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EVALUACION DE IA PRODUCTIVIDAD DEL HELECHO DE
IA ESPECIE Azolla micrphylla, EXISTENTE  EN

SANTIAGO ATITIAN Y SU CAPACIDAD DE ' FIJACION
SIMBIOTICA DE NITROGENO CON EL ALGA Anabaena sp.

EVALUATION OF FERN Azolla microphylla PRODUCTION

LIVE AT SANTIAGO ATITLAN AND ITS SYMBIOTIC FIX
CAPACITY OF NITROGEN IN THE Anabaena sp. ALGA

RESUMEN

El presente estudio del helecho Azolla microphylla procendente de las ori-

llas del lago de Atitldn, fue realizado en la cabecera departamental del depar
tamento de Chiméltenango a una altura promedio de 1,800 m.s.n.m., con una

altura ‘promedio de 16.4°C, entre los meses de agosto y septiembre de 1989.

los objetivos definidos fueron: Evaluar la productividad y la cantidad de

nitrégeno fijado en la simbiosis del helecho Azolla microphylla con' el = alga

Anabaena sp, independientemente del sustrato en que crece.

Para tal fin se establecieron 8 tratamientos con 4 repeticiones, en un di-
sefio éompletamente al azar con arreglo factorial 4x2, los niveles del factor sug
tiato fueron: agua del Lago de Atitldn, agua tratada con nutrientes, agua de ca=
fieria de la cabecera de Chimaltenango y agua servida de efluentes que pasan por
la parte norte de los Aposentos, Chimaltenango‘y 2 niveles de pH: pH 5.0 y el ﬁg

tural de cada agua colectada.

lLas variables respuestas fueron, peso seco, % de nitrégeno y Area foliar de

las pléntas cosechadas.

Los tratamientos que tuvieron mejores resultados en cuanto a variables res
puestas fueron: El agua tratada con nutrientes y el agua servida con pH modifica
do a 5.0, ya que con dicho tratamiento se obtuvo la mejor produccidén de biomasa,

mayor cantidad de nitrdgeno por planta y mejor desarrollo del irea foliar.

Observandose también que los tratamientos con pH mayores de 5.0 fueron los
rendimientos mds bajos. Estas aguas fueron las de cafieria y la del Lago de Ati-
tlin. De lo que se concluye que el pPH mds bajo y aguas mis ricas en nutrientes
producen los mejores rendimientos de biomasa del helecho.
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INTRODUCCION

En los dltimos decenios se han registrado aumentos espectacularesde la pro
duccién agricola} pero, dado que la poblacién mundial ha crecido en los 41
timos decenios se requeririn aumentos aiin mayores de produccién. Méisde la
mitad del incremento de la produccidn -mundial' alcanzadapuede atribuirse al
creciente empleo de fertilizantes inofgénicos. De los elementos nutrientes
proporcionados por los fertilizantes inorganicos, el mds importante es el
nitrégeno. porque en algunos casos, este elemento contribuye con el 25% de
los aumentos de rendimiento logrados. Ahora’bien, estos fertilizantes son -
costosos y pueden convertirse en contaminantes ambientales.

Antes de que aparecieran'los fertilizantes Quimicos manufacturados, la pro
ducciédn agricola dependia de la fijacidén bioldgica del nitrdgemno (8). Desde la -
aparicidén del proceso industrial de fertilizantes quimicos, se recurre en
creciente proporcidén a los fertilizantes manufacturados, segin ciertas es-
timaciones ya se utiliza casi tanto nitrdgeno fijado industrialmente como
nitrégeno de fijacién biolégica. Aunque ninguna planta es capaz de fijar
biolégicamente el nitrdgeno molecular por si misma, la naturaleza ha dota-
do a' varios microorganismos primitivos de la capacidad de fijar bioldgica-
mente el nitrdgeno molecular y existen algunas plantas que se asocian sim-
bidticamente con algunos de estos microorganismos los cuales son capaces
de utilizar directamente el nitrdgeno atomosférico que ya ha sido transfor
mado a compuestos nitrogenados asimilables qﬁe ayudan a su crecimiento.

En el presente trabajo se evalud la productividad del helecho. Aazolla -
microphzlla, asi como el nivel de fijaci6n simbiétiéa de nitrdégeno atmosfé-

rico, con el alga verde-azul -(Cianobacteria). Anabaena sp., la presencia de

. estos simbiontes en Guatemala la reporta Cardona S. y Aguilera R. (8).

Esta evaluacidn se hizo haciendo crecer el helecho en 8 sustratos diferen-
tes, dentro de los cualeé uno de ellos tratd de simular la respuesta en un
medio similar al del ambiente natural donde fue encontrada durante la in-
vestigacién que previamente fue realizada por los investigadores menciona-

dos.
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II. JUSTIFICACION

Segin estudios realizados de la distribucidn dél helecho Azolla sp., en
Guatemala por Cardona S. y Aguilera R. (8), cohcluyen que es necesario eva
luar la productividad del helecho Azolla sp. y de la capacidad de su asocio
con el Alga Anabaena sp., para fijar simbidticamente, nitrdgeno atmosféri-
co, lo anterior tiene como objetivo buscar una alternativa econémica  que
- puede servir como fuente de abono orginico en sustitucidén de fertilizantes
‘mineréles en diferentes tipos de cultivos principalmente en arrozbajo inun
dacidén y/o pequefias areas horticolas que bajo manejo podrian producirla e
incorporarla é sus campos de siembra.
En paises Asiaticos el helecho Azolla sp. ha sustituido a los fertilizan-
tes nitrdégenados quimicos, en el cultivo de arroz y con un criterio difeieg
te de utilizacién se ha experimentado su uso como alimento de animales, tal

como se cita en la parte de revisién bibliogrdfica de este trabajo.
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III. HIPOTESIS

1.- Azolla microphylla, produce diferente cantiﬁad de biomasa, dependien-

do del sustrato en que crece.

2.~ La cantidad de nitrdgeno fijado como producto del asocio Azolla ===~

microphylla - Anabaena sp., varia en relacién al sustrato en que cre-

ce.




IV. OBJETIVOS
Generales:

1. Evaluar la productividad del helecho de la especie Azolla microphylla,

encontrada en el Lago de Atitlin.

2. Evaluar la cantidad de nitrdgeno fijado en la asociacidén Azolla ===-

nmicrophylla con Anabaena sp.
Especificos:

1. Evaluar 4 sustratos diferentes con 2 condiciones diferentes de pH, pa-

ra determinar la capacidad productiva del helecho Azolla microphylla.

2. Evaluar qué efecto tiene cada sustrato en el aprovechamiento del nitré

- geno fijado por el alga Anabaena sp.




REVISION BIBLIOGRAFICA
1. ALTERNATIVA PROMETEDORA PARA LA FIJACION BIOLOGICA DEL NITROGENO.

En much&s partes del hundo no se‘usan fertilizantes nitrogendados porquenb
estan disponibles o su costo es‘demasiado; La alternativa hasido aumentar
el nitrégéno del suelo a través de la recoleccidn, descomposicidn y distri
bucién de desechos orgdnicos (residuos vegetales y estiércol) que se incor
poréh al suelo antes de la siembra; la produccién de cultivos de abonb,ves
de que tienen capacidad para fijar el nitrdgeno (leguminosas) que se incor
poran:al suelo antes de sembrar el cultivo principal; y otras'técniéaé de.....

rotacién de cultivos a largo plazo. Estos métodos son demorados, no permi

‘ten el aprovechamiento miximo de la tierra, y dadas las necésidades‘nutri-

tivas de las variedades modernas de alto rendimiento, no suministran todo

el nitrégend que necesitan para su m&ximo rendimiento potencial (11).

Desdé hace mucho se sabe que'algunos microorganismos libres y otros que
tienen relaciones simbi6ticas de dependencia mutua para sobrevivir, tienen‘
capacidad para convertir el nitrégeno del aire en amonio que puede ser uti-'
lizado por otras plantas. Esta actividad microbiana, denominada fijacidn

biolégica del nitrégeno, es un componente principal del ciclo delnitrégeno

en la naturaleza. Ese ciclo es la manera en la que ese elemento regresaal
suelo en forma combinada que puede ser aprovechada por las plantas, para
reponer el que se perdié a la atmdsfera por desnitrificacién y otras cau-

sas. En la agricultura moderna, la contribucién de la fijacién biolégica .

~ del nitrdgeno generalmente es eclipsada y no se considera tan importante

como el uso de fertiliéantes nitrogenados comerciales, sin embargo la fija
cién biolégica del nitrégeno es vital en muchas pértes donde no es posible
obtener fertilizantes quimicos (11).

La actividad de la fijacién biolégica dél nitrégeno, es especialmente im-
portante en suelos sumergidos en lo que es comiln sembrar; arroz y otros
cultivos. La investigacién ha mostrado repetidamente que en campos que no
reciben fertilizante comercial, las bacterias fijadoras de nitrégeno y las
algas'verdes azules puéden iecuperér Yy poner a disposicién de 1la planta
hasta 40 6 50 Kg de nitrégeno por hectdrea. '
Esto explica por qué'el arroz y otros cultivos se siembran afio tras afo

sin usar fertilizantes nitrogenados y producen rendimientos relativamente =

.bajos pero constantes (11).




