nitrogenado (Hernandez et al. 1994), sin que se haya
realizado un estudio para definir el efecto de bajo sumi-
nistro de P sobre el proceso de fijacion simbidtica del
N2 en genotipos de uso agricola en el pais. Por ello el
presente trabajo fue llevado a cabo para definir: a) me-
canismos de tolerancia al estrés de P y b) Potencial de
Fijacion simbiodtica en la especie.

MATERIALES Y METODOS
Ensayo 1 (S1)

Plantulas de caupi (Vigna unguiculata L. Walp)
con 5 dias de edad germinadas en arena estéril corres-
pondiente a los genotipos Habana 82; Inifat 93 e Inifat
‘94 fueron cultivadas en frascos de suero de 750 ml de
capacidad con solucidon nutritiva intensamente aireada
(400 ml de aire/l solucion/min.) similar a lo recomen-
dado por Drevon et al. (1988), excepto que el fosforo
fue ahadido a partir de soluciones madres de KH,PO,
para alcanzar concentraciones de 50; 150; 250 y 500
uM/pl. Cuatro de las ocho plantas transplantada por ca-
da genotipo a cada nivel de P fueron inoculados con 1

ml de un inoculante mixto (descrito posteriormente) y
siendo reemplazada cada semana, excepto los primeros
15 dias, con el fin de favorecer la nodulacion. Para so-
lucionar el déficit de N durante este tiempo a todas las
planta se le anadid 1 uM de nitrégeno en forma de urea,
a partir del primer cambio de solucidén las plantas que
no habian sido inoculadas con Rhizobium recibieron
cada semana 4 uM de N en forma de KNO3; mientras
que las inoculadas con solucion nutritiva libre de nitro-
geno. El esquema experimental quedo conformado por
un factorial de 3 (Genotipos) x 2 (Modos de N) x 4
(Niveles de P) organizados en bloques al azar con cua-
tro repeticiones.

Ensayo 2 (52)

En este ensayo se estudiaron los genotipos de cau-
pi siguientes: 1) Habana 82; 2) Vinales 144 A; 3) Cau-
pi Empresa de Semillas; 4)P 903; 5) Cancarro Holguin;
6) Inifat 93 y 7) Inifat 94 con origen en el Instituto de
Investigaciones Fundamentales de la Agricultura Tropi-
cal (INIFAT) de Cuba y 8) California Blackeyes V de
Estados Unidos., los genotipos 1, 2, 3 y 5 son indeter-
minados, 6, 7 y 8 determinados y 4 semideterminado.
Las plantas se cultivaron en condiciones similares a las
inoculadas con Rhizobium del ensayo S1, excepto que
alas mismas se les suministrd solo dos niveles de P, 50
y 250 uM por semana, considerados suboptimo y opti-
mos respectivamente a partir de los resultados del ensa-
yo anterior, el disefio experimental quedo conformado
por factorial de 8 (genotipos) x 2 (Niveles de P) se or-
ganizd de acuerdo a un disefio completamente aleatori-
zado con cuatro repeticiones.

Preparacion del inoculante mixto

A partir del cultivo de Rhizobium sp. crecido en cu-
flas de agar-levadura-Manitol (Vincent, 1970) corres-
pondientes a las cepas RH1, RV1, RI1 y RI2 se inocu-
laron frascos de suero con 200 ml del propio medio
liquido y se hicieron crecer en zaranda rotatoria a 285
rpm durante 24 horas. El nGimero total de células ml-1
fue calculado empleando el método de dilucion seriada
y siembra en placa con el medio agarizado antes men-
cionado lo que permiti6 comprobar que los frascos te-
nfan una concentracion superior a 10° bacterias ml-!.
Para confeccionar el inoculante mixto 100 ml de cada
cepa se anadid a un erlenmeyer de 1L de capacidad for-
mando una mezcla la cual fue agitada durante 3 horas
quedando listo el inoculante para ser empleado.



