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Resumen

El lupulo (Humulus lupulus) es una planta aromatica cultivada con fines industriales, casi
exclusivamente cerveceros. Sus flores o “conos” contienen resinas que le confieren a la cerveza el
sabor amargo y la estabilidad, y aceites esenciales que caracterizan su aroma. La Comarca Andina
del paralelo 42°, es uno de los dos lugares del pais donde se produce lipulo. El manejo del cultivo
se realiza de manera convencional, siendo la mayor parte de los agroquimicos utilizados,
fertilizantes. Dentro de las alternativas organicas que podrian utilizarse para favorecer la nutricién
del cultivo, se encuentra la adicidén de bacterias rizosféricas, que son un tipo de microorganismos
que coloniza las raices de algunas plantas en una relacion simbiética, favoreciendo su nutricion y
sanidad a través de diferentes mecanismos. El objetivo de este trabajo es evaluar la respuesta del
cultivo de Iupulo al tratamiento con bacterias rizosféricas, medida como biomasa acumulada. Se
evaluaron: Azospirillum brasilense; Pseudomonas fluorescens;, Bacillus subtilis y un producto
tribacterial llamado PGPR® (Plant Growth Promoting Rhizobacteria). Se realizaron dos ensayos a
campo utilizando plantas de la variedad Nugget (variedad de alta resina); un ensayo se realiz6 en
vivero a campo y el otro en una plantacion adulta en etapa productiva; los biofertilizantes fueron
aplicados en solucion acuosa sobre la cepa de cada individuo; en el momento de la cosecha se
tomaron datos sobre las variables respuesta: biomasa/planta y conos/planta. El analisis estadistico
de los datos no mostr6 diferencias significativas con respecto al testigo pero si tendencias positivas
al tratamiento con PGPR en el ensayo de vivero. En el caso de la plantacion adulta, a pesar de
haber montado un DCA, no se pudo hacer un analisis estadistico, ya que las plantas se
cosecharon en grupos por tratamiento y no individualmente (por impedimentos operativos del
establecimiento en época de plena cosecha), se obtuvieron valores promedio favorables para los

tratamientos Azospirillum brasilense y Pseudomonas fluorescens.



Introduccion

El lapulo (Humulus lupulus) es una especie de la familia Cannabinaceae; originaria de
Norteamérica, Europa y Asia central. Es una especie dioica y, exceptuando el uso de
individuos masculinos para mejoramiento genético, el cultivo se realiza con plantas
femeninas. Es una planta longeva, trepadora, y con fuerte dominancia apical. La parte
subterranea de la planta (raiz, cepal y rizomas), es perenne mientras que la parte acrea es
anual. Los tallos o guias son hexagonales, volubles y poseen seis lineas de pelos fijadores, que
contribuyen en su adherencia a los tutores. Los tallos o “guias” crecen en el sentido de las
agujas del reloj alrededor del tutor, y pueden sobrepasar los 6 metros de altura. Las hojas son
opuestas y palmatilobuladas. En los dos tercios superiores de las guias principales las yemas
axilares generan guias laterales que cargan espigas de flores monoclamideas con perigonio
sepaloide. El ovario es supero, gamocarpelar, y en caso de ocurrir la fecundacion, el fruto es
un aquenio. A medida que las espigas se transforman en infrutescencias llamadas "conos", en
la base de las bracteas se van formando las glandulas que producen “lupulina”, nombre

vulgar de la sustancia amarilla que se observa en la foto 2.

Foto 1. Planta de lapulo con conos. Foto 2. Corte transversal de un cono.

il o ~ . . 7
Se llama “cepa” al rizoma lefioso que permanece enterrado durante el invierno y del cual brotan las guias en
primavera.



La lupulina es una sustancia compleja, indispensable e insustituible en la elaboracién
de cerveza ya que la industria quimica no ha logrado sintetizarla. Estd compuesta tanto por
resinas que le confieren a la cerveza el sabor amargo y la estabilidad, como por aceites
esenciales que caracterizan su aroma. Desde el punto de vista cervecero, existen 2 grandes
grupos de lapulos: los aromaticos y los de alta resina, aunque también podria hablarse de un
tercer grupo de lupulos doble propoésito. En el mundo de la cerveza artesanal, donde se suele
innovar todo el tiempo durante el proceso de elaboracion, hoy se asume que casi todos los

lupulos son multipropésito, dependiendo de las técnicas empleadas durante su utilizacion.

La composicién quimica de la lupulina es una caracteristica varietal, aunque también
se ve modificada por las condiciones agroecoldgicas del cultivo, el manipuleo de los conos en
la cosecha, y las condiciones de secado y almacenamiento. Las resinas se dividen en dos
grupos: resinas blandas y resinas duras. Dentro de las resinas blandas se encuentran los acidos
alfa, que son las sustancias a las que se les da mayor importancia y se utilizan como indice en
la apreciacion del producto, y los 4cidos beta. Las resinas duras son las que aumentan con el

manejo deficiente, y son el producto de la oxidacion y polimerizaciéon de las del primer grupo

(Leskovar, 1978).

La variedad de lapulo utilizada en este trabajo fue Nugget, una variedad amarga de
alta resina (ver % Acidos alfa, Tabla 1), desarrollada en el marco del programa de
mejoramiento genético del U.S.D.A. en Oregon, en 1983, y actualmente difundida en varios
paises (HGA, 2011). Una caracteristica interesante de la variedad Nugget es que tiene buena
estabilidad durante el almacenamiento (HGA, 2011). Se trata de una variedad resistente a
Powdery Mildew u Oidio (Ag. Causal Podosphaera macularis) pero susceptible a Verticillum
(Ag. Causal Verticillium spp), y a Downy Mildew o Peronospora (Ag. Causal

Pseudoperonospora humuli) (Gent, 2010). Quizas debido a esta ultima patologia, en la
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Comarca Andina no expresa los rendimientos potenciales de la variedad, ni en kilos por
hectarea ni tampoco en sus niveles de resinas alfa. Por esta razén se esta volviendo a poner
énfasis en el cultivo de variedades mejor aclimatadas como Cascade, una variedad aromética

que ocupa la mayor superficie local de este cultivo.