~La alfombra de agua Azolla es la fuente m3s prometedora para extraer ni-

trégeno del aire que puede aprovechar las plantas. Azolla es un género de
pequefios helechos acudticos que viven en simbiosis con una alga verde azul

fijadora de nitrégeno (Anabaena azollae). FEn esa relacién simbidtica 1la

pequefia planta acuatica flotante, muy prolifica y de ridpido crecimiento,
suministra proteccidn y elementos nutritivos para el alga verde azul, ésta
a su vez, produce nitrdgeno a lo largo del ciclo de vida del helecho para
suplir sus necesidades de crecimiento y desarrollo. El alga verde azul
Anabaena vive en la cavidad de la hoja del helecho. En términos simples,

se ayudan mutuamente (11).

DESCUBRIMIENTO Y USO HISTORICO DE HELECHO Azolla sp.

‘Lamarck en 1785 fundd el género Azolla basado en las especies simples de

A. filiculoides, ninguna otra especie era conocida hasta 1810 cuando

Willdenow describid A. caroliniana, basado sobre material de Richard en
Paris y a consecuencia probablemente colectado por Michaux en los estados

del sureste de los Estados Unidos (3).

Asi todavia, la diferenciacidn de especies fue basada solamente sobre as-

pectos vegetativos, A. caroliniana y fue descrita por Robert Brown ponien-
do el género sobre bases cientificas. No fue sino hasta 1847 que Mettenius

caracterizé como el helecho mis cercano estudiado en el siglo XIX publican

‘do una monografia del género en los cuales las éspecies eran cuidadosamen-

te delimitadas. Desafortunadamente €l s6lo dibujé de material vivo y no
los describiév(e).

Desde hace cientos de afios en China y Viet Nam del porte, descuBrieron
que la Azolla, un género de helecho acuidtico, es un efectivo abono verde Y
fertilizsnte nitrogenado.

China es el pais mas avanzado en el uso de Azolla como abono verde. Una
cantidad limitada de estudios para Azolla empezd durante los afios 1959 y
se ha intensificado desde principios del afio 1960 (8).

En Viet Nam del Norte, la investigécién se hizo sistemdticamente después
de 1954 (43). En la India el uso de Azolla es relativamente nuevo, ya que
su uso como biofertilizante es de un poco mas de 10 afios (33).

Al momento se hacen esfuerzos exhaustivos en todos los niveles, desde las
Academias Nacionales de Investigacidn y mantienen a China qlbfrente'de los
nuevos descubrimientos (8). | '
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El Azolla, es uno de los abonos mds importantes para el arroz en las pro-
vincias del sur-este de China, donde de un cuarto de milldn de hectireas

son cultivadas anualmente segiin Lumpkin (26).

La utilizacién de Azolla responde a las caracteristicas que denotan a un

buen abono verde, como lo son; facil propagacién, ripido crecimiento, pro
duccidén de fronda abundante con un contenido relativamente alto de nitrd-
geno, ficil y répida descomposicién en el suelo, falta de enfermedades,
para no danar las cosechas siguientes (7).

En China, el Azolla se ha cultivado en tanques e invernaderos durante los
meses de invierno, para luego ser usado en los campos de arroz en la pri-
mavera. '

En muchos paises, incluyendo América, Azolla es considerada una maleza
(18).

En la China, investigaciones del uso de Azolla como abono verde en campos
de arroz y su uso como forraje han sido realizados con éxito por Chu (9).
Estudios reaiizados por Subudhi y Watanabe (43) muestran que el uso de la
asociacién Azolla-Anabaena es una fuente nitrogenada de mucho valor orgd-

nico para el arroz (46).

DESCRIPCION GENERAL DEL HELECHO AZOLLA

-

Azolla pertenece a la familia Salvindcea. Son plantas pequeiias, acuaticas
gue forman una densa'cubierta en la superficie del agua de varios centime-
tros de grosor, como evitando mosquitos en la superficie del agua y por es

ta razén a la planta se le conoce algunas veces como "Mosquito Helecho".

Estas pequefias plantas flotan libremente enviando sus raices o raicillas

hacia abajo del agua, las raicillas que cuelgan dentro del agua ﬁiden en
largo‘O.S centimetros, de igual manera que la hierba de pato, las rafces
o raicillas son simples, filiformes y convabundantes pelos absorventes.
Sus tallos son parecidos a pelos ramificados; las hojas- son diminutas, al-
ternas, bilobuladas, suculentas, son compactas, dispuestas y en paredes.
sostenidaq'en.dos hilares. Cada hoja esta compuesfa de éos 1&bulos circu
lares, estos 18bulos son opuestos, el ldbulo superior flota y no toca el
agua del todo, su largo es de 0.4-1.8 mm., el 16bulo inferior estd sumer-
gido en el agua y participa en la absorcién de la misma, y es mids largo
que el 1dbulo superior, la méyor parte sin clorofila y s6lo como una célg
la gruesa. Las plantas de Azolla son sostenidas en el agua por ldbulos
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inferioreé, los cuales estdn adaptados en plantas que flotan en el agua y
que estdn en contacto solamente con la superficie superior. Al empezar el
crecimiento, tanto el 1lébulo superior como el inferior son apresados y fuer
temente imbricados. - A medida que crece el lébulo superior se extiende ha-
cia arriba, son aplanados en el mismo plano como los l8bulos inferiores y
como*la edad llegan a ser algo erectos (5, 16, 29, 31, ﬁ1, 42, 44, 50).
Las hojas mis altas son verdes y las de abajo de menor color, también pue-
den ser rojizas o verduzcas, el color rojizo lo toman al estar muy expues-
tas a la luz solar y al ser muy viejas, mientras que en lugares sombreados
~ permanecen verde-brillante, las hojas tienen un tamafio de 2-3 mm., de lar-
go. En las actividades de los 1dbulos éuperiorés de_lés hojas suculentas,
especialmente en la base de las hojas y el punto de crecimiento del tallo

vive o se aloja una alga verde-azul del género Anabaena azollae que es sim

bionte de Azolla, la cual fija nitrdgeno atmosférico y se observa, con fre
cuencia en forma de filamentos (2, 5, 6, 14, 19, 22, 24, 29, 31, 41, 42,
44, 49, 50).

Azolla sp., forma densas matas sobre el agua. La reproduccidén es predomi-
nantemente vegetativa, la cual tiene lugar por fragmentacién de la planta
que es la forma principal-de reproduccidén, ya que el uso de esporas no es
posible afin. Una planta simple de Azolla crecerd no mas de 1/4 de pulgada
en su estado de madurez, pero algunas especies llegan a medir.de 1 a 2 pul
gadas en el final de su madurez (15, 18, 26, 40, 41).

Las heterosporas y esporangios masculinos y’femeninos) son producidos en
estfucturas circulares y separadas (sporocarpos); comunmente localizados
en parejas en las axilas de las hojas viejas, protejidas por una membrana
denominada Indisium; el megasporangio es elipsoide con apariencia de bote~
lla, consistente en una megaspora sencilla y larga con apéndices. Cada a-
péndicé de 0.5 mm., de largo un poco puntiaguda, usualmente castafo en la
parte final, redondeado y préximo a verdoso o verduzco; el didmetro, soste
nido por numerosos pedicelos largos de la microsporangia, cada una de las
cuales contiene 4-6 masas de esporas (mdsulas) ligadas juntamente por una
delgada capa de materia protoplasmdtica endurecida. Las masulas son éspi-
nosas con glochidias, cada mésula estd constituida de 32 a 64 microsporas,
las cuales salen del microsporangio. ILos vértices del esporgangio, forman
cuerpogaflotadores llenos de aire que se conducen en el agua y posterior-

mente desarrollan un protalium como en Salvinia (8).




Fig. No. 1 Azolla (A, H Azolla caroliniana, todo lo demis A.

filiculoides) A. Vista de la planta por encima (4X). B. Par-
te apical o.bunta de una gamificaci6n vista por encima (12X).

: Cf Igﬁal a B solo que en cbrte transversal (12X). D. Corte.
logitudinal de un 1ébulo superior de una hoja en la. cavidad
Anabaena azollae (70X). E. Soro masculino arriba y femenino
abajo (ZOX); F. Microsporangio (65X). G. Megasporangio ro?

'deadQ'por indisium que contiene una megaspora con cuerpo
flotador (65X).VH. Parte de una misula con glochidios (16X).
I. Megaspora sacada de ia mitad superior del indisium_para
hacer visibles el cuerpo flotador en el episporo estin fi-
jadas 3 miasulas.

Tomado.de Strasburger (42).




Fig:. No. 2 Azolla microphylla Galdpagos Islas.
Tomado de Svenson (44).
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‘Fig. No. 3 Simbiote de Azolla filiculoides Lam

Anabaena éylindrica de vida libre, se puede no
tar que el Simbiote es mds grande que A. ‘
éylindrica de vida libre.

~ Tomado de Becking and Donze (4).
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INVESTIGAR.