GOMEZ et al: TOLERANCIA AL ESTRES DE FOSFORO EN GENOTIPOS DE CAUPI 61

Analisis de las plantas, calculo de los diferentes pa-
rametros y procesamientos estadisticos.

Las plantas se cortaron en la etapa desarrollo R7 y
se separaron en parte aérea, raiz y nddulos y cada parte
fue secada inmediatamente a 70 °C durante 72 h para
determinar Masa Seca Aérea (MSA), Masa Seca Nodu-
lar (MSN) y Masa Seca Radical (MSR), posteriormen-
te estas fueron molinadas y analizadas quimicamente
para hallar % de N y P empleando método de Kjeldhal,
y Murphy y Riley, (1962).

El N, fijado por cada planta fue calculado em-
pleando la formula siguiente: N, fijado = N total acu-
mulado - (28 mg de N afiadido + N en semilla) (Ribet y
Drevon 1995). La actividad nodular especifica fue cal-
culada a partir de la relacion entre el N, total fijado y
MSN expresados en mg de N, fijado g de MSN-! dia-
1, considerando que los n6dulos no estuvieron aptos pa-
ra fijar N del aire hasta pasado los primeros 15 dfas de
edad de las plantas. La Eficiencia en el Uso del P en par-
te foliar (EUPF) se halldé empleando la siguiente formu-
la: (MSA)2 /(% de P en el 6rgano) (Vadez et al. 1999).

Los datos fueron procesados para analisis de va-
rianza empleando el software MSTATC version 1.42.

RESULTADOS

El incremento en los suministros de fosforo sema-
nales provocd un aumento significativo(p<0,001) en el
crecimiento foliar de las plantas de los tres genotipos de
caupi estudiados independientemente del modo de nu-
tricion con N (Figura 1); aunque la respuesta se dife-
rencia con el genotipo y el modo de nutricion de N es-
tudiado. El modelo de respuesta observado en cada

caso para crecimiento foliar fue similar al hallado para
el parametro acumulacion de nitrogeno en el 6rgano y
por tal razén no se incluyeron estos datos en el presen-
te articulo.

De singular importancia fue el poder constatar que
las plantas nutridas con N por la via de la fijacion sim-
bibtica mostraron mayor o igual crecimiento foliar que
las plantas nutridas con nitratos (Figura 1), mostrando
el alto potencial de fijacidon simbiotica de los tres geno-
tipos estudiados.

Debido a que los niveles de 50 y 250 uM de sumi-
nistro de fosforo aparecieron como niveles deficientes
y suficientes respectivamente para las plantas simbid-
ticas de los tres genotipos se hace referencias a los da-
tos evaluados a estos dos niveles de suministro de P,
pues son los resultados mas relevantes.

Las diferencias en crecimiento foliar observadas
entre las plantas inoculadas con Rhizobium y las nutri-
das con nitratos se debieron a diferencias en el consu-
mo de P para producir una unidad de follaje aéreo
(Cuadro 1), parametro que se registro como eficiencia
de uso al P. Un analisis méas detallado de los resultados
permitid comprobar que a bajo suministro de P a las
plantas (50 M), los genotipos de Habana 82 e Inifat 93
nutridas por la via simbiotica fueron entre 5y 10 veces
maés eficiente en el uso del nutriente fosforo para pro-
ducir una unidad de MSA que las plantas cultivadas a
expensas de N mineral (Cuadro 1); mientras que en Ini-
fat 94 no se observaron diferencias relacionadas a mo-
do de nutricidn nitrogenada.

Por otra parte, la produccion de unidades de raices
no se afectd (plantas nutridas con nitrato) o incremento
significativamente (plantas nutridas por via simbiotica)
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Figura 1. Influencia de la concentracion de fosforo (expresados en uM planta-! semana!) sobre la produccion de masa seca aérea (g
planta-!) de plantas de tres de genotipos de caupi cultivadas en solucion nutritiva bajo dos modos de nutricion nitrogenada fi-
jacion simbidtica (N,) y asimilacion de 4mM de N en forma de nitratos (NOj3-). Los datos corresponden al Ensayo S1. Las

barras representan la desviacion estandar de los valores medios. Cuba.
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Cuadro 1. Eficiencia de Uso al P para produccién de masa seca
area (MSA/%P) de tres genotipos de Caupi cultiva-
dos en Solucion Nutritiva a dos Niveles de P y bajo
dos Modos de Nutricion de N(Fijacion Simbiotica y
Asimilacion de Nitratos). Ensayo S1. Cuba.