Tabla 1. Datos sobre composicion quimica, comportamiento en el almacenamiento y
posibles sustitutos de la variedad Nugget (HGA 2011).

Acidos Alfa 9—14,0%
Acidos Beta 42 —-5,8%
Cohumulona (% de acidos Alfa) 22 -26%
Aceites totales (ml / 100 gr) de lupulo seco. 1,8-22
Mirceno ( % del total de aceites ) 48 - 55%
Cariofileno ( % del total de aceites) 7,0 —9,0%
Humulona (% del total de aceites) 16 - 19%
Farneseno (% del total de aceites) <1,0%
Almacenamiento (% acidos alfa después de 6 meses de | 76%
almacenado a 20° C)

Posibles variedades sustitutas Galena, CTZ, Magnum

La Comarca Andina del paralelo 42°, junto con las localidades de Fernandez Oro y
Guerrico (Provincia de Rio Negro), son los unicos lugares del pais donde se produce lupulo.
Segun Danklmaier ef al. (2012), el cultivo de lapulo ocupa el segundo lugar en cantidad de
superficie plantada en la comarca, luego del conjunto de las frutas finas o chicas. No obstante,
dicha superficie es insuficiente para cubrir la demanda regional de lupulo. Argentina

histéricamente produce menor cantidad de lupulo de la que consume el mercado interno, y



dadas las condiciones agroecologicas que exige el cultivo, es el tnico productor de lupulo de

América del Sur (Rosati, 2013).

La ubicacion geografica de la Comarca® y sus particularidades climaticas hacen de esta
zona un sitio muy apto para el cultivo de lupulo. Entre los principales requerimientos, el
cultivo necesita que las areas de produccion se ubiquen a elevada latitud (entre 35° y 55%), ya
que una de las exigencias para alcanzar un buen rendimiento de flores y resina es la cantidad
de horas de luz en la época de floracion (requieren mas de 15 horas). La Comarca abarca un
valle fértil que posee una altitud media de 350 m.s.n.m., protegido por cordones montafiosos
de hasta 2000 m.s.n.m, posibilitando producciones agricolas intensivas a través del
microclima generado. La temperatura media anual es del orden de los 9,8 °C, siendo enero el
mes mas calido con 16,2 °C y julio el mes mas frio con 3,6 °C de valor medio. La
precipitacion anual es del orden de los 920 mm, con marcada concentracion invernal (mayo a
agosto). En el verano las medias mensuales son del orden de los 25 a 30 milimetros, lo cual se
traduce en veranos secos con humedades relativas bajas (30—40 % promedio durante el dia)
(Inta 2008). De acuerdo a Leskovar (1978) esta caracteristica es muy favorable para el

cultivo al hacerlo menos propenso al ataques de enfermedades fingicas.

Entre las adversidades climaticas mas importantes para el cultivo, el valle posee
ventajas en cuanto a los vientos. Los mayores valores se registran en primavera-verano con
promedios de 8,5 a 9 Km/h y direccion predominante en el sentido Norte a Sur. En Mallin
Ahogado la situacion puede ser algo mas desfavorable. Aunque son poco usuales las heladas

tardias, se considera que la zona no tiene periodo libre de heladas ya que en enero, que es el

2 Cabe aclarar que si bien se denomina Comarca Andina del Paralelo 42 al grupo de
poblaciones, ciudades y parajes ubicados en el noroeste de la Provincia del Chubut y suroeste
de la Provincia de Rio Negro, por los alcances de este trabajo nos referiremos en particular al
valle de El Bolson, Lago Puelo, y al Paraje Mallin Ahogado.



mes mas calido, se produce al menos una helada cada diez afios, incrementandose a tres con la

altitud. No hay registros de granizo que genere dafio a los cultivos (INTA, 2008).

A pesar de las ventajas climaticas y sanitarias para el cultivo de lipulo en la Comarca,
actualmente no hay parcelas o cuadros de produccion organica. Del total de agroquimicos
empleados durante el ciclo del cultivo, la mayor parte corresponde a fertilizantes. Con el
objetivo de alcanzar altos rendimientos por hectarea, la mayoria de los productores adicionan
nitrégeno, fosforo, potasio, azufre y magnesio entre los principales nutrientes, ya que debido a
la gran masa vegetativa que produce el cultivo, resulta muy extractivo: una hectarea de ltpulo
puede extraer anualmente alrededor de 254 kg de N, 85 kg de P205 y 157 kg K20 (Leskovar,
1978). Para asegurar una adecuada nutriciéon, ademas de adicionar nutrientes es necesario
poner énfasis en los procesos que ocurren en el suelo una vez que estos elementos son
agregados, ya que por ejemplo, fosforo y potasio pueden quedar bajo formas insolubles y el
nitrogeno puede ser facilmente lixiviado o volatilizado. Uno de los factores que determina la
naturaleza de estos procesos es la presencia de microorganismos: hongos y bacterias. Por otra
parte, la aplicacion excesiva de productos, ademas de redundar en costos marginales elevados,
y no traer aparejado beneficios para la produccidén, puede atentar contra el ambiente,
posibilitando la contaminacién del suelo y de los cursos de agua, lo que puede ocurrir por el

lavado o acumulacion de nutrientes que no son utilizados por el cultivo (Conti, 2000).

El lapulo se cultiva de manera intensiva, con cierto grado de mecanizacioén (uso de
tractor agricola y numerosos implementos), para el manejo de la plantacion a escala
comercial. Entre las principales labores se destacan las sucesivas labranzas con rastra de
disco, ya sea para la apertura anual de los surcos, la incorporaciéon de abonos, el control de
malezas o el aporque durante la temporada de crecimiento. Este tipo de manejo genera un

fuerte impacto en la fertilidad fisica, quimica y biologica del suelo, ya que rompe la estructura
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del horizonte superficial, elimina microorganismos y mineraliza materia organica rapidamente
(Conti, 2000). La adicion de abonos y el agregado de bacterias promotoras de crecimiento
son practicas que podrian utilizarse para contrarrestar el efecto negativo de las labranzas y
mejorar la disponibilidad y captacion de nutrientes por el cultivo. En este sentido, la adicién
de bacterias al suelo, a las plantas o a las semillas, cobra cada vez mayor importancia como
practica agrondmica en otros cultivos (Rodriguez Fraga, 1999). Ademads, resulta ventajoso
aplicar estos biofertilizantes en etapas tempranas del desarrollo de las plantas, ya que se
estaran seleccionando los microorganismos que colonizaran la raiz y de este modo asegurando
desde el inicio del cultivo una interaccion benéfica para las plantas (Green Quality, 2014). En
cualquier caso, la biofertilizaciéon con bacterias se propone como un complemento de la

fertilizacion convencional u organica, y no como una alternativa.

