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I) INTROQDUCCION

En los Gltimos ahos se han acentuado tres de los nis
importantes procblemas a los que se enfrenta la humanidad:

a) La crisis energética

b) La alimentacién b&sica

Cc) La contaminaci6n ambiental

El primero es un probiema que afortunadamente on M&-
xico no tiene las dimensiones GQue alcanza en otros pafses. Sin
embargo, es bien sabido que el petrfleo es un recurso no reno-

vable y por lo tanto es imperativo disminuir su consumo y en-

contrar fuentes enerqgéticzs ~ue 1o zub o

______ = - sulatiluyan.

Entre ios mdltiples productos que se obtienen de los
hidrocarburos, estin los fertilizantes quimicos nitrogenados que
son usados ampliamente en la agricultura. Estos fertilizantes
juegan un papel fundamental en la produccién mundial de ali-
mentos y constituyen un problema primordial en los paises po-
bres 0 en was de desarrollo.

La produccibn de granos bsicos en estos pafises, in-
cluyendo a México, debe satisfacer totalmente la demanda inter-
na. Watanabe (1978), cita que en los pafses en vias de desarro-

110, el promedio de cereales producidos por unidad de Srea es

“ 1.5 fon '/!'l_e_ T oIre

1RO0C & ... 9
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&inlz& que ser de .4 ton./ha.,
para satisfacer las necesidades alimentarias de estos paises.
Esto representaria una fertilizacién de 75 kg. K/ha., mientras

que hasta ahora los niveles de fertilizacifn en los campos de




cultivo, son de aSlou 25 Kg./ha.

Por otra parte, en los paises desarrollados se em-
plean altas dosis de fertilizantes quimicos nitrogenados para
obtener rendimientos aceptables. Todo esto sin considerar que
el costo de la fertilizacifn quimica resulta elevada debido a
que la fabricacifn de estos fertilizantes depende directamen-
te de los hidrocarburos. Por otra parte, el emplec de altas do-
sis de fertilizacifn puede producir un desequilibrio ecoidgico
en los campos de cultivo al ser arrastrados los fertilizantes
a lugares donde no se requieren. Es por esto que se ha desper-
tado interés cientifico a nivel mundial por abocarse con nis
énfasis a tratar de resolver ¢ al mencs disminuir la magnitud
de estos problemas.

Una alternativa que se ha ido gestando desde princi-
pios de siglo es aprovechar el procesoc biol6gico de la fijacibn
del nitrSgsnc atwmcs ectf raducids
solamente a ciertas bacterias y algunas algas azul-verdes (cia-
nobacterias). Estas Gltimas son de especial interés debido a
que, ademis de tener la capacidad de transformar el nitrdgenc
atmosférico en nitrSgeno protéico, ya sea como organismo de vi-
da libre o0 en forma simbi6tica con algunas plantas y hongos,
son organismos fotosintetizadores por lo que tienen resuelto su
abastecimiento de energia, punto vital en ¢l proceso de la fija-
cifn del N,

De entre las asociaciones simbifticas, la que ha des-

pertado gran interés desde el punto de vista agronfmico es la




que conatituyen Azolla-Anabaena azollae. Este helecho y su mi-

crosimbionte se han empleado en China como fertilizante biol6-
gico en los cultivos de arroz, desde hace mids de 2 siglos; sin
embargo, su aplicacién agronfmica y con fundamentos cientificos
es reciente.

Entre otros paises asifticos, en China actualmente
se fertilizan bioldgicamente con Az¢lla 1,300,000 has. y en
Vietnam 800,000. Singh (1979) y Watanabe (1978) estimaron una
incorporacifin de B840 y 460 kg. de N/ha./afo, respectivamente,
al fertilizar con Azolla. Con respecto a su importancia en la
produccifn agrfcola, Liu et al (1981) informan haber obtenido
rendimientos de 12-15 ton,./ha./afio, de arroz, con la incorpora-
cifén de Azolla a los cultivos de dicho cereal.

Por otra parte, las algas azul-verdes de vida libre,
representan también otra alternativa en la fertilizacifn biol6-
gica de los cultivos de arroz, ya que la inoculacifn de los arro-
iales con estos microorganismos, puede contribuir con 72-144 kg.
de N/ha./cosecha (Li, 1981), ademfis de& que pueden constituirse
en una excelemte fuente de protefna (40~50%), que puede ser usa-
da como forraje y ain para consumo humano cuando son cultivadas
en condiciones higiénicas.

Son estas razones las gue nos motivaron & iniciar es-
te trabajo, comnsiderando que en nuestro pais el cultivo del
arToz2 es uno de los afs importantes y Jepresenta uno de los prin-
cipales ceresales en la dieta de nuestro pueblo, ademfs de gque
se cusnta en ¢] pafs con los climas y condiciones favorables para

la propagacife y empleo agronSmico de Azolla y de las algas azul-
verdes.




II) REVISION DE LITERATURA

A} Algas azul-verdes (ciancbacterias)

1) Caracteristicas generales y Taxonaomfa

La poblacién microbiana de un suelo normalmente estd
constituida por bacterias, actinomicetos, hongos, algas y pro-
tozoarios, en orden decreciente (Alexander, 1977).

Las algas del suelo se clasifican en clorofitas o
algas verdes, cianofitas o algas azul-verdes, bacilarofitas o
diatomeas y xantofitas o algas amarillas (Alexander, 1977).

Las cianofitas o algas azul-verdes es el finico grupo
de algas en donde se conocen especies fiiadoras de nitrfgen~.
Estos microorganismos procariotes y fotosintéticos contienen
clorofila a, carotenos, xantofilas y las ficobilinas llamadas
ficocianina y ficoeritrina (Stewart, 1970). La combinacifn de
los pigmentos produce el color azul verdoso caracteristico del
grupo.

La morfologfa de las azul-verdes es unicelular, colo-
nial o filamentosa. Esta dltima puede poseer 3 clases de célu-
las: heterocistos. esporas o acinetos v células vegetativas.

Los heterccistos es el sitio donde ocurre la fija-
cifa de N,, es decir, es la sede de la nitrogenasa {Day y Witty,
1977). Son cflulas con pared gruesa, norsalmente de mayor tama-
Do gue las c€lulas vegetativas y de color amarillo verdoso.

Las esporas ¢ acinetos son células mfs grandes, a lo




largo y a lo ancho, que las cé&lulas vegetativas y son formas
de resistencia a condiciones adversas del medio ambiente.

Aunque las células vegetativas son fundamentalmente
de funcifn fotosintética, investigaciones recientes han demos-
trado su capacidad para la fijacifn de N,, tnicamente bajo con-
diciones de microaerobiosis o anaerobiosis (Stewart, 1980 b).

Las algas azul-verdes est&n rodeadas por una envol-
tura o vaina mucilaginosa cuya composicifn quimica no es bien
conocida. Se tiene conocimiento de que es un polisacirido muy
complejo (Fogg et al., 1973}.

Fritsch (1945: citado por Fogg et al., 1973) hizo
una clasificacifn de las algas azul-verdes ¢ cianofitas y las
agrup$ en 5 ordenes: Chroococcales, Chamaesiphonales, Pleuro-
capsales, Nostocales y Stigonematales.

Por otro lado, Stanier (1978' citado por Stewart,
1980a) propusoc que las algas azul-verdes deberfan incluirse
dentro de las bacterias y ser denominadas cianobacterias.

Una clasificacién mniis reciente en los subgrupos de
las cianofitas fue hecha por Rippka et al (1979; citado por
Stewart, 1980a y Rippka et al., 198la) en la cual reconoce 22
géneros contenidos en 5 secciones, sin ninguna nomsenclatura en

particular, fGnicamente numeradas de la I a la V.

2) Fisiologia

junto con las proclorofitas, los 2 tinicos grupos de procariotes

fotoautStrofos (fotoclitotrofos) capaces de realizar la fotosfin-




tesis utilizando el agua como agente donador de electrones, 1li-
herando oz {Stanier et al., 1981).