* CARACTERISTICAS ESPECIFICAS DE LA ESPECIE DE Azolla microphylla A

Azolla microphylla. Kaulf

Plantas pequefias de 0.5 a 1.2 (1.7) cm de largo, ramificacidn pinnadamen-
te a subdicotdmicamente. El 1ldbulo superior de la hoja raramenteono del

todo imbricada, frondoso, eliptica, oblonga o espatulada, obtusa o rara

vez subaguda, con algunas grandes 0.4, 0.7, (0.9) mm. de largo. La super

ficie de la megaspofa es uniforme; microsporangia conteniendo 3-4 (5) mi-
sulas; las partes posteriores son espinosas con algunas muchas glochidias
septadas. E1~165ulo Supérior de la hoja en-A. microghxlla es comurmente

obtuso, sin embargo aqui y alld estin algunos que pudieran ser descritos

~como subagudos (8).

En Guatemala, Honduras, Salvador, Nicaragua, Repiiblica Dominicana, Guyanas,

Brasil, Bolivia e Islas Galdpagos, se observaron fértiles colecciones (8).
AZOLLA, DISTRIBUCION Y AMBIENTE

El género Azolla comprendé un nimero de especies de distribucién'%undial.
Asi que es probable que hayan especieS‘O clones adaptados especialmente a
diferentes condiciones climidticas. Por otra parte, la interferencia huma
na puede seleccionar ciertas variedades o clones para propdsitos especia-
les. Esto ha ocurrido en Viet Nam, China, Thailandia y otros paises asii
ticos, lo cual es probablemente la primera etapa para domesticar y explo-
tar el helecho Azolla para los sistemas de agrlcultura 4).

Ocho especies han sido reportadas porALl, Zu y Mao (24) ‘de las cuales seis
también menciona Ferrera (15) y cincolLumpkin (27), una mids que reporta el
documento de la Organizacién de las Naciones Unidas para la Alimentacidn
Yy la Agricultura (12) para totalizar 9 las especies que hasta el afio 1982
se conocen; feniéﬁdose ademds conocimiento de la existencia de mis de 50
cepas de 5 especies de Azolla colectadas en todo el mundo y mantenidas en
ei Instituto de Investigacién de Arroz (43). Franda (16) ha obtenido e
identificado 4 del total de 9 especies reportadas e ideﬁtificadas.

Seqin Rains y Talley (32) Azolla . filiculoides crece bien en temperaturas

frias y es apropiado para usarse como abono verde y para cosechar cuando

la tierra estd en descanso al iniciarse la primavera; Azolla mexicana pue

de cultivarse en la temporada caliente y se adapta bien a las altas tempe
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raturas. .
Las especies que componen el género Azolla y que han sido distribuidas -

geogrificamente por Ferrera (12) son:

Azolla pinnata, importante en Asia.

Azolla nilética, norte de Africa.

Azolla filiculoides, Norte de América y Sur América.

Azolla caroliniana, Norte América y el Caribe.

Azolla mexicana, América del Sur y Norte América.

Azolla microphylla, América Tropical y Subtropical.

Segﬁn el documento de la Organizacién de las Naciones Uniaésrpaiéuiamili-f

mentacién y la Agricultura (12) Azolla africana es situada en Africa Oc-

cidental.

Las otras dos especies Azolla rubra y Azolla imbricata no son situadas

gebgréficaménte por LI, Z.; 2U, S.; MAO, M. (24). Llas especies crecen en

agua dulce detenidas o de movimientos lentos, también pueden encontrarse

.en diques, estanques, pantanos, lagunas pequenas que contienen aguas es-

tancadas y en campos inundados de arroz en Asia (T, 6, 24, 28, 36, 40).
Seis de las especieé'mencionadés, sin que el autor seﬁalé.a cuiles en es-
pecial se refiere, han sido encontradas en corrientes tranquilas, estan-
ques de agua y pantanos en climas.cilidos, templados y regiones tropica-
les (29). '

las plantas de Azolla se encuentran creciendo en pleno sol en compafiia de
la llamada Duckweed o sea lé.Lenma, las que junto a otras plantas acuéti-
éas cubren la totalidad de las superficie acuética, las plantas Qe Azolla
en la estacidn seca, por estar expuestas a la luz solar tienen una colorg
cidn rojiza (7). )
Durante un estudio conducido en Sulawesi del Sur en Indonecia se notd que
el crecimiento del Azolla en dreas sombreadas fue mejor, mis la colora-
cién verde y mds densa que en campos abiertos -, es evidente que la sombra
mejor$ la apariencia del Azolla, pero redujo notablemente la biomasa (7).
Las plantas jévenes o muy sombreadas son generalmente verdes, tanto que
las mis viejas o bajo la luz directa del sol son rojizas (40).

Estas aseveraciones las comprueba alin mis el experimento llevado a cabo
en Cicurug, Java Occidental en donde el tratamiento a la luz directa ael
sol mostrd una mayor biomasa y una coloracidn rojiza; en tarito el trata-
miento con sombra mostrd una menor cantidad de biomasa y -color véfde obs
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curo (7).

HABITAT DE LA ESPECIE DE Azolla microphylla ENCONTRADA EN SANTIAGO ATITLAN

Cardona S. y Aguilera R. (8), reportan que el lugar donde fue encontrada

la especie Azolla microphylla es el siguiente: Santiago Atitldn, embarca-

dero municipal a orillas del lago de Atitldn, en el departamento de Solo-

13. El helecho se encontrd desde la orilla hasta 10 metros -adentro del

lago, la altura del agua aproximadamente donde se encontraba la Azolla

“fue de 3 cms. a 70 cms., las corrientes semiestancadas a estancadas, con

evidente contenido de desechos orgdnicos y alta materia orgdnica como pro

ducto de aquas servidas.

DESCRIPCION BOTANICA Y TAXONOMICA DE LAS ALGAS VERDES Y AZULES

En la naturaleza la mayor parte de los organismos utilizan el nitrdgeno

combinado con elementos como el H yelo,y 5610 es utilizado en forma

2
libre (N ) por un pequeno grupo de organlsmos del reino procariote divi-

- sién 1 8 sea las Cianobacterias (alga verde-azul) dentro del cual se 1nc1u

ye Anabaena sp. sealin menciona Aguilera (2).

Las algas verdes-azules (Cianobacterias) se agrupan entre los organismos

» ﬁrocariotes, es decir que carecen de nlicleo definido, mitocrondrias vy

el reticulo endoplasmitico. Sus cuerpos vegetales constan de células sim
ples, filamentos cortos (trlcomas) y forman colonias s1mples de varias for
mas. Las células se encuentran casi siempre encerradas en una envolutura
mucilaglnosa,'y son plantas fot051ntet1cas que contienen clorofila., Ade-
mas del helecho Azolla, el alga verde-azul Anabaena que vive dentro del
helecho, espec1f1camente en las vacidades de las ho;as, también juega un
papel_lmportante, debado a'que la fijacién de N2 es fotosensitiva.

La utilizacidn del alga Anabaena, como un biofertilizante en la produc-
cién dé'arroz, representa un sistema de autoséporte, desde el cual, ellos

pueden proveer fotosintéticamente la energia requerida para la fijacidn

“de N,. Lo anteriormente escrito lo confirma Roger vy _Kulasooriya, cuando

2
citan que en los campos de arroz uno de los mads importantes recursos bio-

16gicos de nitrdgeno combinado lo constituyen las algas verde-azul, a las

que pertenece el género Anabaena. Ademis, poseen caroteno y dos pigmen-

-13-




tos solubles en agua (ficobiliproteinas), ficocianina "C" y ficoeritrona
"C". Acumulan reserva almidén de cianofitas y algunas proteinas caracte
risticas. A veces son células no flageladas y no se ha detectado ninguna
produccién sexual (17, 36, 46, 49, 50 .

La produccién vegetativa de las formas filomentosas, se produce por una
fragmentacién simple de filamento. Ia separacidén de esas c€lulas muertas
produce filamentos cortos que tienen un movimiento de deslizacidn, esto
les permite cambiar de posicién en la masa muscilaginosa en que crecen y
ampliar gradualmente la masa. Muchas especies filamentosas de las ciano-
fitas tienen a veces, mucha células vivas dilatadas (heterocistos) que
cuando se sitfian en-el inferior parece que se asocian a la fragmentacidn
de los filamentos y a la fijacidn del nitrégeno. Las algas verde-azul a
las que pertenecen Ahabaena, cuentan con esas células especiales con pa-
redes gruesas que se llaman Heterocistos, que contienen la Nitrogenasa.

. Hasta donde se sabe la reprbduccién de las cianofitas procaridticas es ve
getativa (6, 49).

las algas verde-azules carecen de raices, tallos y hojas por lo que su
cuerpo vegetal se conoce como Talo (7, 49).

La divisién de las algas se basa en la diferencia ‘'de 1los pigmentos,
las reservas de alimentos y la ultraestructura de los cloroplastos, el ti
po de flagelacidén y la composicidén quimica de las paredes celulares. La
respiracidén aerdbica y la fotosintesis definitivamente establecen a las
algas verde-azules como una divisién separada de las cianofitas (cianofi-
cias) que se presenta como un grupo intermedio entre las bacterias proca-
‘ridénticas y las algas eucaridticas (49).. '

las células de las cianofitas & cianoficias estdn relacionadas con formas .
procaridticas debido a la semejanza que guardan en su mecanismo genético
con el de las bacterias; contienen clorofila "A" que se localiza concen-
trada en la periferia de las células, lo cual se determina con estudios
de fluorecencia; dicha clorofila "A" estd asociada a membranas, que .fo-
tosintetizan un carbohidrato a partir de didxido de carbono, agua y libe-
ran oxigeno, (49).