La rizdsfera es la parte del suelo que se encuentra en contacto con la raiz de la planta.
Es una zona de gran actividad microbiana, ya que las raices exudan compuestos carbonados
que son utilizados por los microorganismos como fuente de energia. De las bacterias
presentes en el suelo en forma natural, las rizobacterias son un tipo de microorganismo que
coloniza las raices de algunas plantas en una relacion simbidtica, de tipo mutualista. Estos
microorganismos utilizan diferentes mecanismos que favorecen el crecimiento de los cultivos
en forma significativa, ya sea mediante la nutricion y/o la sanidad de las plantas (Cassan,

Garcia de Salamone, 2008).

El objetivo de este trabajo es conocer la respuesta del cultivo de lapulo medida como
biomasa acumulada, a la aplicacion de las siguientes bacterias rizosfericas: Azospirillum
brasilense, Pseudomonas fluorescens, Bacillus subtilis y un consorcio tribacterial llamado
PGPR®. Las variables respuesta consideradas son: el rendimiento de conos/planta y el peso

total de la biomasa/planta.



La hipdtesis del trabajo propone que “la adicién de rizobacterias constituye una
practica agrondmica ventajosa en el cultivo de lupulo variedad Nugget, con incrementos de
rendimiento y/o biomasa medibles y significativos; siendo posible ademds que se encuentren

resultados diferentes dependiendo de la etapa ontogénica del cultivo”

Las bacterias rizosféricas que se evalian en este trabajo poseen variadas
caracteristicas. Azospirillum brasilense es una bacteria fijadora de nitrogeno atmosférico,
pero ademas es un microorganismo con probados efectos sobre la produccion de fitohormonas
como auxinas, que estimulan el desarrollo radicular; citoquininas y giberelinas, que
promueven la elongacion del tallo; y etileno y acido abcisico, que protegen a las plantas en
condiciones de estrés (invasion de patdgenos del suelo, falta de agua, exceso de salinidad,
falta de nutrientes, vientos fuertes u otros). Ademas, produce sider6foros para captar hierro
del suelo, lo que le permite competir con otros microorganismos por este nutriente esencial
para su desarrollo (Cassan, Garcia de Salamone, 2008; Green Quality, 2014). Pseudomonas
fluorescens tiene la capacidad de solubilizar fosforo inorganico y liberar fosfatos a la solucion
del suelo. Los mecanismos que intervienen son la disminucién del pH del suelo producto de la
liberacién de 4cidos orgéanicos, y la produccion de enzimas fosfatasas, que liberan los grupos
fosfato de la materia organica (Rodriguez, Fraga, 1999; Green Quality 2014). A su vez, esta
bacteria es utilizada en el control bioldogico de enfermedades ya que también produce
sider6foros, HCN (4cido cianhidrico) y sustancias antibidticas (Antoun, Prevost, 2006).
Bacillus spp. es un género con una gran cantidad de especies que intervienen en procesos de
degradacién de diversos sustratos animales o vegetales (quitina, proteinas, celulosa, almiddn,
pectinas, hidrocarburos, etc.), y son utilizadas en el biocontrol de plagas y enfermedades ya
que secretan metabolitos extracelulares que resultan inhibitorios de numerosos agentes

patogenos (ain a bajas concentraciones). Algunas especies producen antibiéticos como:
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bacitracina, polimixina, tirocidina, gramicidina y circulina (Corrales, 2011). Bacillus subtilis
es una bacteria aerdbica esporulada y dentro de las bacterias biocontroladoras de
enfermedades, es una de las de mayor difusion, muy probablemente debido a que posee una
alta adaptacion a diferentes condiciones de pH, temperatura, humedad y/o ausencia de medio
nutritivo (Benintende, 2008). Diferentes cepas de B. subtilis son productoras de antibidticos
antifingicos y se utilizan en varios cultivos para inhibir patdgenos como Fusarium
oxysporum f- sp. ciceris, agente causal de la marchitez fusarial en arveja, o Rhizoctonia solani,
agente causal de damping-off en el cultivo de tomate (Antoun, Prevost, 2006). El inoculante
PGPR® es un producto tribacterial desarrollado por la empresa Green Quality, que incluye
Azospirillum brasilense, Pseudomonas fluorescens y Bradyrhizobium japonicum. Este
consorcio bacterial aprovecha el sinergismo de los distintos efectos benéficos mencionados
anteriormente, que cada tipo de bacteria genera en los cultivos donde se aplica (Green

Quality, 2014).

Los antecedentes regionales de este estudio estan basados en las experiencias de las
temporada de lapulo 2009-2010, donde se realiz6 una primera evaluacién de los promotores
de crecimiento Potenza®, Bacillus subtilis y PGPR®, en un establecimiento de produccion de
lapulo en Mallin Ahogado (El Bolson); y en la temporada 2010-2011 donde se evaluaron dos
de estos promotores de crecimiento, PGPR® y B. subtilis en dos establecimientos de
produccion de lapulo en el Camino de los Nogales (El Bolsén). Los dos ensayos arrojaron

resultados significativos encontrandose incrementos en la produccidon cercanos al 20% en

2009-2010 y 29% en 2010-2011. (Testa, Sdenz, 2011)
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Materiales y métodos