Dentro de las cianofitas existe un grupo en el cual
se desarrollan heterocistos, que son células altamente especia-

lizadas que tienen la capacidad de fijar el N, aer6bicamente,

2
las cuales obtienen su energfa para la fijacién del N, por me-
dio de la energla que captan las células vegetativas en la fo-

tosintesis (Rippka et al., 1981b; Wolk, 1981).
a) Nutricién.

Los elementos mayores requeridos para el desarrollo
de las cianofitas nc son diferentes a los gque necesitan las
plantas: N, P, K, Ca, Mg, Na y, por supuesto, C, H y O (Fogg,
et al., 1973). De &stos, el nitrégeno y el carbono son obteni-
dos de la atmésfera por medio de los heterocistos y células ve-
getativas, respectivamente (Stewart, 1980b). Experimentos rea-

lizadqs con Anabaena cylindrica por Allen y Arnon (1955) demos-~

traron que el crecimiento de e=sta alga con nitrSgeno combinado
(803) y nitrégeno atmosférico (Nzﬁ, es pricticamente el mismo
con ambas fuentes de nitrdgeno. Kratz y Myers (1955) sehalan
que el amonio, el nitrato y la urea sirven comc fuente de nitré-

geno para Anabaena y Nostoc.

Segfin Fogg et al (1973), la forma mis recomendable en
el suministro de fésforo es en forma de fosfato dibdsico a una
concentraciSn de nis de 0.05%. Este compuesto es preferido dado
que actfa comc amortiguador alrededor de pH 7.5.

El requerimiento de sodio y potasio fue establecido



por Kratz y Myers (1955) informando que los niveles Sptimos
scn de 5y 2.5 ppom resnactivamente.

Allen y Arnun {1i3353) sefialan que el calcic es nece-
sario para el desarrollo de las cianofitas y recomiendan una
dosis de 20 p.p.m. El magresio es un componente de la clorofi-
la y por lo tanto es un elemento esencial para estos microor-
ganismos, recamend&ndose una dosis de 20 p.p.m. (Fogg et al,

1471
P S-S

El hierro es un constituyente de compuestos tales
como citocromos, ferredoxinas y nitrogenasa, y generalmente es

adicionado a los medios de cultivo como cumpieju queia

ataus, yo
sea como citrato, EDTA, etc., para manteperlo scluble en condi-

El molibdenc es un elemento esencial para cualquier
microorganismoc fijador de N,, ya que es un componente de la
nitrogenasa, por lo que es necesaric adicionarlo a los medios
de cultivo. Kratz y Myers (1955), Allen y Arnom (1955), Fogy
et al (1973) y Stewart (1977) citan la necesidad de este ele-
mento y recomiendan una dosis de 0.1 y 0.2 p.p.m. ya sea que
el cultivo haya sido adicionado de nitratos o bien esté cre-
ciendo con N,, respectivamente.

Para un buen crecimiento de las cianofitas, es nece-
sario agregar al medio de cultivc trazas de los siguientes ele~
mentos: boro, manganeso, cobre, zinc y cobalto. Pogg et al
(1973) recomienda una concentracifm de 0.1 p.p.m. de Boro. El

cobalto es necesario en cantidades de 0.4 microgramsos/l.



Existen informes de que el burbujeoc con aire y aire
con CO, al 5% estimulan el crecimiento de las algas azul-verdes
(Venkataraman, 1969; Fogg et al., 1973; Stewart, 1980a).

Se han desarrollado varias férmulas para el cultivo
de las cianofitas, entre otros, los m&s utilizados son el me-
dio de Chu No. 10 (Gerloff et al., 1950) medio de Kratz y Myers
{1955), medio de Allen y Arnon (1955), medio BG~11 de Hughes
Gorham y Zehnder, cor ligeras modificaciones hechas por Allen
y Stanier (1968), siendo este (Gltimo medio de cultivo de los

mis empleados para el aislamiento v cnantificacidn 3o

- - -
____________ was nn.!,ﬂn

azul-verdes y diatomeas (Roger y Reynaud, 1976, 1977; Reynaud

y Roger, 1977; Halgerin et al., 1977; Rippka et al., 1981b}.

.

b) pH.

La concentracidn de iones hidrb6geno es un factor muy
importante, el cual afecta directamente la fisioclogfa de ias
cianofitas.

Los autores coinciden en que el rango de pH en el
cual las algas azul-verdes pueden crecer es muy grande, pero el
Optimo se encuentra en condiciones neutras o ligeramente alca-
linas, esto es entre 7.0-8.5 (Mishustin y Shil‘'nikcva, 197}1;

Fogqg et al., 1973; Stewart 1977}).

Haer

Hay Iinfcises de yue adn en rangos de pH Scidos (6.0)
y alcalinos (9.0) existe desarrollo de algas azul-verdes (Kratz
y Myers, 1955). Sin embargo, el efecto de pH en el crecimiento
no es s8lc debido a la interaccifn entre la concentracifn de

iones hidrégeno y el metabolismo celular, sinoc también a la in-




teraccifn entre iones hidrfgeno y el medio de cultivo. El

equilibrio:

3

- P +
Co2 + azo_ HZCO:‘T H + HCO?’T_"QH + CO

es afectado, asf como también la solubilidad de muchos compues-
tos de metales pesados, que en los medios de cultivo tienden a
precipitar en forma de hidr6xidos bajec condiciones alcalinas

{Fogg et al., 1973},

c) Temperatura.

Las algas azul-verdes tienen rangos de temperatura
muy amplios, pero en general, la mayorfa de ellas crece aejor
a temperaturas cercanas a los 35°C (Fogg et al., 1973' Stewart,
1977} .

Allen y Stanier (1968) sugieren que la temperatura
es un factor selectivo para el aislamiento y cultivo de las cia-
nofitas, y determinan que a una temperatura de 35°C se evita
el desarrollo de algas eucariotes. Sin embargo, recientemente
Rippkz et al (1981b) mencicnan que un gran amero de cianofitas
no toleran temperaturas arriba de 30°C y algunas veces ni siquie-
ra arriba de 20°C, por lo que estos autores no estfn de acuerdo

que el cultivo a una temperatura de 35°C sea un procedimiento

entnmtdeon A Ana anrimMmonrimiontn nars Tae
S2.o0TLve © == enricuecimiento para las

ciannfitas
Por otro lado, Alexander (1975) informa que ciertas
especies de cianofitas fijan '2 a temperaturas tan bajas como

=5°C, asf como también ciertas especies de Nostoc que lo hacen
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a temperaturas de 0°C.

Castenholz (1981) informa que una cepa de alga azul-
verde puede crecer a temperaturas tan altas como 73-74°C (ter-
mofflicas).

Kratz y Myers (1955) encontraron que las mayores ta-

sas de crecimiento para Anabaena cylindrica, Nostoc muscorum

Y Anacystis nidulans son a 35, 32.5 y 41°C respectivamente.

Witty (1979} experimentando con temperaturas de con-

gelacidn, encontr$ que después de someter a Nostoc ellipsosporum

durante 30 minutos a -18°C, observ6 destruccién de c€lulas ve-
getativas, permareciendo @nicamente heterocistos Y esporas; aun-

que después de 4-6 dfas, observé gue €stos desarrollaron peque-

nos filamentos.

d) Luz.

Varios autores coinciden en que la intensidad lumi-
nosa Sptima para el cultivo de las algas azul-verdes, depende
de varios factores tales como deusidad de cultivo, concentra-
cifn de CO,, el disefio del recipiente donde se realice el cul-
tivo etc. (Fogg et al., 1973; Stewart, 1980a).

