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Resumen

El angico (Parapiptadenia rigida), arbol de gran porte originario de la zona norte de Uruguay,
surge como especie de interés para su incorporacién en sistemas de bosques
multipropésito, debido a su capacidad para fijar nitrdgeno atmosférico a través de su
asociacion con bacterias del grupo de los rizobios. Cepas de rizobio que habian promovido
el crecimiento en invernaculo fueron llevadas al campo para su evaluacion en el
departamento de Montevideo. Se distribuyeron con un disefio completamente al azar y se
evaluo su crecimiento a través del diametro del tronco a nivel del suelo.

La cepa correspondiente a Cupriavidus sp. UYPR2.512 promovio el crecimiento de P. rigida
de manera significativa, observandose diferencia con respecto a los controles de acuerdo al
test de Fisher y al test de Tukey a un nivel de significacion del 0,05.

La posibilidad de utilizar este tipo de biofertilizaciéon es prometedora para ser usada en
bosques multipropdsito de forma de disminuir el uso de fertilizantes quimicos.
Palabras-clave: Angico; bacterias fijadoras de nitrégeno, rizobios, PGPB, biofertilizantes;
Burkholderia sp; Cupriavidus sp; bosques multipropésito.

Abstract

Among the leguminous trees native to Uruguay, Parapiptadenia rigida (Angico), a
Mimosoideae legume, is one of the most promising species for agroforestry. Like many other
legumes, it is able to establish symbiotic associations with rhizobia. A collection of Angico-
nodulating isolates, able to promote plant growth under greenhouse conditions, was tested in
field trials in Montevideo. An assay with a completely random design was settling and the
Angico trunk diameter at the field level was measured.

A significant plant growth promotion by Cuprividus sp. UYPR2.512 strain was obtained with a
confidence level of 0.05.

Results obtained indicate that this type of biofertilisation is a promising practice to be used
for agroforestry, reducing the amount of chemical products incorporated to the environment.
Key words: Burkholderia sp; Cupriavidus sp, agroforestry, biofertilizers, rhizobia, nitrogen-
fixing bacteria.

Introduccién

En las ultimas décadas el territorio uruguayo ha visto incrementada de manera sostenida su
superficie de plantacion de especies forestales. Pinus y Eucaliptus han sido las dos especies
utilizadas para este propésito, destinandose su produccién principalmente a la extraccion de
pulpa de papel. La FAO reporta una superficie plantada de 50.000 has en el afio 2000 y el
Ministerio de Ganaderia, Agricultura y Pesca (MGAP) consigna 700.000 has para el afio
2012.
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En contraposicion a este tipo de produccion mono-especifica a gran escala, la
implementacién de sistemas mixtos agroforestales surge como una alternativa, al menos
complementaria, con el objetivo de obtener beneficios y preservar los servicios eco-
sistémicos brindados por los montes. Para este tipo de bosques se prioriza el uso de
especies nativas en tanto adaptadas al clima y al tipo de suelo y como abrigo de otras
especies locales, tanto vegetales como animales. Ultimamente, el MGAP estimula a los
productores a la implantacion de bosques multipropdsito en sus predios a través de
incentivos econdmicos.

En Uruguay se cuenta con poca informacién sobre las especies forestales nativas y no se
han desarrollado en el pais viveros dedicados a la produccion y reimplantacion de especies
arboreas nativas a gran escala y se sabe muy poco sobre el comportamiento de estas
especies a nivel de vivero y a nivel de su implantacion en campo, etapas importantes a la
hora de utilizar una especie arbérea con fines productivos.

El angico (Parapiptadenia rigida) ha sido propuesto por diversos investigadores como un
arbol de alto potencial para la forestacién y reforestacién. P. rigida pertenece a la familia
Fabaceae, subfamilia Mimosoideae (Brenan, 1963; lzaguirre and Beyhaut, 2003). Es nativa
de Sudamérica y se distribuye en Brasil austral, Paraguay, Uruguay y Argentina. Crece tanto
en suelos humedos como secos, pero con mas frecuencia en los sitios de buen drenaje. Es
una especie helidfila y pionera, ya que prospera en condiciones severas y de baja fertilidad
(Carvalho, 1994). Es un arbol caducifolio a semi-caducifolio, y alcanza alturas de hasta 35 m
y diametro a la altura del pecho (DAP) de 30 a 120 cm, con fuste cilindrico. La especie es
muy apreciada por la poblacién local gracias a sus multiples valores y es explotada por
extraccion del monte nativo en cantidades limitadas. Sin embargo, su produccién comercial
no ha sido explorada en Uruguay.