Se realizaron dos ensayos con plantas de la variedad Nugget en distintas etapas
ontogénicas. Por un lado, se mont6 un ensayo en vivero a campo, implantado este mismo afio,
en una chacra en el Camino de los Nogales (Ensayo N°1, en vivero). Por otra parte, se monto6
un ensayo en una plantacion adulta, de una chacra situada en el Paraje Mallin Ahogado
(Ensayo N° 2, plantacion adulta). El periodo de trabajo fue de septiembre de 2011 a marzo de
2012. En los 2 cuadros, la poblacion en estudio recibi6 el manejo normal de la chacra para el

estadio de cultivo, en cuanto a la fertilidad, labores culturales, aspectos sanitarios, etc.
Ensayo N° 1 en Vivero (Camino de los Nogales)

En el ensayo de vivero a campo se trabajo con plantas nuevas, multiplicadas de forma
vegetativa a partir de “podos” (rizomas), extraidos de cuadros adultos de predios cercanos
(foto 3). Como tratamiento preventivo antifingico, previo a la plantacién, los podos fueron
sumergidos por 30 minutos en una soluciéon de oxicloruro de cobre al 0,5%. La superficie
total del cuadro fue de 0,75 ha, la distancia de plantacion en la linea fue de 0,5 metros y la
distancia entre lineas de 2,25 metros, lo que significa una densidad de 8889 plantas/ha. Se
realizaron hoyos de plantacion de aproximadamente 20 cm de didmetro por 20 cm de
profundidad y se deposité en cada uno, una palada de abono de chivo compostado como
abono individual de base. Con el objetivo de asegurar el establecimiento de individuos en
cada hoyo de plantacién, cuando el tamafio de los podos fue superior a 10 cm de largo se
colocaron 2 podos en cada hoyo, mientras que cuando fue menor a 10 cm se colocaron 4 en
cada hoyo. La foto N° 3 muestra el rango de tamafio de los podos utilizados, que fue de 7 cm

a l2cm!
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Foto 3. Podos de lupulo. Obsérvese la variabilidad en el tamafio de los podos utilizados.

El riego del cuadro fue por goteo programado, sobredimensionando la demanda
hidrica del vivero, ya que la lamina entregada fue dispuesta segiin la evapotranspiracion
potencial del cultivo adulto en pleno crecimiento (8 mm/dia). Esto se debi6 a razones
operativas propias del sistema automatizado de riego por goteo, mas a que a una decision de
manejo del ensayo. El emplazamiento del vivero implicé la realizacion de distintas tareas,
algunas de las cuales se llevaron a cabo manualmente (plantacion, abonada de base, postura
de hilo, envoltura, desmalezado y carpida), mientras que otras fueron mecanizadas con uso de
tractor e implementos agricolas (pulverizadora de turbina, rastra de discos, aporcador). ). En

el anexo I se presenta el cuaderno de campo de la chacra del Camino de los Nogales.

Diseiio experimental del ensayo

Para homogeneizar las condiciones ambientales del ensayo se delimitd un area interna
dentro del lote (Cuadro 5 para el establecimiento), dejando fuera tres surcos o “melgas” de
bordura del lado Este y Oeste, y 20 plantas en cada cabecera (Norte y Sur) (Foto 4). Esto

significé una bordura perimetral de 8-10 metros, aproximadamente.

12



P O

Foto 4. Lote donde se monté el ensayo de vivero de Nugget, de la chacra del camino de los
Nogales (Cuadro N° 5, para el establecimiento).

El sistema de conduccion del vivero se planted6 de modo tal que cada hilo sirviera
como soporte para 4 (cuatro) plantas, de manera que en este ensayo, la unidad experimental es
un hilo o “parcela de 4 plantas” en lugar de un individuo. La poblacién del ensayo fue de 75
parcelas de 4 plantas, todas dentro de un rango de altura de guias de 30 cm a 50 cm (al
momento de aplicar los tratamientos, en la ultima semana de octubre), Para evitar
interferencias entre los diferentes tratamientos, se considerd un area buffer minima de 1,25 m
de distancia entre parcelas. Una vez determinada la poblacién, se constituyeron al azar
(sorteo), cinco muestras (correspondientes a los 5 tratamientos), de 15 parcelas cada una,
identificadas en el campo con cintas de colores. Es decir que cada tratamiento tuvo 15

repeticiones.

Se evaluaron 4 productos de Laboratorios Green Quality S.A. y un testigo, por lo que

fueron 5 tratamientos:

13



T1 PGPR®

T2 Azospirillum brasilense

T3 Pseudomonas fluorescens

T4 Bacillus subtilis

T5 testigo.

La aplicacion de los tratamientos se realiz6 el 31 de octubre de 2012, momento inicial
de la etapa vegetativa, cuando las guias median entre 30 cm - 50 cm de altura. La dosis por
planta fue de 10 ml/planta de producto concentrado, lo que equivaldria a 33 litros de
producto/ha en densidades normales de plantacion para la zona, en dicha variedad de lupulo

(10.000m2 / (3m x 1m) = 3.333 plantas/ha).

A continuacion se detalla la informacion brindada por el fabricante del producto, sobre
la concentracidn de bacterias, expresada en unidades formadoras de colonia por ml (UFC/ml),

al momento de la elaboracion del producto:

T1: PGPR®  -Azospirillum brasilense 2 mayor a 5x108 UFC/ml

-Pseudomonas fluorescens = mayor a 1x109 UFC/ml

-Bradyrhizobium japonicum = mayor a 3x109 UFC/ml

T2: Azospirillum brasilense —> mayor a 1x109 UFC/ml

T3: Pseudomonas fluorescens - mayor a 1x109 UFC/ml

T4: Bacillus subtilis - mayor a 3x108 UFC/ml

14



Con el objeto de lograr una correcta penetracion de las bacterias hacia la zona de la
rizésfera, la dosis mencionada fue diluida en 250 ml de solucién acuosa y se aplico en la zona

de la cepa de cada planta.

Para determinar el momento de cosecha, se realizaron muestreos periédicos durante
los primeros dias del mes de marzo, monitoreando el porcentaje de materia seca de los conos,
de manera que coincidiese con el momento de dptima concentracion de resinas alfa, que para
esta variedad, se consigue cuando el porcentaje de materia seca de los conos es del 23%

(Oregon Hop Commission, 2014).