Fogg et al (1973) menciona que, en condiciones de
campo, las algas azul-verdes soportan mayores intensidades lu-
minosas que cuando crecen en el laboratorio, sefalando también
que, & bajas intensidades luninosas o iluminacifn intermitente
(16 horas luz y 8 de obscuridad), es como se mantienen mejor
los cultivos. Sin embargo, Aller y Arnon (1955), demostraron

que con adecuadas dosis de Coz, nutrimentos minerales y adn con
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nitrégeno atmosférico (como (nica fuente de este slemento)

bajo una intensidad luminosa de 16,000 lux, obtuvieron un cre-
Cimiento de A. cylindrica ligeramente mayor gue cuando la fuen-
te de nitrbgeno fué el nitrato. También encontraron que la luz

intermitente comparada con luz continua, no produjo diferencias

en el crecimiento.

e)] Desecacién.

Las algas azul-verdes tienen una gran capacidad para
soportar la desecacifn. La humedad que poseen es, probablemente,
uno de los factores afs importantes que determinan su actividad
nitrogenfisica.

Fogy et al (1973)y Stewart (1977) sefialan que en re-
giones &ridas, existe poca poblacién de clanofitas, pero cuando
llueve en tales regiones se desarrolla un vigoroso crecimiento
de estos microorganismos. Prueba de &sto es lo que sucede en
los desiertos de Arizona. También en regiones tropicales y sub-
tropicales Singh (1950; citado por Fogg et al., 1973) llevl a
cabo experimentos en suelos alcalinos e infértiles, cercando su-~
perficies del suelo con amontonamiento del mismo a manera de
bordo y dej6 que se inundaran en la época de lluvias, esto con-
dujo a la acumulaciSn del agua que permitil el desarrollo de al-
gas azul-verdes fijadoras de liz, con el consecuente mejoramien-
to de estos suelos transformfndose en suelos fértiles.

Segln Stewart (1977), uno de los factores mis impor-
tantes para soportar la desecacién consiste en que la mayorfa

de las algas fijadoras de N,. producen un abundante y grueso




mucflago gue impide la pérdida dristica de agua.

Fogg et al (1973) sefialan que la abundancia de algas
azul-verdes es mayor en suelos cultivados que en suelos no cul-
tivados y lo explican por el hecho de que en los primeros exis-
te irrigacifn.

Witty (1979) menciona que en un experimento realizado
en un suelo inoculado con cianofitas, la actividad nitrogenfsi-
ca se pierde degspufs de 2 dfas de desecaciln al %, sin recupe-
rarse esta actividad después de volver a humedecerse. Sin em-
bargo, en experimentos llevados a cabo en medios de cultivo,
Rodgers (1977) demostrS gue atn después de 7 dias de desecacidn
a menos de 10% de humedad, todavia encontré actividad nitroge-

nisica después de haber humedecido los cultivos de Nostoc mus-

corum.
3) Ecologia

Las algas azul-verdes tienen una distribucifm commo-
polita. Se les puede encontrar en regiones polares (Alexander,
1975), en regiones templadas (Granhall, 1975), es regiones tro-
picales (Venkataraman, 1975) e inclusive en desiertos (Shields
y Durrel, 1964).

Se le ha dado mayor atencifn a la ecologia de las cia-
nofitas en los cultivos de arroz por la importancia que éstas
representan en los sembradfos de ese cereal. Venkataraman (1975)
menciona que en la India la distribucién de cianofitas varfa de
4 al 803, dependiendo de las caracter{sticas de los suelos y de

las condiciones climSticas. De 2213 muestras de suelo el 33%
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presentaron cianofitas fijadoras de nitrégeno, siendo Aulosira

foartiliscims v especies de Nostoc, algunas de las m&s abundan-

En Egipto, El-Nawawy y Bamdi (1975) informan que los
géneros mis comunes en los cultivos de arroz son Calothrix y
Anabaena y concluyen que una amplia variedad de algas azul-ver-
des, incluyendc aquellas fijadoras de N,, se desarrollan en
suelos de Egipto.

Existen informes de su amplia distribucifin en palses
como JapSn, Filipinas, Italia, Unifn Soviética y Estados Unidos
(Fogg et ai., 1373), pero han sido desde el punto de vista cua-
litativo.

Los escasos trabajos publicados con respecto a la po-
blacifn de estos microorganismos indican variaciones. Roger y
Reynaud (1977) y Fong y Shen (1981) mencionan que la poblacién
total de algas en un cultive de arrox varfa notablemente duran-
te el ciclo del cereal; citan que al principio del anegamiento
se implantan las diatomeas y clorofitas, al inicio del floreci-
miento de la panicula se implantan las Oscillatoriaceae y en
el dltimo estadio de la panicula, las algas azul-verdes son las
dominantes. Los primeros autores seiialan que variando las con-
diciones del cultivo tales como humedad, fertilizacifn y la den-
sidad de cultivo, la flora de algas del suelo de arrozal varfa.

Bhuiya &t al {1281) citan que en suelos con pH neutro
y con alta husedad, detectaron el mayor nfmero de cianofitas

(31,000/g. de suelo); por otra parte, en suelos con pH ligera-




ssporas/cm”. de sueloc seco. Catling et al (1981) encontraron

o

+800 unidades/ml. en el tirante de agua de un (ultivgs ¢
arroz.

En general, los factores que gobiernan el desarrollo
Y la ecologfa de las cianofitas en suelos son muy variados;
entre otros, los mis importantes son: humedad, nutrimentos,
temperatura, pH e intensidad luminosa {Fogg et al., 1973).

Otro factor importante, pero poco investigadoc, som
las interacciones gque existen entre bacterias y algas, dado
que las bacterias pueden utilizar y modificar muchoz de los com-
puestos orginicos que son excretados o liberados por las algas,
asi comc también pueden alterar las tasaa de fijacifin de N, ¥
la fisiologfa de las nismas {(Witty, 1974). Bunt {1960; citado

por Witty, 1974) not8 que la bacteria, no fijadora de N,, Caulo-

2'
bacter viviendo dentro del mucflago de Anabaena sp. casi dupli-
c6 la tasga de fijacién de N,.
También se cree que las bacterias pueden proveer de

CD2 a las algas, estimulando su desarrollo (witty, 1974).

4) Aislamjento

Los métodos para el aislamiento de las algas azul-ver-
des estfn basados en los métodos cléisicos usados en Bacteriolo-
gfa. El sftodo de aislamiento directo en medic s6lido, no tuvo
los resultados esperados, dado que, seqgn Venkataraman (1969),

se requiere de un mayor tiempo de incubaciéin lo cual significa




un riesgo de contaminacién para los cultivos. Gerloff et al
(1950} usando la misma técnica, encontraron gue no era adecua-
da para el aislamiento de las algas azul-verdes.

Posteriormente se desarrollaron los cultivos selecti-
vos o de enriquecimiento, que son una aplicacibn a microescala
de los principios de Darwin de la seleccifn natural {Venkataraman,
1969). El mismo autor sefala que los 2 factores mis importantes
en la preparacibn de un medio de& enriguécimiento son: i} Las
condiciones de cultivo deben ser adecuadas para los microorga-
nismos que van a ser aislados y ii) las condiciones deben ser lo

mfs inadecuadas posibles para el crecimiento de otros microor-

ganiszmcs.

Para estimular selectivamente el crecimiento de las

algas azul-verdes, se pueden utilizar muchos cultivos selectos
{ver seccifn 2a). Estos incluyen aiuste del pH a ligeramente

alcalino, incubacifn de ios cultivos a 33°C (Allen y Stanisr,
1968) y, en el caso de las fijadoras de N,, usar madios libres
de nitr6geno (Pogg et al., 1973; Reynaud y Roger, 1976; Allen y
Stanier, 1968). Otros autores mencionan el empleo de antibibti-
cos para el aislamiento de las algas azul-verdes, tales como

la ciclohexamida {Reynaud y Roger, 1976). También es muy camfin
el empleo de micromanipuladores, conjuntamente con resiembras
sucesivas en medios 1fquidos y s6lidos (Allen, 1973), asI como
el método de las diluciones en placa o tubo (Venkataraman, 1%69;
Allen y Stanier, 1%68).