Su madera de alta densidad (0,.74 — 0,98 g/cm?®) y resistente a las condiciones naturales es
muy utilizada (Brenan, 1963; Izaguirre and Beyhaut, 2003). Ademas de su uso para la
fabricacion de herramientas, muebles y construcciones de casas, los pisos de parquet de
color rojizo son muy apreciados. Su alto poder caldrico y el escaso humo que produce al
quemarse la hace muy apta como combustible. Otros usos reportados son la produccién de
gomas, taninos y aceites esenciales. Sus extractos medicinales han sido incluidos en la
Farmacopea brasilera (de Souza et al., 2004; Schmidt et al.,, 2010). Se la utiliza también
como forrajera para ganado vacuno por su alto poder de regeneracion de brotes.

Su capacidad para establecer relaciones simbidticas con bacterias fijadoras de nitrégeno del
grupo de los rizobios ha sido ampliamente documentada (Faria et al., 1989; Franco and
Faria, 1997; Frioni et al., 1998; Moreira, 2008). Los simbiontes nativos se perfilan como
importantes bio-fertilizantes naturales y su utilizacién aportaria grandes ventajas en la
produccioén sin afectar negativamente el ecosistema en el que se desarrolla.

La fijacién biolégica de nitrdgeno surge como una alternativa natural a la falta de este
elemento en los suelos cultivables. A su vez la utilizacién de una via biolégica de adquisicién
de nitrdgeno disminuye la pérdida de este elemento en el suelo, cuyos excesos contaminan
los cuerpos de agua por escorrentia con la posibilidad de desencadenar procesos de
eutrofizacién. También disminuye significativamente el gasto proveniente de compuestos
organicos altamente energéticos como el petréleo, necesario en la produccion de
fertilizantes quimicos.
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Nuestro grupo de trabajo ha realizado una prospeccién de cepas naturales asociadas a
angico generandose una coleccion de mas de 50 cepas bacterianas simbiontes de esta
especie arboérea. Las cepas fueron caracterizadas por técnicas de biologia molecular y de
microbiologia clasica encontrandose que el género bacteriano predominante fue
Burkholderia aunque también se encontraron cepas de Cupriavidus, Ensifer y Rhizobium
(Taulé et al., 2012). Ensayos realizados en condiciones de cultivo controladas (solario e
invernaculo) mostraron que gran parte de los aislamientos promovian el crecimiento de
plantas crecidas sin el agregado de N. Algunas de las cepas que promovieron el
crecimiento vegetal fueron utilizadas para ser ensayadas en condiciones de campo.

HIPOTESIS: Existen bacterias del grupo de los rizobios que promocionan mas
efectivamente que otras el crecimiento del angico y pueden ser utilizados como inoculantes
naturales para la explotacion de esta especie arbérea.

OBJETIVO: Determinar la eficiencia de algunas cepas de rizobio naturalmente asociadas a
angico en condiciones de cultivo a campo fuera de las zonas naturales de distribucién de la
especie.

Metodologia

Plantas. Las semillas para la produccion de mudas fueron colectadas en el Departamento de
Artigas (ROU), zona de distribucion natural de la especie, en un rodal afiejo, plantado en
una propiedad privada. Las mismas fueron sembradas en bolsas de cultivo con 1,5 Kg de
sustrato de tierra:arena:compost en iguales proporciones.

Preparacion del indculo bacteriano. Las cepas empleadas en el ensayo fueron Burkholderia
sp. UYPR1.413, Burkholderia sp. UYPR 5.94, Cupriavidus sp. UYPR2.512 y Cupriavidus sp.
UYPR2.55. A partir de una alicuota de una suspension celular almacenada a -80 °C en
glicerol 25 % (v/v) se sembraron 5 ml de medio de cultivo YMA+G con la siguiente
composicion: K;HPO, 0,5 g/l, MgS0O,.7H,0 0,2 g/l, NaCl 0,1 g/l, extracto de levadura 0,5 g/I,
manitol 10g/l, glutamato 1g/l, pH 6,8. El cultivo se crecié con agitacion a 30 °C hasta
alcanzar una DO a 620 nm de aprox. 1. Se realizé una dilucion en agua hasta obtener aprox.
1 x 10 "células por ml la cual fue empleada para inocular las plantas.