Genotipo Modo de Nutricion Eficiencia de Uso al P
de N 50 250
Habana 82 Fijacion Simbiotica 487 +50 435+39
Habana 82 Asimilacion de Nitratos 92 +26 162 + 13
Inifat 93  Fijacion Simbiotica 282 + 15 199 + 22
Inifat 93 Asimilacion de Nitratos 29+ 8 67 = 11
Inifat 94  Fijacion Simbiotica 68 + 12 114 £ 11
Inifat 94 Asimilacion de Nitratos 73+9 96 + 17

Nota: Sx = 12,5 (p<0,05), para la interaccion Modo de Nutri-
cion de N x Genotipos x Niveles de P.

cuando se cultivaron las plantas con niveles de P defi-
cientes para maximo crecimiento (Cuadro 2). Sin embar-
go el similar crecimiento radical de las plantas nutridas
con nitratos 0 el incremento en las plantas que fijaron
N2 para su crecimiento cultivadas en un suboptimo su-
ministro de P solo pudo ser posible gracias al cambio en
la distribucion de masa entre los diferentes o6rganos de
las plantas, pues a 50 uM de P las plantas produjeron
mas unidades de raices por unidad de MSA (decreci-
miento de la relacion MSA/MSR) que las plantas culti-
vadas a 250 uM de P tanto para las fijadoras de N2 del
aire como las asimiladoras de nitratos (Cuadro 3).

Al ampliar el rango de estudio a ocho genotipos en
el ensayo S2, se observo que cuando las plantas fueron
cultivadas con deficiente suministro de P, la disminu-
cion significativa (p<0,001) en la cantidad total de N,
fijado (Figura 2 A), se debid solo al decrecimiento en la
produccion de nodulos por plantas (Figura 2 B) y no en
la actividad nodular especifica que lejos de disminuir

Cuadro 2. Produccion de raiz (g planta'!) en plantas de tres ge-
notipos de caupi cultivadas en solucion nutritiva a
dos niveles de P diferentes (50 y 250) uM planta’!
semana’! y bajo dos modos de nutricion de N, fija-
cion simbidtica (N,) y asimilacion de nitratos(NO5").
Los datos corresponden al ensayo S1. Cuba.

Modo de Nutricion MSR (g planta-l)
de N 50 250

Genotipo

Habana 82 Fijacion Simbiotica 3.41 0,57 2,01 £0,36
Habana 82 Asimilacidon de Nitratos 2,11 +0,10 1,99 + 0,09

Inifat 93 Fijacion Simbidtica 1,79 0,27 1,38 £0,31
Inifat 93 Asimilacion de Nitratos 1,34 0,18 1,39 +£0,35
Inifat 94 Fijacion Simbidtica 1,76 £0,59 1,04 +£0,20
Inifat 94 Asimilacion de Nitratos 1,31 = 0,09 1,38 +0,19

Nota: Sx = 0,14 (p<0,001), para la interaccion Modo de Nutri-
cion de N x Genotipos x Niveles de P.

aumento significativamente(p<0,001) por este fenome-
no (Figura 2 C), como mecanismo para contrarrestar el
efecto depresivo ejercido por la deficiencia de P sobre
la nodulacion.

Cuadro 3. Relacidon entre unidades de MSA y MSR
(MSA/MSR) en plantas de tres genotipos de caupi
cultivadas en solucién nutritiva a dos niveles de P
diferentes (50 y 250) uM planta-! semana-! y bajo
dos modos de nutricion de N, fijacion simbiodtica
(N,) y asimilacion de nitratos(NO5). Cuba.