5) Pijaci6n de Nitrégeno

La fijacién de nitrSgeno molecular por las algas
azul-verdes fué primeramente notada por Frank (1889), quien
observé un incremento de nitrAgenn an el sueln dande hah¥an
c¢recido algas azul-verdes. Esta observacifn fué considerada
también por Beijerinck (1901), pero los resultados experimen-
tales fueron cuestionados por no tratarse de cultivos libres
de bacterias. No fu# hagta 1914 cuandc Pringshsin obtuvo los
primeros cultivos axdnicos, pero no pudeo demostrar la acumu-
lacibn de nitr8geno. BEn 1928, Drewes demostrf que las algas
azul-verdes asimilaban el nitrégeno atmosférico. Posteriormen-
te De y Sulaiman (1950} y De y Mandal (1956), confirmarom lio
establecido anteriormente.

La técnica del Kjeldahl fué la primera utilizada para
demostrar la acumulacifin de nitrégenc (De, 1939; De y Sulaiman,
1950) . La utilizacifn de nitrégeno marcado (lsnz)rconfirnﬁ la
teorfa (Stewart et al., 13975; Renaut et al., 1975; Stewart 1980a)
y recientemente la técnica de la reduccifn de2l acetileno
(Rodgers, 1977; witty, 1979; Jones, 1981) facilits y majorf la
sensibilidad en las determinaciones de fijacifn de N,. Sin em-
bargo, estudios mfs recientes han demostrado que la produccifn
de etileno y la reduccifn de nitrégeno atmosférico no es pro-
porcional (Knowles, 1981: Stewart, 19Rfa- Sflvectar

1983,
Buresh et ai., 1980). Es por esto que los autores anteriorea
recomiendan el emplec de nitrégeno marcado lsiz como estéindar
cuando se usa la técnica de la reduccifn del acetilenc. Se han
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encontrado factores de conversifn muy variables, dependiendo
de las condiciones a las que se realice la determinacifn aun-
que, en general, se acepta el factor tefrico de 3 mcles de
etileno producido por 1 mol de nitrSgeno reducido (Fong y Shen,
1981).

Los valores obtenidos con la técnica de la reduccifn
del acetileno varfan segfin el autor. Granhall (1975} obtuvo
ranqgog de produccibn de etileno que varfan de 0.22-3.87 nmcles/
mg. de protéina/min. Li Shan-hao (1981) informa que, en general,
los rangos de produccién de etileno oscilan entre 1.3 y 3.8
nmoles/mg. de peso seco/min., sin embargo el mismo autor ha
encontrado cepas excepcicnales que han llegado a producir has-

ta 5.8 nmoies de etileno/mg. de peso seco/min.
€) Importancia Agronfmica

La fijacifn de nitr6genc atmosférico por los microor-
ganismos del suels constituye una manera natural de abastecer
al suelo con nitrSgeno combinado, y &sta ha probado ser de gran
utilidad para las plantas de cultivo. La principal importancia
agricola y ecolfgica de las algas azul-verdes depende de la ha-
bilidad de ciertas especies de llevar a cabo simultineamente,
la fotosintesis y la fijacién de nitrSgeno. De esta manera, estas
algas sirven como excelente fuente de nitrf6genc y carbono al uti-
lizar la energfa solar y poder producCir sateria orgénica ea el
suelo, contribuyendo ademfis con considerables cantidades de ni-
trSgenc para el suelo (Venkataraman, 1969).

Las primeras observaciones sobre los efectos benéficos
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de las cianofitas en el rendimiento del arroz fueron las de De
(1939), quien demostr6 que el nitrbgeno requerido para las co-
sechas de arroz, las cuales fueron obtenidas afic con afo sin
la adici6n de ningdn fertilizante, fué derivado de las algas
que crecieron durante el cultivo del cereal.

El beneficio exacto de la utilizacifn de las algas
parece ser dependiente del tipo del suelo, la composicifn quf-
mica del mismo, el agua y fertilizante usado, asf como de las
especies de algas y el clima (Mishutin y Shil'nikova, 1971).

De y Mandal (1956) estimaron que la incorporacién de
nitr6geno por el uso de cianofitas, en un suelo no fertilizado,
varfa de 16.7 a 53.7 kg. N/ha. Sin embargo, estos mismos auto-
res encontraron que con la adicién de fésforo, la cantidad de
nitr6geno aument$ a 48.8-69.0 kg. N/ha. y observaron ademis que
la fijaci6n puede ser estimulada a@n mis con la adicifn de pe-
quefias cantidades de mol ibdeno, con lo cual estimaron 77 kg.
B/ha.

De y Sulaiman (19506) demostraron que los valores de
fijacién de nitr6genc son mayores en presencia del arroz que
en su ausencia. Consideran que esto es debido a la utilizacibn
del CO, producidc por las rafces de las plantas de arroz.

Mac Rae y Castro {1967) usando nitrégenc marcado
15l2 encontraron una fijacién de 10-55 kg. de ¥/ha./anc, aun-
que también cuantificaron el nitr6geno fijado por bacterias que
tambisén reducen el nitrSgenc molecular.

Pong y Shen (1981) empleando la reduccisn del aceti-

leno y utilizando el factocr de conversifn de 3:1 estimaron una
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incorporacibn de 0.15-0.22 kg. de N/ha./dfa en suelos no ferti-
ljzados con nitrégeno y de 0.104 kg. de K/ha./dfa en suelos
fertilizados con nitrégeno.

El consenso general es aue de 7 a 75 kg. de N/ha./anho
pueden ser fijados por las cianobacterias de vida libre (Stewart,
1980a) .

Venkataraman y Goyal (1968) informan que con la apli-
cacifn de algas azul-verdes al suelo, se han logrado incremen-
tos de 15% en el rendimiento del grano. Gupta y Shuklia (1567)
mencionan incrementos en el nitrégeno total y contenido de pro-
tefnas como resultado de la fertilizacifn com cianofitas.

Investigaciones recientes (Li, 1981) estiman que con
estos microorganismos se logra una incorporaci6n de nitrSgeno
equivalente & la adici6n de 72-144 kg./ha. de sulfato de amonio,
indicando también que, en promedio, hubo un iU-233% de incremen-
to en ¢l rendimiento del granc, ademis de que se mejoraron las
condiciones del suelo y se suprimieron, a cierto grado, el cre-
cimiento de malezas.

Se ha observado que los beneficios por la inoculacifn
con estos microorganismos es mayor cuando el nitrgeno es el
@nico nutrimento limitante (Venkataraman, 1975). Sin embargo,
Goyal y Venkataraman {1470) encontraron respuesta a la fertili-
zacifn con cianofitas an con altos niveles de sulfato de amo-
nio (100 kg./ha.), en el rendimiento del grano de arroz, as{
como también en diferentes tipos de suelos (Goyal y Venkatara-
man, 1971).
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Por otra parte, Singh (1981) menciona que el uso de
20-40 xg. N por ha. como fertilizante quimico, no afecta el
crecimiento de las algas, pero menciona gue una cantidad ma-
yor de nitr8genc si retarda su crecimiento.

Seqgn Gupta y Shukla (1967) la fijacién del nitrige-
no no es la finica razén para el empleo de las cianofitas en
los cultivos de arroz, sino también por la produccifn de otros
factores de crecimiento por estos microorganismos, como son las
auxinas y giberelinas, dado que se han encontrado incrementos
en la produceifn de arroz afn en presencia de altos rRiveles de
fertilizante nitrogenade, suficientes como para suprimir la fi-
jacifn biolSgica del nitrégenc.