Previo a la cosecha se contabilizaron las plantas que prosperaron o sobrevivieron en
cada parcela (algunos individuos se perdieron por accidentes en las carpidas), a fin de poder
afectar los resultados a la cantidad de individuos que correspondiese, consiguiendo expresar
asi los resultados por individuo. La cosecha se realiz6 manualmente el dia 10 de marzo de
2012, cortando las plantas a 30 cm del suelo. Se tomaron datos sobre el peso de biomasa
total/parcela; se separaron los conos y se tomaron datos sobre peso de conos/parcela. Se
deshidrato una muestra del material vegetal, para luego afectar los valores de biomasa verde
de cada medicion por el indice de contenido de humedad del material deshidratado3 y el
namero de individuos sobrevivientes en cada parcela,, obteniendo asi el peso seco de la planta

entera y el peso seco de los conos como variables respuesta.

El analisis de datos se llevd a cabo con el paquete estadistico Infostat. Se realizaron
andlisis de varianza sobre las diferentes variables (peso seco de biomasa/planta, peso seco de

conos/planta), y mediante el test de Fisher (Alfa=0,05) se establecieron las diferencias entre

*No podemos hablar de Materia Seca, ya que el contenido final de humedad luego del proceso de
deshidratado llevado a cabo en los propios secaderos de lipulo del establecimiento no es cero sino 8-10%.
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tratamientos (Anexo II). Para la construccion de graficos se utilizé el sistema de tablas

dindmicas de MS Excel.
Ensayo N° 2. Plantacion adulta (Paraje, Mallin Ahogado)

El ensayo se llevd a cabo en un cuadro adulto de Nugget (uno de los primeros
plantados en la zona con esta variedad), y que hoy posee mas de 10 afios. Como en el ensayo
anterior, se delimité un 4rea estableciendo una bordura perimetral de aproximadamente 9 m,
se seleccionaron al azar 75 individuos, y luego se constituyeron del mismo modo 5 muestras
de 15 individuos cada una. Los tratamientos ensayados fueron los mismos: T1 PGPR®; T2
Azospirillum brasilense; T3 Pseudomonas fluorescens; T4 Bacillus subtilis y T5 testigo. Los
productos tenian la misma concentracion de bacterias especificada anteriormente. Al igual
que en el caso anterior, la dosis concentrada de producto fue de 10 ml/planta, pero en este
caso la dilucidn se realizé en 500 ml de solucion acuosa para mejorar la penetracion, ya que el
tamafio de la cepa es mucho mayor en las plantas adultas. Por el disefio de plantacién de este
cuadro (2,8 m x 0,7 m), la densidad era de 5102 plantas/ha (10.000 m2/ (2,8 m x 0,7 m) =
5102), de manera que dicha dosis individual equivaldria a 51 litros de producto/ha. Los
tratamientos fueron aplicados el 15 de noviembre de 2011, momento en que el cultivo ya
estaba “envuelto” o “entutorado”, encontrandose en fase vegetativa de rdpido crecimiento

(guias de 120-150 cm. de altura).

El manejo agronémico de este cuadro fue diferente al del ensayo anterior ya que
correspondia a un cuadro adulto en produccion comercial, pero los productos utilizados
(fertilizantes, herbicidas, etc.), fueron practicamente los mismos. Algunas diferencias leves de

manejo, pudieron haber estado relacionadas con los momentos de aplicacion.
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La cosecha se realizo el dia 16 de marzo de 2012, en el momento 6ptimo de porcentaje
de resinas alfa en los conos, por la urgencia del productor en realizar la cosecha, se utilizo la
forma convencional: recoleccion manual de guias enteras a campo y “pelado” de guias en
forma mecanizada bajo galpén. Las plantas pasaron por la cosechadora agrupadas por
tratamiento, para poder obtener resultados medibles por lote. Esta metodologia, en la cual no
se individualizaron las mediciones de cada individuo, resultdé muy ejecutiva, pero impidi6 la
realizacion de cualquier tipo de andlisis estadistico de los datos al no haber repeticiones, con
lo cual sélo fue posible comparar entre los promedios de cada tratamiento. El valor de peso
del material vegetal verde fue corregido con el indice de contenido de humedad del material
deshidratado y con el indice de porcentaje de materia extrafia, ya que en el pelado mecénico

siempre se mezclan restos de hojas o guias.

Ademas, en este ensayo se tomo en cada tratamiento una muestra compuesta de flores
secas y se remitieron a la localidad de Fernandez Oro, en el Alto Valle de Rio Negro donde se
analiz6 en laboratorio4 el % de resinas Alfa y Beta, y el HSI (Hop Storage Index, estimador
del grado de oxidacién del producto). Al no haber repeticiones, no se pudo realizar ningiin

analisis estadistico con los resultados de estas muestras.
Resultados
Ensayo N° 1. Vivero (Camino de los Nogales)

En la Tabla 2 se presentan los resultados obtenidos y analizados estadisticamente

sobre biomasa seca/planta y rendimiento de conos secos/planta para cada tratamiento.

*Gentileza de Cerveceria y Malteria Quilmes
17



Tabla 2. Ensayo N°l Vivero, Camino de los Nogales. Valores medios de rendimiento
medido en biomasa seca/planta y conos secos/planta para cada tratamiento. Para cada valor
medio, se indica el desvio estandar entre paréntesis. Letras distintas significan diferencias
significativas (p < 0,05). A modo descriptivo se presenta el calculo de los valores promedio de
rendimiento de conos secos/ha de vivero.