Sitio_del ensayo. El predio de plantacién, de 8.000 m?, se encuentra situado en el
Departamento de Montevideo, ROU (GPS. S34°46'54.83”, W56°14’19.95”) y pertenece al
programa de Montevideo Rural de la Intendencia Municipal de Montevideo.

El historial del predio es de cultivo de legumbres organicas.

Inoculacién. Dos semanas luego de germinadas las plantulas fueron inoculadas con una
suspension de rizobios de Burkholderia sp. UYPR1.413 y Cupriavidus sp. UYPR2.512 de 1 x
10" CFU por planta y re-inoculadas 30 dias después con una suspension similar. Una
mezcla de las 2 cepas (MIX) con alrededor de 1 x 10’ CFU de cada tipo asi como una
mezcla con Burkholderia sp. UYPR1.413, Burkholderia sp. UYPR 5.94, Cupriavidus sp.
UYPR2.512 y Cupriavidus sp. UYPR2.55 (M4) se incluyeron en el ensayo Un ml de agua
estéril fue agregado a los controles negativos y KNO3 0,05 % (p/v) a los controles positivos
de fertilizacion nitrogenada.

Se distribuyeron al azar 30 repeticiones de cada tratamiento en invernaculo con un
fotoperiodo de 16/8 luz/oscuridad a una temperatura media de 26 °C.
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Luego de 8 meses de crecimiento en invernaculo, en el mes de mayo de 2010, las mudas
fueron llevadas al campo y plantadas con su terréon. Tres repeticiones de 10 plantas cada
una fueron dispuestas con un disefio completamente al azar, conformando lineas con
distancias de 2 metros entre plantas y 4 metros entre lineas.

Se plantaron lineas de plantas sin tratamiento entre las repeticiones inoculadas como
barrera entre los mismos. Se colocaron protecciones para la depredaciéon por liebres en
forma de redes individuales con tutores. Dos cortes anuales de las zonas entre lineas fueron
realizadas por parte del personal de la Intendencia Municipal de Montevideo a quien
pertenece el predio.

Para evaluar el crecimiento vegetal se midié el diametro de tronco a nivel del suelo con
calibre digital.

Evaluacién de la promocion del crecimiento

Las mediciones fueron realizadas el dia de la plantacién a campo y hacia fines del periodo
de crecimiento anual (abril-mayo) los siguientes afios, realizandose la ultima medicién el 6
de mayo de 2014.

Las diferencias entre los tratamientos fueron evaluadas con el test de Fisher y el test
comparativo de Tukey a un nivel de significancia del 0,05.

Resultados y discusién
P. rigida respondié a los tratamientos de inoculacién con diferentes cepas de rizobios,
observandose diferencias en el crecimiento con respecto a los testigos (Fig. 1).

La cepa que mas se destacéd fue Cupriavidus sp. UYPR2.512, lograndose duplicar el
diametro del tronco de las plantas inoculadas con esta cepa con respecto a los controles
fertilizados y sin tratamiento (Fig.1).
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FIGURA 1. Respuesta de P. rigida a la inoculacion con diferentes cepas de rizobio en el
Departamento de Montevideo, Uruguay.

La capacidad del angico para desarrollarse en suelos pobres y la existencia de rizobios
naturales que promueven su crecimiento hace promisoria a esta especie para su cultivo en
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sistemas agrobiolégicos, ya sea para explotacibn maderera o para su introduccién en
bosques multipropdsito.

Se observa que el tiempo de respuesta a la inoculacion es de varios afios, ya que recién al
cuarto afo pudieron evidenciarse las diferencias en el crecimiento de los fustes. De todas
maneras esto no es un inconveniente cuando se trata de especies de crecimiento medio con
perspectivas de explotacion a largo plazo.

Mediciones mas certeras podrian ser realizadas a los fines de verificar el efecto de la fijacién
de nitrégeno sobre el suelo y la planta a largo plazo pero esto requeriria la realizacion de
analisis de suelo regulares y de analisis de nitrégeno en el material vegetal.

Considerando que el nitrogeno es una de las principales fuentes de nutrientes del vegetal, el
valor de crecimiento inferido a través del diametro del tronco parece ser un buen indicador.
Andlisis complementarios podrian ser programados en un futuro en las mismas parcelas en
las que fue realizado el presente ensayo.

Una etapa importante resta a desarrollar y es la de hacer llegar este conocimiento a los
potenciales productores que estén interesados en la implantacion de bosques
multiproposito. Destacar las ventajas de la especie y realizar el asesoramiento para que el
productor pueda producir sus propios arboles e inocularlos con estas cepas seria un
escenario deseable.
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