Entre otros autores, WMatanabe {1973} menciona que el
pH del suelo juega un papel fundamental en el desarrcollo de las
cianofitas y recomienda que en suelos con pH &cido, se agreque

carbonato del calcio para levantar el pH a ligeramente alcalino.
7) Otros aspectos de importancia

Otra aplicacifn de la cianofitas es la que sefala
Stewart (1980a) en el sentido de que pueden servir como alimen-
to para peces herbivoros, y si éstos son desarrollados conjunta-
mente con el arroz, su sxcremento puede servir como fuente de ni-
trégeno para el cultivo.

For otra parte, wang st 2l (2181) mencionan gue Nostoc

flagelliforme es conocida por su delicioso sabor en los platillos

chinos. A este respecto (rteza {1972) menciona que ya los antiguos

mexicanos ingerian el “cocolin® y que se consumia en mercados
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de la ciudad de México. La misma autora revela que el *cocolin®

actualmente estf compuesto principaimente por Phormidium Tenue

y Chroococcus turgidus, y no descarta la posibllidaa de gque

Spirulina maxima también haya sido utilizada como alimento hu-

mano. Por Gltimo, cita que el "amomoxtle® también era consumi-

do, el cual est§ constituido por Nostoc commune Vaucher.

B) Azolla

Azolla es un helecho acuftico pequefo que se encuen-
tra distribuido en todo el mundo, flotando en la superficie de
estanques, charcos, canales, acequias, lagos y cultivos de arroz,

dando ia apaiiencia o9& una CaTpeis verdosa o rojiza {(MooTe.

]

1969).
1) Taxonomia

El nambre del género Azolla proviene de los vocablos
griegos Azo (seco) y ollyo (muertol, sugiriendo que el nelecho
muere en la época de la sequfa. En 1783 Lamarck establecif el
género Azolla, perteneciente a la familia Azollaceae C. Chr.
{Moore, 1969; Lumpkin y Plucknett, 1980).

El género Azolla estf dividido en 2 subgéneros:

Euazolla con cuatro especies y Rhizosperma con dos especies.

A. filiculoides (Lamarck)

A. caroliniana (wWilld.)
Euazolia
A. maxicana (Presl.)

A. -1552291111 {Kaulfuss)




A. pinnata {R. Biown}

Rhizosgrma
A. nilotica (De Caisne)

Azolla tiene dos formas de reproduccifn: asexual o
vegetativa y sexuval. Para la identificacifn de las especies
es necesario que el helecho se encuentre en su etapa de repro-
duccifn sexual.

Una caracteristica Gtil para la distincién entre los
subgéneros es la localizacién y presencia de los glochidios
(Fig. 10) en los massulae (Konar y Kapoor, 1972; citado por
Lumpkin y Plucknett, 1980).

Izc ecpecies de Euazglla tienen los glochidios en to-
da la capa externa de la superficie de los massulae, & diferen-
cia del subgénero Rhizosperma, que los contiene en la capa inte-
rior, cc=c 22 el camn de A. pinnata, o bien carece de ellos (A.
niloticaj.

2) Morfologfa

El cuerpo vegetativo de Azolla es de forma triangular
© poligonal (Fig. 8). Las especies miden de 1-2.5 cm. de difme-
tro y la especie mfs grande (A. nilotica), que segfin Peters et
al (1981) es atf{pica, llega a medir hasta 15 c=. o mfs. Estd
constituids pgor frondae que se van alternando lateralmente en
la reproduccifn vegetativa y en el puntc de unién de las fron-
dss existe una incisién que es importante para el buen funcio-
namiento de aquella.

las frondas consisten de hozas y cada hoja estf for-




mada por un i6bulo dorsal afreoc grueso. que contiene clorofila
y un 18bulo ventral flotante transparente que @s un poco mis
grande y sin clorefila. En el 18bulo dorsal existe una microca-
vidad ovoide que estS en contacto con la atmSsfera y en donde

se encuentra el microsimbionte (Anabaena azollae), ademfis de

unas estructuras denominadas pelos de transferencia (Fig. 11),
de los cuales posteriormente se explicarf su funcifén en la aso-
ciacifn (Duckett et al., 1975).

Se observan rafces colgando en el agua y miden de

1.5-15 cm. de largo segin la especie. Estas estfin cubiertas por

pelos radiculares (Lumpkin y Plucknett, 1980).

31} Reproduccifn

Azolla posee dos formas de reproduccifm: vegetativa
0 asexual y sexual. lLa primera es la afs frecuente en la natu-
raleza y ia segunda ¢5 =8= rara, compleja e implica el desarro-
llo de los Srganos reproductores {(esporocarpos). Estos son de
dos tipos y se agrupan en pares en el 1l6buloc ventral de las
frondas iniciales; los microsporocarpos de forma globular y
los megaesporocarpos mis pequefios y ovoides. Los primeros son
los 6rganos sexuales masculinos y los segundos los femeninos.

Dentro de los microesporocarpos s€ aprecian uhas es-
tructuras dencminadas microesporangios, que al madurar produ-
cen las microesporas y se dividen en corpésculos alveolares
llamados massulae (fig. 9) que segfin Godfrey et al (1%61) y
Correll y Correll (1972), en A. filiculoides el ndmerc de és-

tos oscila entre 4-6. Unidos a los massulae se aprecian los




T o

ramente septados, y en tal caso,

como en A. filiculoides (Godfrey

1A s Aan A wral fm
A £3 &0 A cargiin

inicamente cerca de la pufita

et al., 1961; Correl y Correll,

1972).

Por otro lado, en el megaspocrocarpo existe s8lo un
megasporangio y una sola megaspora se desarrolla para poste-
riormente dividirse y formar un protalo.

Una vez que han caldo al fondo del agua los microes-
porocarpos y la megaspora, se convierten en protalo masculino
y femenino respectivamente, después de un perfodo de latencia.
Posteriormente, los anterozoides son liberados para ferti{lizar
la cosfera y producir el embrifn, el cual flota sobre la super-
ficile del agua (esporofito).

En regiones templadas y bajo condiciones artificiales

A. filiculoides desarrolla esporocarpos en el verano (Talley

et al., 1977; Watanabe, 1978; Lumpkin y Plucknett, 1980), y A.
pinnata los desarrolla en invierno (Lumpkin y Plucknett, 1980).

Watanabe (1978) menciona que en el Instituto Interna-
cional de Investigaciones del arroz (IRRI) han logrado produ-
cir esporocarpos de A. pinnata, bajo condiciones artificiales,
aunque no han podido reproducir una recombiracifn sexual ar-
tificial.

Sin embargo, investigaciones recientes (Liu, 1981)
seilalan que en la Repd@blica Popular de China han logrado la

gerninaci6m de las esporas en 10 dfas a una temperatura de
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2i°C o en C, towando aliededor de 30 dias para

formar el helecho.

Singh ( 1979) cita que en la India los esporocarpos
se desarrollan abundantemente durante condiciones adversas
tales como altas temperaturas en verano y bajas temperaturas
en invierno, ademds senala también que la formacifin de los

esporocarpos retarda el crecimiento vegetativo de las frondas.
4) Simbiosis
En 1873 Strasburger describif la presencia de una

alga azul-verde en la cavidad del 16bulo dorsal de las fron-

das de Azolla, a la cual la llam Anabaena azollae (Moore,

1969) . Los taxSnomos la colocaron en la divisién Cyanophyta,
orden Nostocales, familia Nostocaceae ( Lumpkin y Plucknett,
1980) .

Desde 1913 Oes sugirib que el microsimbionte es ca-
paz de fijar nitrSgeno atmosférico.

Anabaena azollae consta de 3 tipos de c€lulas: cé-

lulas vegetativas (sitio primario de la fotosintesis; Lumpkin
Y Plucknett, 1980; Stewart, 1980b); heterocistos (sitio de fi-
jacibn del nitrSgeno; Fogg et al., 1973; wolk, 1981) y esporas
0 acinetos (células vegetativas de mayor tamafio y pared aSs
gruesa) ; aunque ciertos autores no han encontrado esporas en
Azolla (Bill1l, 1977).