Tratamiento PGPR Azospirillm |Pseudomonas | Bacillus Testigo

Biomasa seca/planta

(media en gr) 51 B (26,9) |25 A (10,7) |37 A(12,3) |40 AB (12,4)|40 AB (19,3)

Conos secos/planta

(media en gr) 9 (8,4) 2(2.7) 6(3,1) 5(2,9) 8 (8,3)

Conos secos’ha

de vivero (media en

kg) 80 18 53 44 71

Como muestra la Tabla 2 el tratamiento T1 PGPR fue el que alcanzé mayores
resultados tanto en la variable respuesta biomasa seca/planta como en conos secos/ planta,
alcanzando diferencias significativas (valor p=0,02 ), con respecto a los tratamientos T2
Azospirillum y T3 Pseudomonas para la variable biomasa seca/planta, superandolos en un
100% y un 37 % respectivamente. En la segunda variable conos secos/planta, las diferencias
se consideraron no significativas ya que el valor p= 0,057 se encuentra en el limite del valor
de significancia. Para mejorar la visualizacién de los resultados obtenidos en la variable
biomasa seca/planta, se presenta a continuacion el grafico 1. El dato de rendimiento de
conos’ha de la tabla 3, se presenta con el fin de aportar datos agrondmicos sobre el
rendimiento comercial en la etapa inicial del cultivo; se debe tener en cuenta que esta

calculado en base a la densidad de plantacion de este vivero (8889 plantas/ha).
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Grafico 1. Valores promedio de biomasa seca por planta y desvio estdndar, para cada
tratamiento en el ensayo n°l (Vivero, Camino de los nogales). Letras distintas significan
diferencias significativas (p < 0,05).

A modo descriptivo, se presentan algunas observaciones que no se analizaron
estadisticamente pero que brindan informacion de interés para el manejo, planificacion y
disefio de un vivero: el dia 24 de enero el 55% de la poblacion total habia alcanzado la
floracion, este porcentaje seria mucho mas alto si no se considerara el T2 Azospirillum en el
que solo el 27% de las plantas habian alcanzado dicha fase, y que justamente corresponde al

tratamiento que menor rendimiento en conos/planta alcanzé (Tabla 3). El dia 2 de febrero

algunas plantas ya presentaban flores terminales, indicando el cese definitivo del crecimiento
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en altura. Se hicieron mediciones de altura y se encontr6 que el rango de altura media de

todos los tratamientos era de 1,9 m - 2,4 m.
Ensayo N° 2. Plantacion adulta (Paraje Mallin Ahogado)

Como se menciond anteriormente, este ensayo no se evalud estadisticamente por lo

que los resultados se expresan en valores absolutos (Tabla 3) y como porcentaje con respecto
al valor del tratamiento testigo (Grafico 2).

Tabla 3. Ensayo N° 2. Plantacion adulta, Paraje Mallin Ahogado. Rendimiento de conos
secos/ha. para cada tratamiento.

Tratamiento Kg de conos secos/ha
T1 PGPR 1712
T2 Azospirillum 2270
T3 Pseudomonas 2087
T4 Bacillus 1928
T5 Testigo 1854

En este ensayo el tratamiento que expreso mayores rendimientos fue el T2
Azospirillum, alcanzando como se muestra en el grafico 3, una diferencia del 22% con
respecto al T5 Testigo, y del 30% con el T1 PGPR que fue el que obtuvo el resultado mas
bajo. Mas all4 de la comparacion entre tratamientos, el dato de rendimiento de conos secos/ha
de este ensayo aporta informacién interesante sobre el comportamiento y adaptacién de esta

variedad en la zona.
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Grafico 3. Rendimiento en kg de conos secos/ha en el ensayo N° 2, (Plantacion adulta, Paraje
Mallin Ahogado). Los porcentajes sobre las barras expresan las diferencias de rendimiento
con respecto al testigo.

En la Tabla siguiente (Tabla 4) se presentan los resultados analiticos correspondientes

a una muestra compuesta de conos secos de cada tratamiento, llevados a cabo en el

laboratorio de andlisis de lupulo de Cerveceria y Malteria Quilmes, en la localidad rionegrina

de Fernandez Oro.

Tabla 4. Mediciones de Resina evaluada como % de 4cidos Alfa y Beta y HSI sobre muestras
compuesta de conos secos. Se presenta la comparacion de cada tratamiento respecto del
testigo expresada en %.

Tratamiento % Alfa |Dif Vs. T % Beta |Dif Vs. T HSI itV s T
PGPR 8.98 96% 4.13 91% 0.22 |96%
Azospirillum 9.27 99% 4.64 102% 021 |91%
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Pseudomonas 9.49 101% 4.49 99% 0.24 102%

Bacillus 9.69 103% 4.69 103% 022 |96%

Testigo (T) 9.38 100% 4.55 100% 0.23 |100%

El andlisis de laboratorio de las muestras compuestas de conos secos/tratamiento
indica que en una tendencia general, los valores mas bajos de resinas o dcidos Alfa (%) se
obtuvieron en el T1 PGPR, y que en el caso de los 4cidos Beta, las diferencias fueron para el
mismo tratamiento ain mayores. En el HSI, los mejores resultados (indice mas bajo), se
obtuvieron en el T2 Azospirillum, mientras que el peor resultado se hall6 en el T3
Pseudomonas.

Discusion

Es importante resaltar que la variable respuesta més importante del Ensayo de Vivero
(N°1), por la etapa ontogénica del cultivo, es el peso de la biomasa seca/planta, ya que el
desarrollo del cultivo a futuro depende en gran parte de las reservas nutritivas que se
acumulen en la cepa una vez que ocurra la madurez fisiolégica y la traslocacion de
fotosintatos. En este sentido, es preferible dejar las plantas en el campo hasta la etapa de
madurez fisioldgica del cultivo, aunque haya que sacrificar la cosecha de los conos el primer
afio, o llevar a cabo la cosecha manualmente (Leskovar, 1978). En la bibliografia se resalta el
efecto que las bacterias rizosféricas tienen, principalmente, en las etapas tempranas de
desarrollo de los cultivos, y aunque se refieran generalmente a cultivos anuales, hacen
referencia a atributos tales como mejoras en el vigor vegetativo, altura, biomasa de raices o

el contenido de nutrientes en los tejidos (Puente, Garcia, 2008). Estos antecedentes resaltarian
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la importancia de los resultados obtenidos en el Ensayo N°1 con el T1 PGPR para la variable
biomasa seca/planta, coincidentes ademas con los antecedentes locales de los ensayos
Potenza®, Bacillus subtilis y PGPR® en plantas nuevas enmacetadas, realizados en la
campafia de lapulo 2009-2010, donde se utilizaron las mismas dosis de producto por planta
que en este ensayo y se obtuvieron pesos 19,8% mayores para plantas enteras,  respecto al

testigo (Testa, Saenz, 2011).