Modo de Nutricion MSA/MSR
de N 50 250

Genotipo

Habana 82 Fijacion Simbidtica 1,98 £0,37 5,20 0,97
Habana 82 Asimilacidon de Nitratos 2,13 +0,18 3,94 +0,12

Inifat 93 Fijacion Simbidtica 3,03+£0,66 5,11 £0,47
Inifat 93 Asimilacion de Nitratos 1,91 +£0,10 3,08 = 0,12
Inifat 94  Fijacion Simbidtica 1,66 £0,70 5,41 +0,94
Inifat 94 Asimilacion de Nitratos 2,46 = 0,59 3,71 = 0,39

Nota: Sx = 0,43 (p <0,05), para la interaccion Modo de Nutri-
cion de N x Genotipos x Niveles de P.

DISCUSION

Por lo general para leguminosa de grano se consi-
dera que: a) las plantas nutridas de N por fijacion sim-
bidtica producen menos follaje aéreo y tienen mas alto
requerimiento de P que las plantas que asimilan nitratos
(Salsac et al. 1984, Israel 1987) y b) la disminucién en
la fijacion de N, por estrés de P en plantas simbidtica
es consecuencia tanto de la disminuciéon en la produc-
cion de nddulos por plantas, como de la actividad no-
dular especifica (Jacobsen 1985, Israel 1987, 1993, Sa
e Israel 1991) lo que contradice los resultados expues-
tos en este trabajo.

Sin embargo varios estudios (Summerfield et al.
1977, Atkins et al. 1980, Khan y Khan 1981, Graham y
Scott 1984, Atkins 1984, Cassman et al. 1981) llevados
a cabo en caupi muestran que el potencial de fijacion de
N, de la especie permite que el crecimiento de estas
plantas sea comparable con las fertilizadas con nitroge-
no mineral, lo que esta en correspondencia con lo aqui
mostrado; ademéas no siempre los requerimientos de P
de las primeras superan los de las segundas (Vadez,
1996).

Las diferencias en el comportamiento de la activi-
dad de los nddulos frente al estrés de P entre la presen-
te investigacion y los reportes anteriores pueden deber-
se a: 1) diferencial respuesta de plantas de diferentes
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Figura 2. (A) N, total fijado (mg planta!), (B) masa seca nodula (g planta-!), (C) actividad nodular especifica (mg de Nfijado g

MSN-!L dia'l), en plantas de ocho genotipos de caupi cultivados en solucion nutritiva a dos niveles de P(50 y 250) uM
planta-! semana-1). Ensayo S2. Las barras indican la desviacion estandar de los valores medios. Cuba.

especies ante el mismo fendmeno y 2) a que en la ma-
yor parte de las investigaciones anteriores la fijacion de
N, fue registrada como actividad reductora del acetile-
no de raices noduladas separadas de la parte aérea y ce-
rradas en frascos herméticos lo cual ahora se sabe que
es una metodologia erronea para este tipo de investiga-
cion (Ribet y Drevon 1995).

El caupi es considerado una especie con gran habi-
lidad para incorporar el P del suelo debido a que posee
un sistema radical extenso, lo cual facilita una alta ad-
sorcion de nutrientes (Summerfield 1974, Fist et al.
1987, Marsh 1990). Sin embargo en este trabajo se
muestra que plantas de la especie sometidas a estrés de
P son capaces de incrementar la produccién de unida-
des de raices (Cuadro 2) a costa de cambio en la distri-
bucion de masa entre los distintos 6rganos de las plan-
tas (Cuadro 3) como mecanismo para incrementar la
eficiencia en la incorporacion del nutriente fosforo co-
mo fue demostrado con anterioridad por Fohse et al.
1988 en otras especies de plantas; pero que en esta es-
pecie se hace mas eficiente en plantas que se nutren de
N por via de la fijacion simbiotica.