Las células de las -algas verde-azul se deben clasificar como células pro-
caridnticas, en relacién a su estructura interna, pero la fotosintesis y
la respiracién que son aerobias, las hace pertenecer definitivamente a

las algas, (50).
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8. DISTRIBUCION, AMBIENTE Y USO DE LAS ALGAS VERDE-AZULES

Las algas son un grupo de plantas autotréficas muy diversas que crecen
principalmente en aguas dulces, marinas, lugares semiacuaticos, estanques,
pantanos, proliferan a la mayoria de los estanques semipermanente en lagos
y arreyos, a lo iargo de las costas marinas y en las aguas superficiales
de los océanos. Las algas verde-azules necesitan oxigeno para la féspirg
cidn y liberacidén de oxigeno en la fotosintesis, lo que las diferencia de
las bacterias fotosinteticas anaerobias y las semeja a las plantas superio
vres, (26, 49). ' ;
Las algas verde-azules como todo 6rganismo, necesitan de ciertos factores
pafa desarrollarse, los principales son: luz, agua, disponibilidad de ele
mentos nutritivos inorgdnicos. Todos requieren de energia radiante & luz
solar para realizar proceso de fotosintesis, (49).

la temperatura es otro factor importante para su desarrollo; en aguas dul
ces la temperatura Sptima para la mayoria de algas varia entre 15-25°C.,
(49) . | | | | |
En sistemas de agua dulce, la mayoria de los recubrimientos superficiales
se debe a algas verde-azules, (17).

la tecnologia para la multiplicacién en masa del alga en campos, ha sido
desarrollo de dptima produccién a menudo dependiendo de una adecuada fer-
tilizacién con f&sforo (33). '

El indculo de alga puede ser preparado en el agua poco profunda en 2 sema
nas segiin Misra (30).

La inoculacién del alga verde-azul, fijador& del nitrdgeno hace un buen
uso de su actividad de fijacién atomosférica, dicha actividad envuelve u-

- na técnica delicada segiin Yamaguchi, (50).

Lé inoculacidn de alQa puede dar a los agricultores el beneficio de apli-
cacién de 25-30 Kg/N/ha. como cita Venkétaraman'(46).

Otros investigadores tales como Kannaiyan, Govindarajan y Lewin (24); con
cluyen que la adicidén de algas verdes-azules dio en varias pruebas un e-
fecto positivo sobre la produccién.

Aunque existen datos como los anteriores, Florida (17) en un articulo ci-
ta que los estudios de inoculacidén de algas son muy experimentales y es-
tan lejos de la etapa de uso general en la granja. En algunas regiones,
ciértas practicas culturales sirven para estimular un mayor éesarrollo de

las algas verdes-azules, pero no se han identificado como un medio préc-
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‘tico (8).

El potencial de las algas verdes-azules libres como fuente adicional de

nitrégeno en forma limitada ya ha quedado establecido. Sin embargo, ese

- potencial parece menor que el de las leguminosas en rotacién con otros cul

tivos y el de 1la simbiosis de Azolla algas verdes azules. El aprovecha-

miento de las algas libres requiere mucha investigacién adicional (8).

IA FUNCION BIOLOGICA DEL NITROGENO EN LA ASOCIACION DE Azolla-Anabaena Y

ALGUNOS BENEFICIOS A LA AGRICULTURA

La fijacidn del nitrdgeno es, junfo con la fotosintesis y la respiracidn,
el tercer proceso fundamental. Se ha calculado que en tierras de los Es-
‘tados Unidos de Norteamérica se pierden anualmente 25 x 106 toneladas de
nitrégeno.

Se estima que para restaurar la fertilidad del suelo se regresan 3 x 10°
toneiadas de nitrégeno en forma de fertilizantes (abono, orina y fertili-
zante comercial)vy una cantidad similar se recupera cuando la lluvia hi-
drata los 8xidos de nitrdgeno que se produce en la.atmdsfera con las tor-
mentas eléctricas pero la cantidad mds importante (1Ox106. toneladas de
nitrGgeno) se recupera mediante la fijacién del nitrégeno efectuado por
los organismos bioldgicos (10).

La forma de fijacién simbidtica pertenecen todas aquellas formas de vida
que necesitan del curso de otros organismos para fijar el nitrdgeno como

el caso especifico del alga verde-azul Anabaena-azollae, que necesita del

helecho acudtico Azolla (2).

El heterocisto del alga Anabaena-azollae Strsb, se encuentra alojada en

las cavidades, vesiculas o eétomas de la hoja del 18bulo dorsal del hele-

cho acudtico Azolla. Este simbionte descrito por Strasbueger en 1973, es

capaz de fijar nitrégeno atmosférico y suplir al huesped con este elemen-

to (2, 5, 6, 12, 19, 35).
Peters en 1974, descubrié que era el alga y no el helecho, el que actual-
mente fija nitrégeno (18).

La efectiva fijacidén del nitrdgeno es debida a la capacidad del helecho
acudtico Azolla de una relacidn simbidtica con el alga Anabaena azollae
(1, 2, 9, 14, 15, 22, 37, 43).

El exceso de fijado se puede excretar en la tierra o en el medio en el que

microorganismos se desarrolla.
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Las.algas verde-azules también excretan NH3, se puede someter al proceso
‘de Nitrificacién, convirtiéndose rapidamente en ion nitrado, o bien 1lo
puede utilizar otras formas vivientes (bacterias, suelo o plantas vivien
tes) incapaces de fijar nitrdgemo. Es evidente que los componentes nitro
genados tienen idéntico destino cuando mueren los organismos no fijadores.
'De esta manera la tierra se fertiliza mediante la adquisicidn de NH2 que
proviene directamente cuando el dtomo de nitrdgeno realiza el ciclo en

los aminodcidos y las proteinas de los fijadores de nitrdgeno (10).

El nitrégeno fijado por el alga, no sdlo permite el crecimiento del Azolla,

sino también permite que al incorporar este helecho al suelo como abono

verde, o sembrarlo junto a cultivos afines como arroz o miiz,-sea una fuen ... ...

te valuable. La proporcidn de fijacidén de nitrdgeno atmosférico por 1la

simbiosis Azolla-Anabaena compite con la simbiosis 'efectuada por Rhizobium

y las leguminosas ya que dan como resultado apreciables cantidades de N2
fijadas (16, 36, 43, 46).

El helecho Azolia es importante debido a que puede proveer una ganancia
generosa como fuente de biofertilizante nitfogenado‘g cualquier agricul-
tor que tenga tierras himedas, sin tener que comprér y transformar ferti-
lizantes (18). '

Beneficios que ha proporcionado la utilizacién de Azolla en la agricultu-

ra:

En la India la asociacién Azolla-Anabaena contribuye efectivamente con ni

trdgeno para la cosecha de arroz (38). Singh (36) mencioha que la incor-
poracién de Azolla al suelo, fue comparada con la aplicacién de fertili-
zantes nitrogenados, siendo satisfactoria su ampliacién.. En otro articu-
lo el mismo autor (37) menciona que en la India, se utilizé zolla como
abono. ' -
En Thajavur, Tamil Nadu, India la aplicacién de Azolla corrigid la defi-
ciencia de Zinc que exisﬁia en esa localidad, observiandose una cosecha 1i
bre de deficiencias de Zinc (39).
En Norteamérica, diversos experimentos mostraron que, la incorporacidn de
Azolla, al suelo antes de la siembra del arroz, dieron como resultado que
Azolla, hiciera que la produccidén de arroz fuera el doble que el experi-
mento testigo (32).
Azolla es usado como abono verde sobre campos de arroz y en ciertos casos
cuando se transplanta Azolla, este reduce el crecimiento de malas hierbas
por interferencia (23).
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En Sri Lanka, experimentos realizados mencionan a Azolla como una buena
fuente poﬁencial de proteinas para alimentacidén de ganado (1).

Lumpkin. (26), sefiala que Azolla puede ser usada como alimento de cerdos,
patos y peces.

En Indonesia, los residuos de Azolla, han formado una buena fuente de ni-
trégeno para las plantas de arroz siendo esa fuente de nitréqenq un buen
aporte para un buen crecimiento (22). -

En Thailandia, fue evaluado el uso de Azolla,\como sustitutos de fertili-
zantes nitrogenados en campos de arroz, pudiéndose notar que su’ uso fue
comparable al que existe cuando se aplica fertilizantes nitrogenados con-

vencionales, (50).

CULTIVO Y MANEJO DE HELECHO Azolla sp.