Hill (1977) midil el tamafio de las cflulas vegeta-

tivas en A. filiculoides y encontr§ dimensiones que van de

4-6 micras de difmetro por 6-12.5 de largo. Lumpkin y Plucknett
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1980) encontraron un diametro de 5 micras de largo por 9 de
largo en células vegetativas y de 7 micras de di&metro por 11
de largo en los heterocistos.

La asociacifn comienza desde que se inicia el ciclo
reproductivo de Azolla. Los acinetos o esporas de A. azollae
estdn presentes desde que se inicia el desarrollo del indusio.

Cuando una espora del alga germina, &sta se divide y
forma 105 hormoyonios, yue son filamentos jOvenes y cortus,
Posteriormente, cuando el helecho va desarrolléndose vegetati-
vamente, las células del microsimbionte van colonizando las
Caviuaucs ue las siguientes itondas. Durante las primeras eta-
pas del desarrollo algal nc se chzervan heterocistos. Hill
{1977) considera que la funcibn de estos filamentos y células
es generativa y posteriormente algunas de ellas se convierten
en heterocistos, los cuales empiezan a fijar uz.

Hill (1975) menciona que el nfimerc de heterocistos
varf{a de cerca de cerc en los filamentos del Spice de las
frondas a 29-33 porciento en la décima quinta fronda; peroc des-
pués de la vigésima, los heterccistos empiezan a envejecer.

Singh (1979) cita que esta frecuencia de heterocistos
varfa linealmente del Spice de la fronda (9.5%), a la décima
fronda (25%).

Hill (1977) midi& la taca do £
fronda, alcanzandc la sixima cerca de la décima sequnda fronda
Yy declinando entre la vigésima y vigésima cuarta.

Peters {(1975; citado por Lumpkin y Plucknett, 1980)

evalub cualitativa y cuantitativamente el promedio de cé&lulas
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de A. azollae como sigue: 23.1%1 de heterocistos: 60.9% de cé-

lulas vegetativas y 16% de esporas o acinetcs

¥y Singh (1977) mencicnan una frecuencia de heterocistos de

15-20% y 22-30% respectivamente. Sin embargo, comparativamente,

la frecuencia de hateraciestc

P ]
'

S CN Una aiya de vida libre como

Anabaena cylindrica, es de s8lo 6% (Hill, 1975)}.

En la cavidad donde se establece el microsimbionte
y recubierto &ste por una envoltura de composicifn gquimica
desconocida, tambiés encontiemds unas estructuras llamadas
"pelos de transferencia®, que pueden ser simples o ramificados
{Peters, 1981; Peters et al., 1981). Estudios fisiol&gicos ha-
cen pensar Jue 105 pelos de transferencia (Fig. 11) son los
S6rgancs de intercambio entre el macrc y microsimbionte (Watanabe,
1978; Peters et al., 1981). Duckett et al (1975) sugieren que
la principal funcibn de los pelos de transferencia es la absor-

¢ibn de nitrSgeno fijado por A. azollae.

En A. filiculoides, T. Lumpkin ha contado de 8 a 21

pelos de transferencia por fronda. Sin embargo, otros autores
(Peters y Mayne, 1974a) han observado cavidades y pelos de trans-
ferencia sin estar habitados por el microsimbionte.

Bottomley, 1920 (citado por Lumpkin y Plucknett,

1980) informS haber aisiado Pseudomonas y Azotobacter de la

cavidad; sin embargo, Peters y Mayne { 1974b) ensayaron la re-
duccifn del acetileno en rultives d: bacierias aisladas de la
cavidad y no encontraron conversifn a etileno. Aunque no en
condiciones anéxicas, l0s mismos autores al someter las frondas

del helecho libres del microsimbionte al mismo procedimiento,




tampoco obtuvieron reduccién del acetileno.

Se han hecho experimentos con el fin de separar a
la planta del microsimbionte por diversos métodos basadus en
variacifn de las condiciones ambientales como bajas temperatu-
ras y deficiencias nutricionales. En 1958 Nickell (citado por
Lumpkin y Plucknett, 1980) inicif el uso d¢ antibifticos; pos-
teriormente Peters y Mayne {1974a) emplearon la misma técnica
con la cual obtuvieron buenos resultados. Hill {1975) logr$
Separarlos primero Ccon un tratamiento a baja intensidad lumi-
nosa (1250 lux) y posteriormente con alta intensidad luminosa
(10,000 lux).

El helecho libre de! alga iuce mis compacto, tiende
a tener mis rafces y requiere de nitrfgenc combinado para su
crecimiento {Hill, 1975}).

Numerosos autores han publicado haber obtenido el
desarrollo del microsimbionte en cultivos aislados; Becking,
1376 (Vouk y Wellisch, 1031; Huneke, 1933; Tuzimura et al.,
1957; Shen, 1960; Venkataraman, 1962; Wieringa, 1968; citados
por Lumpkin y Plucknett, 1980), sin embargo, esto ha sido
cuestionado por otros autores gque no han podido lograrlo, ar-
gumentando que se pudo haber tratado de alglin contaminante
epifftico, ademis se basan en que el aislamiento debe seguir
los postulados de Koch (Hill, 1975; Singh, 1977; Stewart, 1980a).

Por otra parte, Se ha tratado de recombinar el alga
aislada con el helecho libre del alga, perc no se ha logrado
(Bortels, 1940; Huneke, 1933; citados por Lumpkin y Plucknett,

1980). Sin embargo, investigaciones recientes en China (Li,
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1981b) consideran que tal recombinacién o "reinfeccifn” ha si-
do obtenida.

En la naturaleza se ha encontrado el helecho libre
del alga pero €sto ha sido muy raro (#ill, 1977).

Sintetizando, la caracteristica mis sobresaliente
de Azolla, es su relacién simbiftica con el alga fijadora de
Nz. A. azollae en la cual el helecho provee nutrientes y una
cavidad protectora en cada fronda y a cambio el simbionte le
proporciona nitrfgeno atmosférico fijado y posiblemente otras

substancias promotoras del crecimiento (Lumpkin y Plucknett,

1980).
5) Fisiologfa
a) Requerimientos Nutricionales

Azolla nuede ger cultivada en medios artificiales
libres de nitr6geno, por 1o que algunos autores han desarrolla-
do f6rmulas para su crecimiento. Muchos usan diluciones de los
medios de Knop, Boagland y Crone., Otros (Watanabe y Espinas,
1976; citado por Lumpkin y Plucknett, 1980) emplean soluciones
con concentraciones de nutrimentos similares a las existentes
en los cultivos de arroz, sflo que adicionan doble concentra-
cibn de fostoro (20 p.p.m.) y tripie concentracifn de molibde-
no. También se ha demcstrado que, entre otros elementos, requie-
re de sodio, manganeso {Disen, 137%); cobaituv {Johnson et ai.,
1966) y molibdeno, este (ltimo indispensable para la fijacibn
del “2 {Bortels, 1940: Johnson, 1966 y Olsen, 1972 son citados

por Lumpkin y Plucknett, 1980}.
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rcipal limitante nutricional en el crecimiento

-
Tl

de ~zolla es el f6sforo, ya que en medios deficientes en este
elemento, se inhibe o retarda su desarrollo (Prayoon et al.,
1979; Tung y Shen, 1980; Talley et al., 1981). La deficiencia
en f6sforo se manifiesta principalmente por cambios en el color
de la planta de verde a rojizo y desarrcllando rafces rizadas
{Moore, 1969; Lumpkin y Plucknett, 1980).