El ensayo N° 2 sobre plantacién adulta en el Paraje “Mallin Ahogado”, aunque no
tiene rigor estadistico, arrojo resultados alentadores para seguir ensayando los tratamientos T2
Azospirillum y T3 Pseudomonas de los cuales no se tenian antecedentes de utilizacién para
este cultivo. E1 T1 PGPR resulto ser el de peor comportamiento con respecto al T5 Testigo lo
cual, no coincide con los ensayos presentados por Testa y Séenz (2011) en la variedad
Cascade (variedad de lupulo aromatica). Probablemente, estén influyendo aqui variables que
no se han tenido en cuenta, como es el diferente requerimiento de variedades de lupulo de

amargor versus variedades aromaticas.

No hay datos de bibliografia, ni antecedentes relevados acerca de la influencia de
tratamientos con bacterias rizosféricas sobre los parametros de composicion quimica
expuestos (Tabla 4), pero no obstante se presentan a modo descriptivo los resultados
obtenidos con el fin de generar un primer antecedente local. Principalmente este andlisis pone
de manifiesto que los valores de acidos Alfa se encuentran muy proximos al limite inferior
para la variedad (Tabla 1), que presenta un rango esperado de 4acidos Alfa de 9%-14.0%, es
decir que siendo Nugget una variedad de lupulo de amargor, su comportamiento en la

Comarca no resulta demasiado auspicioso.
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No se realizan comparaciones entre los Ensayos N° 1 y N° 2 ya que se entiende que
los requerimientos del cultivo son distintos en cada etapa ontogénica, y por lo tanto la

respuesta a los tratamientos también.

Dentro de las condiciones necesarias para obtener beneficios en los cultivos donde se
aplican este tipo de biofertilizantes, los laboratorios indican la necesidad de contar con: cepas
especificas, numeros elevados de UFC (unidades formadoras de colonias), adecuado manejo
del inoculante en el almacenamiento y aplicacion, y condiciones fisiologicas de crecimiento
bacteriano apropiado. Los dos primeros puntos son atributos del biofertilizante formulado por
el laboratorio, pero el almacenamiento, la aplicacion y las condiciones fisioldgicas de
crecimiento, son importantes para definir tanto el manejo agronémico a escala productiva,
como a nivel de ensayo. En este sentido, para fortalecer los resultados de estos ensayos, seria
interesante evaluar la compatibilidad de estos biofertilizantes con los insumos que se utilizan
habitualmente en el cultivo, descartando o no la posibilidad de que afecten de manera
negativa en las condiciones fisiologicas de crecimiento bacteriano. Otra cuestion importante
seria realizar una caracterizacion fisico-quimica completa del suelo donde se ensayan los
biofertilizantes, a fin de aportar datos que permitan comprender mejor el comportamiento de

cada tratamiento y las comparaciones entre ensayos.

Otra variable a considerar seria el tiempo que transcurre entre la aplicacién del
biofertilizante y el momento de la cosecha. Hay trabajos sobre el uso de inoculantes
microbianos en cultivos de fruta fina (Moccia et al., 2008), que indican que por ejemplo que
Azospirillum brasilense puede competir con la planta por los nutrientes en una etapa inicial, y

luego revertir este comportamiento en favor del rendimiento.
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Conclusiones

Tal como plantea la hipétesis del trabajo, los resultados obtenidos difieren segun la
etapa ontogénica del cultivo. Si bien no se encontraron diferencias significativas con respecto
al Tratamiento testigo, el Ensayo N° 1 sobre plantas de vivero en Camino de los Nogales
muestra una tendencia positiva en la respuesta del cultivo al tratamiento con PGPR, en la
variable respuesta biomasa seca/planta, que es la mas relevante para la etapa inicial o de
vivero del cultivo. El Ensayo N° 2 sobre plantacion adulta en el Paraje Mallin Ahogado no
tuvo rigor estadistico, pero el rendimiento mostré tendencias positivas a los tratamientos con

Azospirillum brasilense y Pseudomonas fluorescens.

El objetivo principal de este trabajo fue sumar antecedentes en el ensayo de bacterias
rizosféricas promotoras de crecimiento en el cultivo de lupulo, tomando informacion de los
trabajos precedentes; y servir de antecedente para los trabajos futuros. Se sugiere para los
proximos trabajos hacer una previa caracterizacion fisico-quimica del suelo, y en lo posible
trabajar con lotes que se encuentren fuera del manejo normal de una chacra, a los fines de
poder aislar el ensayo de otras variables tales como la compatibilidad con otros insumos
empleados en el manejo tradicional. Una vez corroborada la eficacia de algin tratamiento
particular con bacterias rizosféricas, deberian llevarse a cabo ensayos de compatibilidad

individual para cada insumo.
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Anexo I Cuaderno de campo Camino de los Nogales

FECHA TAREA y/o INSUMO g;;%g ;;;; ;’gbeIol?\IE g_’OSISO El;?LI;IZJISIT)g
i) (L/ha) Kg/ha) |(L, Kgo M3)

Primavera | PREPARACION DEL SUELO |- - - -
17/09/2011 | Glifosato 5 1000 3.00 15
17/09/2011 | Coadyuvante Rino 0.2 1000 0.20 0.2
21/09/2011 | PLANTACION
31/10/2011 |PGPR® 40 6.25 Q280 i 00
31/10/2011 | Azospirillum brasilense 40 6.25 0.25 0.25
31/10/2011 | Pseudomonas fluorescens 40 6.25 0.25 0.25
31/10/2011 | Bacillus subtilis 40 6:25 025 <025
05/12/2011 | Fosfito de potasio 4 1000 400 [4.0
05/12/2011 | Galant 3 1000 3.00 (3.0
05/12/2011 |Rino 0.2 1000 020 - {02
12/12/2011 COMIENZO ENVOLTURA
12/12/2011 | Gramoxone 0.5 20 0.01 0.001
12/12/2011 |Rino 0.2 20 0.00 [0.000
13/12/2011 | DESMALEZADO Y CARPIDA
26/12/2011 | Urea 300.00 {300.0
28/12/2011 LABRANZA CON RASTRA