Cuando se compar6 el comportamiento medio
frente al estrés de P de plantas de caupi con plantas de
frijol comiin en simbiosis con Rhizobium se pudo com-
probar que el caupi fijo del aire un 30% mas de nitrd-
geno que las plantas de frijol comiin con un 30% menos
de P suministrado porque mostraron una mayor activi-
dad nodular especifica, un uso més eficiente del fosfo-
ro almacenado para acumular cada unidad de N fijado
y distribuyeron el P extraido entre los diferentes 6rga-
nos de la planta de manera diferente a las plantas de fri-
jol comin (Cuadro 4) lo cual reafirma resultados ante-
riores (Cassman et al. 1981) de que el caupi es una

especie dentro de las leguminosas de grano con alta to-
lerancia a la deficiencia del nutriente fosforo.

Este comportamiento de las plantas de caupi ante
la deficiencia de fosforo puede explicar porque esta es-
pecie es mas tolerante al estrés del nutriente que otras
leguminosas de grano, siendo de gran importancia pa-
ra definir que parametros fisiologicos se deben mejorar
en su capacidad para fijar N, del aire sin elevar la do-
sis de P fertilizadas cuando se cultivan en suelos con
bajos contenidos de P disponibles.

Cuadro 4. Comparacion entre varios parametros fisiologicos rela-
cionados con la fijacion simbidtica del N, en caupi y

frijol comiin bajo deficiencia de P. Cuba.

Frijol comiin Caupi
(media de (media de
5 genotipos) 8 genotipos)
Dias a cosecha 50 48

P suministrado por semana 70 yM (12,6mg de P) 50 uM (9 mg de P)

N total fijado 90 mg 124 mg
Peso de los nddulos/planta 0,19 - 0,42(g) 0,19 - 0,40(g)
Actividad nodular especifica 55-129 12,1 -20,4

Eficiencia de uso al P 70 100

Contenido de P Foliar(%P) 0,07 - 0,10 0,10-0,21
Contenido de P nodular(%P) 0,40 - 0,50 0,42 - 0,47
Contenido de P en raices(%P) 0,13-0,16 0,08 - 0,11
Proporcion de P en los nddulos 6-12 8-19

Nota: Para el calculd del comportamiento medio de las plantas de
caupf frente al estrés de P se tomaron los resultados del ensayo S2
en el que incluyeron ocho genotipos (Habana 82; Vihales 144 A; P
903; California Blackeyes V; Inifat 93; Inifat 94 y Caupi Empresa
de Semilla. En el caso del frijol com@in se tomaron datos de ensa-
yos de la tesis de V. Vadez, 1996 que incluyd 5 genotipos( APN 18;
Bat 271; G 2633; G 12168 y G 14665).
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CONCLUSIONES

Las plantas de genotipos de caupi de uso agricola
en Cuba exhibieron un alto potencial para fijar N, del
aire los que le permiti6 a las plantas inoculadas con
Rhizobium igualar y hasta superar en crecimiento foliar
a las plantas a las que se le suministrd N en forma mi-
neral, incluso con bajo suministro de P, este comporta-
miento se debié a que las primeras mostraron una ma-
yor eficiencia del uso del P para acumular cada unidad
de masa foliar. El bajo suministro de P a plantas de
caupi en simbiosis con Rhizobium disminuye la pro-
duccion de nddulos por planta; pero para contrarrestar
este fendmeno, incrementaron la actividad nodular es-
pecifica y la produccion de raiz. La mayor tolerancia al
estrés de P de plantas de caupi comparadas con otras le-
guminosas de grano como el frijol comin se debe a que
las mismas muestran una alta actividad nodular especi-
fica y eficiencia de uso al P y una elevada proporcion
de P a los nddulos y a la parte foliar 6érganos encarga-
dos de 1a fijacion del N del aire y de la fotosintesis res-
pectivamente. Estos resultados muestran que los meca-
nismos fisiologicos empleado por las plantas de caupi
simbibticas para contrarrestar la deficiencia de P son:
elevada actividad nodular especifica y eficiencia de uso
al P, incremento en la produccién de raices y cambio en
la distribucion del P extraido.
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