» Hay factores que limitan el uso de Azolla como fuente de nitrdgeno. Sdélo

crece en el agua y no subrevive en condiciones secas. El primer requisi-

to es un suministro constante de agua durante toda la estacién y un con-

. trol adecuado del agua sin cambios bruscos de flujo o de nivel. Su multi

plicacién en el campo es por separacién vegetativa, no por semiila por eso
hay que mantener en el vivero durante todo el afio un suministro constante
y abundante de plantas en desarrollo que puedan aplicarse al campo inunda-
do una vez terminado el transplante o cuando se inunda el arroz sembrado.
Aunque es m3s importante en los trépicos por su crecimiento ripido, las
temperaturas muy elevadas estimulan el ataque de hongos, e'jnsectos que
reduce el desarrollo y broductividad de la Azolla (11).

Por otro lado, la Azolla necesita un suministro adecuado de fééfofo para
desarrollarse y producir al maximo. La mayoria de los suelos arroceros no
tienen disponibilidad adecuada de f&sforo y a menudo requieren aplicacio-
nes adicionales. Los requisitos de mano de obra y transpofte para llevar
el indculo inicial de Azolla (voluminoso, muy perecedero y semiliquido)

del vivero al campo son substanciales. i

En dreas donde el costo de mano de obra es alto o donde los medios de trans
porte son inadecuados esos factores impiden el aprovechamiento miximo de
la Azolla. A menudo estos helechos fiotantes sufren el ataque de insec-
tos y enfermedades; ‘en algunos casos el costo de los plagﬁisidas para coﬁ -

batirlos anula la ventaja de la mayor produccidén de nitrdgeno (11).
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VI. METODOLOGIA

1 . )

LOCALIZACION

" El trabajo se realizd en 7a. Av. final, Barrio las Majadas, Chimaltenan

go, localizado a 54 Kms. de la ciudad capital de Guatemala, a una lati-
tud Norte de 14°35' y una Longitud Oeste de 90°3', la altura sobre el ni
vel del maf es de 1,800 metros.
1.1 Climatologia '

la precipitacidén media anual es de 929.6 mm. y la temperatura me-
dia anﬁal es de 16.4°C y la radiacidén solar osila entre 0.26 a 1.27 Cal/

cmz/m.

1.2 Zona de Vvida

Segin Holdridge (2), es Bosque himedo montano bajo Sub-tropical.
MATERIAL EMPLEADO

2.1 Material Genético

Se usé el helecho Azolla microphylla, encontrada a orillas del Lago

@Aﬂﬂ&awlmddﬁo@&thAnmmd@uﬁmMmhmbﬁ.
2.2 Recipiente

El experimento se realizd en recipientes de pldstico obscuro de 32
cm. de didmetro, con una cantidad de Sustrato de 6 Lt. ’
2.3 Factores y Niveles Estudiados

2.3.1 Factor sustratos'y sus niveles _

2.3.1.1 Agua de cafierfa: agua potable del municipio de Chimalténango

2.3.1.2 Agua servida: la fuente considerada estd localizada a inme-
diaciones del balneario los Aposentos de la cabecera depar-
tamental de Chimaltenango. ‘

'2.3.1.3 Aqgua tratada: ésta fue preparada usando la solucidn Jensende
micro y macro nutrientes, como lo describe Vincent (47) (ver
apéndice B). '

2.3.1.4 Aqua Lago Atitldn: el agua se colectd a orillas del Lago en
el municipio de Santiago Atitlan

2.3.2 Factor pH del sustrato y sus niveles

2.3.2.1 pH ajustado a 5.0 con écidd sulfirico.

2.3.2.2 pH natural de cada sustrato.
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2.4

3.1

Andlisis de los Sustratos

Se llevd muestra a la Direccidn Técnica de Riego y Avenamiento
(DIRYA), con el objetivo de conocer, el contenido de miliequiva-
lentes por litro de Cationes y Aniones y su pH; para poder efec-

-

tuar los tratamientos modificados.

3. TRATAMIENTOS Y DISEfI0O EXPERIMENTAL

Tratamiento

Se utilizaron 4 sustratos-donde crecid Azolla microphylla y 2 ni
veles de pH; el que presenta el sustrato normalmente y pH5, 1o

que hace un total de 8 tratamientos, organizados en un disefio de"
éomp;etamente al azar con 4 repeticiones y en un arreqglo facto—

rial 4 x 2, ver cuadro No. 1.

Cuadro No. 1

TRATAMIENTOS RESULTANTES DE LA COMBINACION DEL SUSTRATO
Y EL VALOR DE pH PARA EVALUAR LA PRODUCTIVIDAD DE Azolla

Nivel de pH Sustrato Asignacién
Sin Modificar 7.90 Agua Potable APSM
Modificado 5.0 Agua Potable APM5
Sin Modificar 7.39 Agua Servida ASSM
Modificado - 5.0 Agua Servida : ASM5
Sin Modificar 7.00  Agua Tratada ATSM
Modificado 5.0 Agua Tratada ATM5
Sin Modificar 8.16 Agua del Lago de Atitldn ALSM
Modificado 5.0 Agua del Lago de Atitlan ALM5

3.2 Unidad Experimental

La unidad experimental que se usd estuvo constituida por cada ba-

fio de pldstico de 32 cm. de didmetro y una cantidad de sustrato de 6

Lt.
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3.3 Método de Analisis

Cada Variable se analizélusa'ndo el siguiente modelo estadistico:

Yijk =A¢+o€Ci + Y 3§ +=<¥ij + Eijk

Yijk = Variable Respuesta
A= Efecto de la Media General
- oci = Efecto de la i.....esima mod. Factor A
¥ i = Efecto de la j.....esima mod. Factor B
. ocYij = Efecto de la Interraccién enlos Factores A y B
Eijk = 'Error Experimental

Que nos permitid corrobar & negar las Hipdtesis que fueron planteadas

bajo el siguiente esquema;

oC para todo i°

Ho i

Y para todo j

3
No existe interraccidén entre los factores Ay B
Ha i #0C para el menos un i

j # ¥ para al menos un j

Existe interraccidn entre factores A y B

3.4 Datos a Tomar

Ios datos que se tomaron fueron: La biomasa (gr) en baée fresca y se
ca del helecho a los 20 dias después de la siembra de cada unidad expe
rimental, la siembra se hizo con 10 gr, del helecho cholectado del Iago,
también se evalud el drea foliar expresado en cmzl-. considerando ca
da medicidn, el promedio del tamafio de 10 plantitas tomédas(al azar en
cada unidad experimental.

| Las p}antas cosechadas después de secadas y pesadas, se les molid
y estimd ei porcentaje de Nitrdgeno presente usando para su medicidn

el método de micro Kjeldahl (13), ver apéndice A, y los valores de peso se

co de cada unidad experimental para su presentacidén fueron transforma-

. - . 2
dos a valores en Kilogramos por unidad- de Area (metros ).

4., MANEJO DE EXPERIMENTO
Para iniciar el experimento lo primero que se hizo fue trasladar la es

pecie de helechos Azolla microphylla del Lago de Atitlan al . drea
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1T ‘ I | REPETTICIONES

FIGURA No. 4

ARREGLO Y ALFATORIZACION DF T.0OS TRATAMTIENTOS
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experimental en donde se conservd en bafios grandes algunos dias mien
tras se procedia a preparar los sustratos.

Una vez preparados los sustratos se colocaron 6 Lt. en cada baﬁo plég
tico y se sembraron 10 gr. de helecho en cada unidad experimental.
Durante el periodo»de observacién se controld manualmente la presencia
de plagas (aparecieron larvas de la familia gesiidae Aegeriidae),

.la - -incidencia de 1la 1lluvia -directa @y el efecto de heladas,
colocando para estos 2 {iltimos aspectos una cubierta de 1laminas
en los periodos de lluvia y durante las noches, se mantuvo el nivel ori:
ginal de sustrato en cada bafio, adicionando a los 6 y 12 dias las pér-
didas ocacionadas por evapotranspiracidn.

A los 20 dias, cuatido la cubierta dei drea de los banos con mayor res-
puesta a tratamientos fue del 100% se pesd la biomasa de todos los tra
tamientos del experimento; se sepafaron 10 gr. de helecho en cada ba
filo y se pesd la biomasa restante la cual se llevd después a un horno a
60°C; durante 48 horas para obtener los valores de materia seca. Ilama
teria seca se molid y analizd el contenido de nitrdgeno.

Al momento de la cosecha se tomaron 10 plantitas de helecho en cada
tratamiento y se midid area foliar expresada en cmZF‘

El experimento se montd en una mesa de madera de 1.0 mt. de alto y
1.75mt, x 2.75 mt. construida en un patio abierto de la casa locéli
zada en el Barrio las Majadas, Zona 1 de Chimaltenango, Cabecera depar
tamental. ‘

Ios datos una vez tabulados se analizéron de acuerdo al método expresa

do anteriormente.
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Fotografia No. 1. Vista directa al arreglo y aleatoriza

cidn de los tratamientosy sus repeteciones.

Fotografia No. 2. Observacidn directa del montaje del

experimento en el campo.




VII. RESULTADOS Y DISCUSION

1. DISCUSION GENERAL DE RESFUESTAS

Ios resultados de peso de la biomasa seca, el porcentaje de nitrdgeno
y drea foliar serdn la base de discusidn de este trabajo. Se trata de
integrar la discusidn de estas variables respuestas obtenidas en los
tratamientos aplicados, para con ello concluir en aspectos generales de
importancia sobre la investigacidén efectuada.