La concentracién minima &ptima de fésforu para un
buen desarrolic de Azolla parece ser que depende de la especie
y cepa. Olsen (1972; citade por Lumpkin y Plucknett, 198¢) in-
forma que A. carcliniana crecif bien en un lago con una concen-
tracibn de 1.1 mg./1. de f8sforo. Talley et al (1981) mencionan
que la dosis de f8sforo en donde observaron mayor fijacidn de

82 y desarrclle de A, filiculoides fué de 0.8 mg/l1., encontran-

do también diferencias entre cepas de A. filiculoides. Watanabe

(1978) recomienda gque, a una concentracién maycr de 0.1 mg/l.
de P205. A. pinnata puede tener un buen desarrclio. Este inves-
tigador cita, ademis, que la roca fosffrica no es efectiva co-
mo fuente de f8sforo para el cultivo de Azolla, recomendando
el uso del superfosfato (PZOS).

El calcio es otro nutrimento necesario para su cre-
cimiento. Watanabe ( 1978) y Singh (1979) coinciden en que su
deficiencia da lugar a frondas mas pegueias y 3 <n2 coloracifn
nfs rojiza que la que se presenta por deficiencia de f£8sforo.
El segundo autor recomienda una dosis de 2.0 aM/1. de calcio

para un 8ptimo crecimiento.

El hierro es otro e.emenic necesarlo para su ucsa-—




rrollo. El helechc se torna clordiico {amdriiio) cuande care-
ce del hierro suficiente. En este caso, el pH del medio am-

biente juega un papel crucial dado que en condiciones alcali-
nas o neutras, el hierro precipita y no es asimilable para la
planta. Por el contrario, en rangos de pH acidos (4-6) el ién

€8 soluble, siendo en este caso necesario balancearlo con cal-

Cio para evitar un exceso de absorcifn de este elemento y por

y Espinas (1976; citados por Lumpkin y Plucknett, 1980) seha-

lan que 1.0 mg/l. de Fe es suficiente para un buen desarrollo

de Azolla.

b} Temperatura

Existen diferentes informes de las temperaturas bajo
las cuales Azolla puede sobrevivir o bien crecer adecuadamente.

Algunos investigadores consideran que Azolla puede
sobrevivir en temperaturas tan bajas como 5°C { Talley et al.,
1977) y tan altas como 45°C (Ashton y Walmsley, 1976) siendo
la 6ptima a 27.5°C.

Singh (1979) indica que A. pinnata crece bien a una
temperatura de agua de 14-35°C, siendo su desarrollo Sptimo a
20-30°C. Ashton y Walmsley (1976) sefialan una temperatura 6p-

tima de 27°C para un buen desarrollo de A. filiculoides. Wata-

nabe (1977, 1978) menciona que A. pinnata muere cuando el pro-
medio de temperatura excede los 31°C y, por filtimo, Moore (1969)
cita que Karamyshev (1957} encontrf en Vietnam que a tempera-

turas promedio arriba de 22°C Azolla tiende a morir.
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c) pH

El rango de pH en que Azolla puede SODEEVIVIL &5 muy
amplio (3.5-10.0): siendo su Sptimo entre 4.>-/.U (Moore,

1969; Watanabe, 1978; Lumpkin y Plucknett, 1980}. Ashton y
walmsley (1976) encontraron gue bajo altas intensidades lumi-
nosas (60,000 lux) y altos valores de pH ( 9-10}, o bien, bajas
intensidades luminosas (15,000 lux) y bajos valores de pH (5-6)
se observa el mSximo desarrollo de Azolla; apreciando también
una relacifn inversa entre el pH y la temperatura para la re-
duccifn de nitratos y la fijacibn de N,- La reduccifén de nitra-
tos fu€ Sptima a pH 4.5 y a 30°C, mientras que 1la fijacién de

H2 lo fué a pH 6 y a 20°C.

d) Intensidad Luminosa

Los trabajos realizados sobre ia intensidad luminosa
Sptima para Azolla también difieren segln el autor. Ahmad (1941;
citado por Lumpkin y Plucknett, 1980) encontr$ un miximo desa-
rrello en un rango de 500-2,000 lux. Ashton { 1974; citado por
Lumpkin y Plucknett, 1980) informa un mdximo crecimiento rela-
tivo y actividad nitrogenisica al 50% de luz solar (40-57.5

klux} en A. filiculoides. Peters et al {1976) citan que la fi-

jacién de CO2 se satura a 8,000 lux y la fijacibn de N2 a
5,000 lux en A. caroliniana. Watanabe (1978} sefala un miximo
desarrollo de A. pinnata a 40,000 lux y Tung y Shen { 1980) in-
dican que a 50% de luz solar hay una mayor fijacifn de N,.
Estudios realizados en China concluyen gque a 25,000

lux se presenta el miximu vontenids oo nitrf~ann total [(4.8%),
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mientras que a 47.000 lux, =] crecimicntc ¥ la {ijacibn de hz
alcanzan su miximo. También mencionan que A. pinnata puede

soportar intensidades de 3,500-120,000 lux, recomend&ndose un
range de 20,000-40,000 lux, puesto que a ostos niveles el conte-

nido en nitrSgenoc es mayor {(Lumpkin y Plucknett, 1980).

e} Salinidad

Considerando que el crecimiento de Azolla declina
conforme la concentracifn de sales aunenta, &sta debe ser to-
mada en cuenta en cualquier lugar donde se intente introducir

el cultivo de Azolla (Lumpkin y Plucknett, 1980).

Tran y Dao (1973} sugieren que la concentracifn mi-
neral &ptima es de 90-150 mg/1. Le Van y Sobochkin, 1963 {ci-
tados por Lumpkin y Plucknett, 1980) informan gue Azclla crece

bien en un lago con una concentracifn de 160-380 mg/1.

f) Fotosintesis

En relacifn con los pigmentos fotosintéticos, el ma-
crosimbionte contiene clorefila a y b, mientras que al micro-
simbionte contiene clorcila y a ficocianina, que es una ficobi-
lina hidroscluble encontrada en todas las algas azul-verdes

{ciancbacterias), Lumpkin y Plucknett, 1980.

El microsimbionte contiene un 7.5-13% de la clorofi-
la total, o bien, un 10-20% de clorofila a en la asociacién

(Peters y Mayne, 1374a).

La fijacifn de CO2 se lleva inicamente en las c&lu-
las vegetativas del microsimbionte y cloroplastos del macro-

simbionte.
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Peters {1977} considera que el microsimbionte afin
cuando contiene una gran cantidad de clorofila, no puede ob-
tener la energfa suficiente requerida para la fijacibén del 52.
por lo que sugiere que el déficit de energfa lo obtiene del
fenSmeno conocido como mixotropismo (nutricién autotrbfica y
saprofftica), o bien de un intercambio energético con el helecho

por medio de compuestos carboxilados.

Otro pigmento importante producido por el helecho es
la antocianina, de color rojo, el cual se presenta en condicio-
nes adversas para el helecho. Ejemplo de €sto sucede cuando hay
deficiencias de f&sforo {Tall.ey et al., 1977: Watanabe, 1978;
Singh, 1979}, © bien cuando este organismo esti sometido a fuer-

tes intensidades luminosas (Moore, 1969; Singh, 1979]).
g) Fijacisn de NitrSgeno

La fijacifn de Nz por la asociacibn, ha sido demos-
trada indirectamente por cultivo en medios artificiales libres
de pitrégenc y utilizando el método de Kjeldahl, asf como tam-
bién por la técnica de reduccifin del acetileno, o bien, direc-

tamente, por el uso de nitrfgeno marcado (315).

A pesar de que el helecho puede extraer el nitrége-
no del medio acuitico, el microsimbionte es capaz de obtener
todo el nitr6genc necesario para ambos, por la fijacién del dz.

Se ha demostrado gue el nitrSgenc puede ser asimila-
do por ambas rutas simultineaxsente, es decir, por fijacibn y

por absorcifn sin perderse iz actividad nitrogenisica { Peters
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et al., 1976, 1981). Peters y Mayne (1374b) demostraron que
aldn despufs de 6 ¢ 7 meses de crecimiento en un medio con ni-
tr6geno, las frondas de Azolla aGn mostraron actividad nitro-
genfisica. Contrariamente, experimentos con frondas libres del
simbionte no fueron capaces de reducir el acetileno, confir-
mindose que A. azollae es el responsable de la fijacidn del
Nz. Por otra parte, estos mismos investigadores observaron
que con el microsimbionte aislado si hube una reduccifn del
acetileno.