COLOCACION MANGUERA DE
31/12/2011

GOTEO
05/01/2012 | Algaren 1 300 020 0.3
05/01/2012 | Fosfito de potasio 4 300 1.20 1.2
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05/01/2012 | Max Zinc 1 300 030, 1103

05/01/2012 |Rino 0.2 300 0.06 0.1
05/01/2012 | Vitorg 3 300 0:90: =19
19/01/2012 | Abamectina 0.75 577 0.43 0.4
19/01/2012 | Aceite Agricola 2.5 577 1.44 1.4

20/01/2012 | APORQUE MECANIZADO

24/01/2012 | Observacion fenologica

2/2/2012

Medicion de la altura max.

alcanzada a la fecha

9/03/2012 COSECHA

Glifosato: Herbicida no selectivo. Formula Quimica: (N-fosfonometilglicina,
C3H8NOSP)

Galant: Herbicida selectivo .Formula Quimica: haloxyfop-R-metil éster: R-(+)-metil
2-(4~((3- cloro-5-(trifluorometil)-2-piridinil)oxi)fenoxi) propanoato

Gramoxone: Herbicida no selectivo. Composicion: Paraquat (Sal dicloruro del ion
1,1’-dimetil-4,4’ bipiridilio)

Rino: Coadyuvante. Composicion:  Nonilfenolpolietilenglicoleter 20%  +
lignosulfonato de calciol2

Algaren: Fertilizante organico. Composicion: algas marinas Ecklonia mdxima

Fosfito de potasio. Fungicida y fertilizante. Composicion: K2HPO3 + KH2PO3

Max Zinc: Fertilizante. Composicion: 6xido de zinc.

Vitorg: Fertilizante organico. Composicion: Extractos vegetales
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Abamectina: Insecticida, Acaricida. Composicion: mas del 80% de avermectina Bla
y el resto de avermectina B1b
Urea: Fertilizante. Formula Quimica: CO(NH>),

Aceite agricola: Coadyuvante.
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Anexo IT

1 - Analisis de la varianza

Variable N R SR 0] CV
Peso biomasa/planta 58 O 11950 RIS 42,95

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

BV SE gl CM F p-valor
Modelo 44186,46 4 11046,61 3,06 00,0241
Tratamiento 44186,46 4 RNOAIGH G B 0165 O
Error 193900 81053 36062
Total 281581181595,

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=50,26981
ErEor: 3606,2667 gl 53

Tratamiento Medias n
Azospirillum 95, 68 161 A
Pseudomonas 15325504 14 A

Bs 142,64 152 A B
Testigo 144,17 9 A B
PGPR 1882,,143 152 B

Letras distintas indican diferencias significativas(p<= 0,05)
2 - Analisis de la varianza

Variable N R2 RE ALY
Peso conos/planta 58 0,16 0,09 93,37

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

BieaVi. SC gl CM 19 p-valor
Modelo 4857,88 4 1214,47 2diS Q5057
Tratamiento 4857,88 4 1214,47 2,45 0,0577
BiEon 2:682:5 sl 53 496,70
Total 318257199 57

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=18,65630
ErXror: 496, 7002 gl 93

Tratamiento Medias n
Azospirillum 9,58 11 A

Bs 20,18 152, A B
Pseudomonas 224182 14 A B
Testigo 30,51 9 B
PGPR 36, 90 112 B

Letras distintas indican diferencias significativas (p<= 0,05)



3 - Analisis de la varianza
Variable N R? RZiDg i CV
Peso biomasa/parcela 58 0,20 055 238027

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

I SE (ol CM E p-valor
Modelo 300728, 04 4 115158 25,101 31,123 0,0190
Tratamiento 300728,04 4 5181275, Ot 3423 0,0190
Error 123223855481 153 23249,76
Total 15182196509, 255il.

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=127,64023
Brrens 23249057 6 38 Hal: 93

Tratamiento Medias n
Azospirillum 255,84 1:1; A

Bs 410,53 12 B
Pseudomonas 414,34 14 B
Testigo 441,09 9 B
PGPR 466,37 12 B

Letras distintas indican diferencias significativas (p<= 0,05)
4 - Analisis de la varianza

Variable N R? R2 AT CVi
Peso conos/parcela 58 0,16 0,10 80,17

Cuadro de Anélisis de la Varianza (SC tipo III)

BV SC gl CM 13 p-valor
Modelo 359259152 4 8814,88 2:7152, 0,0520
Tratamiento 35259,52 4 8814,88 24752 05105210
Error 185492, 38 513 3499, 86
Total 220751,89 57

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=49,52260
Brrers: 349958562 el 53

Tratamiento Medias n
Azospirillum 30,191 kil A

Bs 62,70 12 A B
Pseudomonas Ol 14 B
PGPR 96,75 12 B
Testigo 101,16 9 B

Letras distintas indican diferencias significativas (p<= 0,05)
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5 -Analisis de la varianza
Variable N R R2 Aj CvV
Peso hojas+tallos/pa 58 Ohal] (Ol ss) o sl

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

BV SC gl CM F p-valor
Modelo 143600, 63 4 35900, 16 247116 0,0368
Tratamiento 143600, 63 4 590056 257716 0,0368
Error 688477,33 53 12990, 14
Total 832077,96 SW,

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=95,40809
Error: 112990,1384 gl .53

Tratamiento Medias n
Azospirillum 2:2:40°98) 11 A
Pseudomonas 33463 14 B
Testigo 339, 93 9 B
Bs 347,83 12 B
PGPR 369, 62 12 B

Letras distintas indican diferencias significativas (p<= 0,05)
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6 -Analisis de la varianza
Variable N R& R24 Ry ECV.
Peso hojas+tallos/pl 58 (Ol O Sl e

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

e iViie SC il CM E p-valor
Modelo 21370,14 4 5342,54 25009 00857
Tratamiento 21370,14 4 5342,54 Drild) 0,0357
Error 101666, 39 53 1918,23
Total 123036,54 B

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=36,66309
BiEnors 1918, 2338k gl 53

Tratamiento Medias n
Azospirillum 86,10 15 A
Pseudomonas 109,92 14 A
Testigo 1487166 9 A B
Bs 122,46 12 A B
PGPR 145,54 12 B

Letras distintas indican diferencias significativas (p<= 0,05)