En orden de ideas se presenta un cuadro general sintético de signifi-

cancias obtenidas en los diferentes Analisis de Varianza -(ANDEVA), rea

lizados a los datos.

Cuadro No. 2

SIGNIFICANCIAS DE LOS ANALISIS DE VARIANZA PARA LA BIOMASA

2
PESO SECO (gr), % DE NITROGENO Y AREA FOLIAR (m )

. Biomas " .
Variable masa % de Nitro- Area Foliar
Peso seco 2
(gr) geno. (cm#)
Tratamientos + + + + + +
Sustratos + +. + + + +
Nivel de pH + + + + + +

+ + Altamente significativo.

‘Como lo demuestra el cuadro No. 2, existen diferencias significati-

vas entre los tratamientos, y dentro de los niveles de cada uno de
los factores evaluados en el experimento, esto da la pauta de utilizar

otro tipo de prueba para definir cuil es el mejor tratamiento.
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2. RESPUESTA DE LOS TRATAMIENTOS APLICADOS SOBRE LAS VARIABLES TARULADAS
El cuadro No. 2 permité inferir QUevexiste una respuesta a las variables
introducidas al exnerimento.
Para estimar cuil & cuiles tratamientos fueron los mejores se efectud u-
na prueba de comparacién de medias, usando TUKEY.
Ios cuadros Nos. 3-5 presentan las medidas alcanzadas por cada uno de los
tratamientos, de los sustratos y de los niveles de pH. Al mismo tiempo,
muestra el anilisis de las medias y su significancia ].oqrada a lo larqgo

del experimento.

Cuadro No. 3
COMPI\RACION DE MEDIAS DE 10S TRATAMIENTOS Y SU SIGNIFICANCIA

Tratamiento Riomasa Tratamiento \ de Nitré- Tratamiento Area Fo-
{peso seco gr./m 2) geno. llar/cmz.

AT™S 3.39 | _ . ATMS 3.78 ATHS 0.62 |

ATSM 2.98 ASMS LN ASMS 0.37 :

ASMS 2.30 ASSM 3.00 ASSM 0.26

ASSM 2.06 APSM 2.78 ATSM 0.19 |

ALMS 1.8 APMS 2.7 ALMS 0.19

APNS 145 ALMS 2.60 APSM 0.16.

ALSM 0.99 ALSM 2.57 AFMS 0.15

APSHM 0.78 ’ ATSM 2.26 ALSM 0.12

. ) Cuadro No. 4

COMPARACION DE MEDIAS DE LOS SUSTRATNS YV SU  SIGNIFICANCIA

)

e ———
; | riomasa , % de nitrégeno Sre.;“gol!ar
Sustrato (peso seco gr/m ) Sustrato Sustrato
A.T. 3.00 | A.s. .36 A.T. 0.40 1
AS.. 1.8 ! A.T. 3.06 l A.S. 0.32 !
A.L. 0.85 A.P. 2.75 A.L. 0.16
A.P». 0.75 A.L. ©2.58 l A.P. 0.16

' Cuadro No. 5
COMPARACION DE MEDIAS DEL pH DE LOS SUSTRATOS YSU SIGNIFICANCIA

{peso s:‘l:zm::im ) ' % de nitrégeno 5rezm§€‘1 lar
Kivel pH _ Nivel pH . : . Nivel pH
M.5 1.83 | : M. S 3.23 | M.S 0.33 1
S.H4. 1.38 | S.M. 2.65 ! S.M, 0.18 1

Tratamientos con linea continiia son estadisticamente iquales

-26~




REFERENCIA DEL CUADRO ANTERIOR

Tratamientos:

APSM = Agua potable sin modificar pH
. APM5 = Agua potable modificando el pH en 5.0

ASSM = Agua Servida sin modificar pH
ASM5 = Agua Servida modificando el pH en 5.0
ATSM = Agqua Tratada sin modificar pH
ATM5 = Agua Tratada modificando el pH en 5.0
ALSM = Agua Lago Atitlin sin modificar
AIM5 = Agua lago Atitl&n modificando el pH en 0.5

Sustratos:
A.P. = Agua Potable ;
A.S. = Agua Servida
A.T. = Agua Tratada
A.L. = Agua Lago de Atitladn

Nivel de pH:
M.5 = Modificando el pH en 5.0
S.M. = 8Sin modificar el pH.

ILa comparacién de medias de cada tratamiento muestra en el cuadro No. 3

que el més alto rendimiento de biomasa, nitrégeno y drea foliar co

rrespondidé al tratamiento donde el agua fue enriquecida con nutrientes
o (agua tratada) y que su pH fue modificado a 5.0. En segundo término la
mejor produccidén de biomasa correspondid al grupo de tratamientos donde
el helecho crecidé en agua tratada con pH natrual y los tratamientos de
agua servida con pH 5.0 y pH natural respectivamente, lo cual era de
espefarse en funcién del medio ecoldgico donde inicialmente reporta

Aguilera, R. y Cardona, S. (3) se ha colectado el helecho.
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El tratamiento con agua del Lago de Atitlan y agua potable con pH sin
medificar como era de esperarse mostrd el rendimiento de biomasa mas
bajo. El % de nitrdgeno varid un poco en el ordenamiento de las medias
con relacidn a biomasa, aunque en forma similar a ésta, los tratamien-
tos agua del Lago de Atitldn v agua potable, ocuparon los Gltimos luga
res, aunque existe una incongruencia en este resultado, ya que la canti
dad m3s baja de nitrdgeno se.observé en el agua tratada sin modificar
'su pH, lo cual no puede ser explicado con la informacidn de este traba
jo.

El &rea foliar tomada también siguid un patrdn de ordenamiento diferen
te a biomasa y aunque va se dijo que el agua tratada con nutrientes y
PH 5.0 manifestd las hojas mds grandes al resto de tratamientos, varid
ligeramente al ordenamiento de las medias de acuerdo al tratamiento a-
guas del Lago de Atitldn y agua potable en sus dos niveles de pH (nor-

mal y 5.0), los cuales ocuparon los iiltimos lugares.

EFECTO DEL SUSTRATO SOBRE EL RENDIMIENTO

En el cuadro No. 4 y en la grdafica MNo. 2, el efecto de los sustratos
se observa en el promedio de respuesta, provocado por cada sustrato,
mostrd que estadisticamente el agua tratada v aqua servida favorecie-
ron el mejor rendimiento en biomasa, % de nitrdgeno y drea foliar de

helecho Azolla microphylla, lo cual era de esperarse de acuerdo a que

"la literatura cita que los helechos prefieren los habitats cn mayor

cantidad de nutrientes, que les favorezcan en cuanto mayor desarrollo.

EFECTO DEL pH EN LAS VARIABLES ESTUDIADAS

En las grdficas siguientes se puede observar que el promedio de res-
puestas provocadas por el efecto de rH en los sustratos mostrd que es
tadisticamente el pH &cido favorece la produccidén de biomasa, % de Ni

trégeno y tamafio foliar de helecho Azolla microphylla, lo cual era de

esperarse de acuerdo a que la literatura cita que los helechos prefie

ren los habitats con valores de acidos abajo de 6.
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Biomasa (peso seco en gramos)

APSM  ALSM APM5 - ALM5 ASsM  ASM5 ATSM ATMS5

b. % de Nitrdgeno

Nitrégeno 2

(%)

ATSM ALSM ALM5 APM5 APSM ASSM  ASM5 ATM5

c. Area Foliar

0.6}

2 : 004'

0.2

0.0
ALSM APM5 APSM ATSM ALM5 ASSM ASM5  ATM5

GRAFTICA No. 1. FFECTO DE IA TINTERACCTON SUSTRATO- pH SOBRFE EI. FENDIMIRNTO  DF

: 2
BIOMASA (ar/ mz'), ~ NTTROGENO FTIJADO (%) Y ARFA FOLTAR (cm )

" DEL HELECHO Azolla microphvlla.

-29-




a. Biomasa (peso seco en qramos)

3
2 |
. gr/m 2
. 1
. 0
_ AP AL AS AT
b. % de Nitrdgeno
3
o Pl 2 1
Nitrogeno
(%)
1
0
AL AP AT AS
c. Area Foliar
0.4
cm2
. 0.2+
0.0
AP AL . AS AT

’

_ 2
GRAFICA Mo. 2. FEFECTO DRL SUSTRATO SORPF TA PRODUCCTON DE RTOMASA (gr/m °),
% DE NITROGFNO FIJADO Y AREA FOLIAR (cm?) DEL HELECHN Azolla

microphylla.
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a. Biomasa (peso seco en qramos)

2 .
1
) ar/m 2
, 0 -
SM M5
b. % de Nitrdaeno ’
3 )
Nitréqeno 2
(%)
' 1
0
SM . M5
c. Area Foliar
3
) 2 |
cm
1
0

- - ' 2
GRAFTCA No. 3. FEFECTO DEL pH DEL-SUSTRA'T) SORRE TA PRODUCCTOM DF BTOMASA {(gr/m ),
% DE NTTROGEND FIJADO Y ARFA FOLTAR (cm?) EN EL HELRCHO Azolla
microphylla.
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FF. DE ERRATAS

No. pPlee Debe leerse.
altura temperatura. Pégiha i
. 2 .
Biomasa en Kg/mt Biomasa en Kg/unidad
de area. Pagina 32

Cuadro No. 6

2
PRODUCTIVIDAD DE BIOMASA (kg/m ) Y NITROGENO (kg/ha) DE LA SIMBIOSIS
Azolla micrphylla - Anabaena sp. BAJO 8 TRATAMIENTOS DE SUSTRATO Y
pH DEL MISMO.

Tratamientos , Biomasa , kg de N/ha
en kg/mt
ATM5 3.39:x 10-3 15.22
ATSM 2.98 % 10-3 7.99
ASM5 2.30 x 10-3 10.13
ASSM 2.06 x 10-3 7.36
AIMS o 1.84 x 10-3 5.68
APM5 1.45 x 10-3 4.72
ALSM 0.99 x 10-3 3.02 .
APSM 0.78 x 10-3 2.57

El cuadr6 No. 6 muestra los kg de N/ha, @éstos varfan de 2.57 a 15.22

~ kg/ha de nitrSgeno, cantidades que comparadas con la revisién biblio-

grdfica por ejemplo La Agricultura de las Américas (11), muestrade 40 a
50 kg/ha de nitrdgeno, y seglin Venkataram (46), la inoculacidn del al-
ga de un beneficio de 25 a 30 kg/ha de nitrégeno, se afirma que la can

tidad obtenida en el experimento es relativamente baja.
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OBSERVACIONES VISUALES SOBRE COLORACION DE HELECHO Azolla microphylla

Como cita la literatura, el efecto de exposicidén a la radiacién directa
del sol causa cierta coloracidn rojiza en el helecho; como una exten-
sidén en la toma de datos se optd por observar este fenémeno a lo largo
del experimento y se pudo comprobar que efectivamente el helecho se co
lorea, pero esta coloracién no se debié, para el caso de este experimen
to‘pbr efecto de la luz directa del sol, ya que las plantas mds vigoro
sas que crecieron en condiciones de buena nutricién (agua tratada) y pH
5.0 desarrollaron un verde intenso,color que fue variahdo en otros tra
tamientos dependiendo bisicamente por el sustrato y pH. A continuacidn
se presenta un cuadro_que plantea el color que mas o menos presentaron
las plantas a los 20 dias (época de cosecha) en la que ya el color ca-

£é podria ser provocado por muerte y falta de adaptacién del helecho al

‘sustrato.

Cuadro No. 7

COLOR QUE PRESENTARON LAS PLANTAS DE Azolla microphylla
A LOS 20 DIAS DE SEMBRADO EL ENSAYO

TRATAMIENTO COLOR
ATMS _ VERDE
| AsMS VERDE-ROJI1Z0
" ASSM ROJIZO-VERDE
ATSH ROJIZO
APM5 ROJIZO-CAFE
ALM5 CAFE~ROJIZO
APSM CAFE-VERDF,
ALSM CAFE
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En funcidén de estos resultados, se cree que es necesario establecer
otros estudios que puedan corrobarar la informacidén ya existente o den
nueva informacidén sobre las posibles otras causas de la coloracién ré-

jiza del helecho.
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. VIII. CONCLUSIONES

1'

Las tres variables respuestas analizadas mostraron que entre medias
existen significancia, lo cual demostrd que las hipdtesis planteadas
inicialmente se corroboraron, ya que los diferentes sustratos evalua-
dos producen diferente biomasa y fijan diferente'porcentaje de Nitrd-
geno. )

-

El sustrato que produjo la mayor cantidad de biomasa, % de nitrdgeno

fijado y drea foliar fue aquel donde los organismos en simbiosis tu-

vieron mayor cantidad de nutrientes.

En el tratamiento agua servida se observé que aunque el helecho no
crece igual al tratamiento del agua con nutrientes,'se observa un mer
jor desarrollo, lo que comprueba lo observado por Cardona, S. y Agui-

lera, R. (8), en relacidn a donde se recolectd el mismo.

El pH 5.0 mostré_que favorece el crecimiento del heiecho respecto a
los pH mis altos, lo cual era de esperarse ya que la literatura con-
sultada sobre las condiciones generales de crecimiento natural'del

helecho asi lo mostraba.

La cantidad de Nitrdgeno fijado es relativamente baja segiin compara-
cidén a lo que reporta la revista Agricultura de las Américas (11)'y

Venkataram (46).
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" IX. RECOMENDACIONES

Dado que en Guatemala es la primera investigacién de la produccidn del hele

cho Azolla sp., en ambientes artificiales se recomienda:

1.

2.

3.

Hacer un estudio para afirmar cudl es el mejor pH para su crecimiento.

Investigar los elementos que preferéntemente busca la Azolla Sp. para

su desarrollo y su mejor adaptacidn.

Reafirmar las fuentes donde reportardn que existia el heleého Azolla

Sp., ya que en caso contrario se perderia parte de la inpvestigacién

‘que ya fue realizada.

Evaluar las otras dos especies reportadas para Guatemala, Azolla ---

filiculoides y Azolla caroliniana, en cuanto a productividad de biomasa,

) de‘nitrégeno fijado y Area foliar.
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bETERMINACION DE NITROGENO TOTAL EN MATERIAL VEGETAL POR EL METODO KJELDAHL

Principio:

En el método Kjeldahl, el nitrégeno ae la muestra es convertido en amoniq,
(NH4)ZSO , por digestién con HZSO4, concentrado, en presencia de catali;a-
dores (Se-Cu), oxidante (H202) y Kzso4, para aumentar el punto de embulli-
cién, con el fin de favorecer la oxidacién de la materia orgdnica. Termi-
nada la digestién, se procede a destilar el material digerido, en medio al

calino, liberando todo el nitrégeno como NH_, el que se recibe cuantitati4

3
vamente en una alfcuota de HCI 0.1 N (25.0 ml) que se titula con NaOH 0.1

Ne inmediatamente se acidula.

Seqguiremos un ejemplo de la técnica badsica para la determinacién de N total,

en.donde no se incluyen los nitratos, ya que frecuentemente constituyen una

parte despreciable con respecto al N total. (13).

Equipo y materiales:

1) Digestor semimicro, para 6 baldones de 100 ml.

2) Aparato de destilacién semicmicro-Kjeldahl, para 6 balones de ‘100 ml.
3) Balones Kjeldahl, de 100 ml.

4) Balones-erlemmeyer para titulacidn, de 100 ml.

5) Bureta automatica, graduada a 0.01-0.15 ml, de 25 ml.

6) 'Dispensado¥, de 50 ml. '

7) Pipeta volumétrica, de 20 ml.

8) Piceta para agua destilada

9) Piceta para H202 30% vol.

10) Piceta para N, OH 50%

11) Cucharita calibrada para 1.7-2 g de mezcla reactiva de selenio
12) Gotero par indicador

13) Bolitas de vidrio o piedras pémez (granos), para facilitar embulliéién.

14) Soporte-bano de arena, para balones Kjeldahl.
|
|

15) Gradilla para balones de 100 ml. (13).
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Reactivos:

1) Mezcla reactiva de selenio 500 partes de Nazso4 {o k2804), 8 partes de
CusO, , 8 partes de selenio p.a.
2) H,O, 30% en volumen, p.a.

272
3) H,SO, concentrado, p.a.

4) N20H4p.a. al 50% en peso

5) Solucién estdndar de HC1 0.1 N, p.a.

'6) Solucidn estdndar de NaOH N p.a.

.7) Indicador mixto, rojo de metilo-azul de metileno: 0.-250 g de azul de

~‘metileno y 0.5 g de rojo de metilo, en 100 ml de alcohol de 70°. (13).

- Digestidn:

1) Pesar 0.3 grs. de muestra e introducirlos cuatitativamente en un baldn
Kjeldahl seco, de~100 ml. Anotar en la planilla de registro de andli-
sis (Plla. II) el nimero de la muestra, nimero de balén y peso exacto
de la muestra.

2) Agregar 5 ml de H2804 conc. y mezclar el contenido, imprimiendo al ba-
16n un movimiento ¢iratorio; cuidando que no quede la muestra, sin hu-
medecer, adherida a las paredes. ' '

3) Agregar, con cucharita calibrada, 1.7 g de mezcla reactiva de selenio
Yy hoﬁogenizar. .

4) Calentar hasta que se haya aclarado la disolucién (coloracidn amarillo
marrén claro). A partir de este instante, continuar la diéestién por
espacio de 30 min. Luego, pasar el baldn al soporte de arena Y dejar
enfriar. '

-5) Se enfria al terminar la digestidén. El color final es ligeramente ce-

leste, proveniente del Cu2504 de la mezcla reactiva de selenio. (13).

Destilacién:

1) Agregar agua destilada al balén de la muestra digerida, hasta un volu-
men aproximado de 40 ml., disolver el precipitado con movimientos gira

torios.
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2)

3)

4)

3)

6)

7)

8)

Agregar una gota de indicador y 1 & 2 piedras pomez parala ebullicidn.
Dejar con hielo.d refrigeradora.

En un balén-erlenmey;r para titulacidn, introducir, cuantitativamente,
15 ml. de HCT 0.1 N y una gota de indicador. Colocarlo en el extremo
del tubo colector del refrigerante (éste, sumergido en la solucién de
HC1), para recibir el destilado burbujeando.

Inclinando el baldén, en posicidén tal que forme un &ngulo de 45°, se
vierte una cantidad de NaOH al 50% suficiente para alcalinizar, mejor
en exceso, es decir, + hasta un 60-70 de volumen aproximado, a manera
que reshale pof-el cuello del baldn, llegando al fondo del mismo,,gig

mezclarse con su contenido.

Se lleva al destilador, con movimientos suaves, se conecta y se imprime

al baidén un movimiento de giro para que se produzca la mezcla intima de

su contenido.

Se deja inmediatamente en el calefactor, ya caliente para evitar peli-
gros de reabsorciones. El color verde indica que el medio es alcalino.
Contar el tiempo a partir del instante en que comienza a destilarvy'
continuar la destilacién durante 8 min.

A los 8 min. se baja el nivel de baldn de titulacién de manera tal que
el extremo del tubo colector del refrigerante no quede sumergido en la
solucj6n de HC1.NH4C1 y se continfia la destilacidén por espacio de 2 min.
para el lavado interior del tubo.

Se retira el balén de titulacidn, lavado al mismo tiempo el extremo del

tubo del refrigerante con H,0 destilada (13).

Titulacidn:

1)

2)

‘Titular el exceso de HC1 0.1 N, con NaOH, hasta viraje del indicador -

color verde nitido. 4
Hacer la lectura de los mlde NaOH 0.1 N utilizados y anotarlos en la

planilla de registro de anilisis (Plla. II).
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3) Acidificar con HC1 0.1 §_>(0.5 ml), para evitar pérdidas de N. (13).

SOLUCION PARA EL AGUA TRATADA (47).

CaHPO, 6 Ca, (HPO,), ‘ ) 1 gr. / Lt.
K, HPO, ‘ 0.2 " "
MgSO0, 7H,0 ’ | 0.2 " "
NaCl | 0.2 " "
Feci3 0.1 ™ "
Trace metal Soin 1.0 ml. |

pH 1.0

Trace ﬁetai | Soln/Lt.
Boric Acid 0.5 gr.
Zn$04 0.5 "

. Mnso4.H20 | 0.5 " ¢
CuSO, . 5H,0 : | ' 0.02 "

‘NaMoO, ' 0.05 "

4
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C. ANALISIS DE LOS SUSTRATOS, AGUA POTABLE, AGUA SERVIDA y AGUA DEL LAGO DR

Yo

ATITIAN.
MINISTFRIO DE AGPICULTURA
DIRECCION TECHICA DE RIFGO Y AVENAMIENTO
L..RORATORIO DE SUELOS Y AGUA
I'royacto: Tacha:
Frocedencia Eg B ‘
gg 8 5 gE -
Identificacibn k’9-'114 p9-115| 89-116 *
7.90 }7.39 | 8.16
PH

cex10 6 & 25 o

235 | 242 4d8

Shlidos en Solucidn
s

Suma de Cationes
Heq/litro

2.51 ] 2.30) 4.7

Suma de Aniones

2.68 2.451] 4.67

Meq/litro =
L 24
Ca 1.00 | 1.00 | 1.10
we®t 1071 | 0.53] 1.68
[«] X :
i -
‘3 g m *
3 |k 0.74 | 0.59 | 1.85
8 A o T
s 8y 0.06 | 0-18 ] 0.14
3 pog
g 3 1o0.00 § 0.00} 0.73
| g. . HCO®y 12,46 | 2.29 | 3.21
& =
;3' :8‘s cL 0.22 | 0.16 | 0.56
: NO=y L
50%, TRAZAS 0.18

Y Sodio soluble

9.48 125.63 138.78

Ines
0.80 | 0.67 | 1.57

Nap €Oy RES 0.75 | 0.76 | 1.15

CLASE cs |ce Jcs

47

e
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" UNIVERSIDAD DE SAN CARLOS DE GUATEMALA

FACULTAD DE AGRONOMIA
AREA TECNOLOGICA :
SUBAREA DE PROTECCION DE PLANTAS No.

FECHA

LABORATORIO DE DIAGNOSTICO

D, RESULTADOS DE LABORATORIO
DE ENTOMOLOGIA.

Senor
José D. Castro

Atentamente trasladamos a usted los resultados del analias

b2
e
1]

- efectuado en este laboratorio -

Muestra analizada hojas del helecho Azolla microphylla

‘Proceso utilizado observacidn al estasrsoscopio

RESULTADO -~ HONGO [ NEMATODO [/ BATERIA [

INGECTO [X/  ACARO [/ C©TRO [

. GENERO (S) Familia Sesiidae (Aeperiidae)

"Recomendaciones de control:

L. CﬁLTURAL Extraer las larvas con pinzas 0 con un alam-

bre, para sanar la planta.

PR

B. QUIMICO Ho se puede aplicar, por el medio, por comta=-..

minacibdn del agua.
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)

v OBSERVACIONES: Se recorendo no aplicar incesticiras, para no

contaminar el agua.

" ID Y ENSENAD A TODOS "

£) - Yyre M&?ﬁé - Vo.Bo. f
‘ ¥6ro Agronomo

Résponsable

-DONACION: E1l recipiendario dona al Centro de Diagndstico el o

los siguientes materiales:

£) . Fecha_

Recibido f)

Ingeniero Agrdnomo
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MINISTERIO DE ENERGIA Y MINAS
DIRECCION GENERAL DE ENERGIA NUCLEAR

E. INFORE DE AMALISIS DR

CODIGO RQ-A-013 NORMALIDAD DEL ACIDG CLORHIDRICO

2 MUESTRA: | Solucidon Acuosa de Acido Clorhidrico
FECHA DE INGRESO: 12 de septiembre de 1989

FECHA DE ANALISIS: 12 de septiembre de 1989

FECHA DE INFORME: 13 de septiembre de 1989

SOLICITANTE: Ing. Agr. Carlos Sanabria, Seccion Agropecuaria
. ANALISIS: . Determinacidn de la Concentracion Normal de Acido
) Clorhidrico. '
METODO: Valoracidn con Hidrdxido de Sodio patron utilizando

Fenolftaleina como indicador.

RESULTADOS:

Identificacidn Concentracion
Replica No.l 0.09430 meq/ml.
Replica No.2 © 0.09479 meq/ml.
Replica No.3 _ . 0.09479 meq/ml.
Replica No.4 0.09479 meq/ml.
Media 0.09467 meq/ml.
Varianza 0.00025 meq/ml.

cv - : . 0.26 7

CONTROL DE CALIDAD

' Dos muestras de Acido Sulfurico 0.10000 meq/ml durante el analisis, aportaron
los siguientes resultados: :

Control | 0.10025 meq/ml
Control 2 0.09976 meq/ml
Media 0.10001 meq/ml
Varianza 0.00035 meq/ml -
cv 0.35 %
Error Relativo 0.01 %
. » . / =
,/ ' . 5 TS TN PRTNE R AL
2 //>////-4'deb /%
Lig?:E; gio E. Molina M.
. Quimico
' Jefe/éeccién Raddoquimica
. e ENMEFIGIA - UCLEAR
/mjoa* _ GUATEMALA, C. A,
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ANALISIS DE VARIANZA DE LAS VARIABLES RESPUESTA, BIOMASA, % DE NITROGENO
Y AREA FOLIAR.

AMALISIS DE VARIANZA DE: Rendimiento en Gramos de Peso Seco

F.V. G.L. SUMA DE CUADRADCS CUADRADO MEDIO ¥ CALCULADA SIGRIFICANCIA | ]

TRATAM 7 29.842560 . 4.263 23.428 -~ 0.0000
A 3 26.297080 8.7666 48.192 0.0000
B 1 1.665314 1.665 9.156 0.0059
AB 3 _ 1.880165 0.627 3.446 0.0320
ERROR 24 4.365402 0.182
TOTAL 31 34.207960

Coeficiente ‘de Variacidn: 24.9956%

ANALISIS DE VARIANZA DE: Porcentaje de Nitrdgeno Fijado

F,V; 'G.L. SUMA DE CUADRADOS CUADRADO MEDIO F CALCULADA SIGNIFICANCTA

TRATAM 7 8.970001 _ 1.281 23.827 0.0000
A 3 2.810974 0.937 17.423 0.0000
B 1 2.662201 2.662 49.502 0.0000
AB 3 3.49682¢€ 1.166  21.674 0.0000
ERROR 24 1.290711 - 0.054
TOTAL = 31 10.260710

Coeficiente de Variacién  7.8938%

. 2
AMALISIS DE VARIANZA DE: Area Foliar en Cms

¥.V. G.L. SUMA DE CUADRADOS CUADRADOMEDIO F CALCULADA SIGNIFICANCIA

TRATAM 7 0.78 0.1 44 0.0000
A 3 0.36 0.12 48 0.0000
B 1 0.18 0.18 72 : 0.0000
. AB 3 0.24 0.08_ 0.0000
ERROR 24 0.06 15x10 '
TOTAL 31 0.84

Coeficiente de Variacién: 19.39%
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