Peters et al (1977) encontraron que el factor de
conversién de etilenc producido a partir de acetileno, a ni-
tr8geno fijado es de 1.6-2.0 para la asociacibn, y de 2.5-3.0
para el microsimbionte, sin embargo trabajos mis recientes
(Peters et al., 1981) revelan que el factor de conversiln en-
contrado es de 4. Watanabe et al (1978; citado por Buresh et al.,
1980) asumieron un factor tedrico de 4, basados en las siguien-

tes ecuzaciones:

u2+au*+se'———-zm3+nz

+ -
C2H2+2H + 2e _.6284

Beackinag (1976; citado por Lumpokin v Plucknett. 1980)
considera que la actividad nitrogenfisica de la asociacifn, es
de 12 a 20 veces mayor gue la actividad de las algas azul ver-
des, fijadoras de l2 de vida liibre.

Watanabe {1978) menciona que el mfiximo valor de la
actividad nitrogenfisica en la asociacién, es de 90 micromoles

de etileno por gramo de peso sSeco por hora y asume que si del




18 al 17% del nitrSgeno total de la asociacifn lo representa

A. azollae, la actividad del microsimbionte, en cantidad de
nitrfgeno contenido, es de 19 micromoles por gramo de peso se-
co por hora, 1o cual es mucho mayor que la actividad, hasta
ahora conocida, de Rhizobium en nSdulos de soya (3.9 micromo-
les/hora). Este mismo autor menciona ademfs que, bajo las me-
jores condiciones, el rendimiento debe ser de 10 mg. de N/dfa/g.
de peso seco; con lo gque, finalmente conciuye que ia asociacida

simbiStica Azolla-Anabaena azollae es la mis eficaz en cuanto

a fijacién de nitrégeno.

Algunos autores ( Bortels, 1940; Tuzimura et al.,
1957;: citados por Lumpkin y Plucknett, 1980} han encontrado
qgue la adici6n de bajas concentraciones de nitr&geno (7 p.p.m.)
aumenta @) desarrolle de Azolla. Sin embargo, Peters y Mayne
(1974b) notaron gue la actividad nitrogenSsica decrecif en un
30% despufs de 35 dfas, y un %0% después de ¢ a 7 meses en cul-
tivos a los gue se les adicion$ de nitratos y urea.

Peters et al (1981) sefialan que después de 5 semanas
de cultivar A. caroliniana en un medio adicionado de amonio
(2.5 mM), se encontrS actividad nitrogenfsica en un 70%.

Tung y Shen, (1580} revelaron que el f6sforo es el
principal macroelemento limitante en la actividad nitrogendsi-
va Ok A. pianata, edemas, SACORLIAISL gue 25tz actividad es
mayor en un medio de cultivo libre de nitrégeno (medio Watanabe),
comparado con un suelo de jardfn inundado con agua destilada,

pero al adicionarle f6sforo al suelo la actividad se duplich
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despuls de 2 dfas.

El microsimbionte no sflo fija nitrégeno, sino que
también lo excreta; Peters et al (1977) usando nitr6geno mar-
cado cbservaron gue la distribucién del nitrégeno fijado fué:
49.9% amonio extracelular, 6.4% amonio intraceiular, 5.6% ni-
trégeno org&nico extracelular y 38.1t nitr8geno orgfnico intra-
celular.

Se han realizado estudios para observar la actividad
de la glutamino sintetasa (GS) y glutamato deshidrogenasa (GDH)
en la asociacifn y se encontrS que el 90 Y 80V corresponde al
macrosimbionte respectivamente, indicando con egto que la mayor
cantidad del amonio producido es aprovechado por el helecho.
Dado que el microsimbionte excreta amonio, es de esperarse que
la actividad de la GS sea mayor en el helecho, especialmente

en los pelos de transferencia.

Algunos autcres mencionan que ciertas especies de
Azolla liberan compuestos nitrogenados al medio acuftico. Shen
et al (1963; citado por Lumpkin y Plucknett, 1980) cita que
una variedad China de Azolla liberf 14-21% del "2 fijado. Brill
{1977; citado por peters, 1977) menciona que un investigador
de su laboratoric encontrS una cepa de A. mexicana que excreta
el 20% del !2 fijado. Sin embargo, Psters ! 1977} no encontr§

ninglin compuesto nitrogenado en solucifn donde A. caroliniana
fué cultivada.

6) Azolla en la Agricultura

Existen informes muy antiquos del uso de Azolla en
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1a fertilizacifn de arrozales tanto en Vietnam como en la Re-
pblica Popular de China. En nuestro pais exisie informaciln
sobre el usc de Azolla como abono verde en las chinampas, por
los antiguos pobladores del valle de México, los cuales le lla-
maban "chilacastle®”, nombre que afin prevalece hasta nuestros

dias { Penta, 1978}.

En Vietnam actualmente se fertilizan mis de 800,000

has. de susios de arrozal y en China 1,300,000 has. (Singa,

1979).

Lumpkin y Plucknett ( 1980) citan un estudio hecho por
Shen et al, en el cual se compar$ la incorporacisn de nitrSgeno
en el suelo con Azolla, alfalfa y soya. Se descubrif que 1.5
meses de cultivo de Azolla increment§ el contenido de nitrégeno
del suelo en una medida iqual a la producida por la soya, pero

esto s8lo representS un 40% comparada con la cosecha de alfalfa.

a) Rendimiento

Gopal (1967; citado por Moore, 1i%69) menciona un rem-
dimirnto méximo de 37.8 ton/ha. de peso h(medo, conteniendo
2.2 ton. de peso secO en un lapso de 3 meses. Tomando en cuenta
que Azolla contiene de 4 a 5% de nitrSgeno en peso seco, esto
representa 90 Kg. N/ha. Karamyshev ( 1957; citado por Moore,
1969) cita un rendimiento, en Vietnam, de 50 ton./ha. en peso
hGmedo conteniendo 120-140 kg. N/ha. entre el tiempo de sem-
brade y el espigamiento del arroz.

Bn Califormia, Talley et al (1977) encontraron ren-

dimientos mSximos de 0.9B ton./ha. en peso seco (24-45 Kg. N/

ha.) con A. mexicana y 1.8-2.7 ton./ha. de peso seco (58-105
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En Dinamarca, 3 ton./ha. en pesc secc (90 Kg. N/ha.)

de A. filiculoides fueron serialados por Olsen ( 1972; citado

por Lumpkin y Plucknett, 1980). Zn 1973, Tran y Dao [ titado
por Lumpkin y Plucknett, 1980) obtuvieron de 8-10 ton/ha. (25-
50 kg N/ha.) de A. pinnata en pesc himedo.

Singh {1977) también indica un rendimiento de 8-10
ton./ha. en peso htmedo (30 Kg. N/ha.) para A. pinnata en la
India. Singh, 1979, con un inSculo de 0.1-0.4 lg/nz en peso
hmedo, obtuve un rendimiento de 8-15 ton./ha. en £2-20 dias,
en ensayos realizados en el campo, lo cual le dic un promedio
de 347 ton./ha./ano, estimando una captacif6n de 868.5 Kg. N/
ha./afio. El mismo autor, usando tanques de cemento a los cua-
les adicionf suelo y agua encontré que fueron muy adecuados

para la multipiicacifn de Azolla, estimando una cosecha anual

de 321 ton./ha.

b) Pijacién de nz.
Becking { 1976} en base a un experimento llevado a
cabo en Indonesia por la técnica de reduccifn del acetileno,
estima una fijacién de ’2 que oscila entre 62-125 Xg K/ha. Por
ctra parte, Moore ( 1969) considera un potencial de fijacibn

de 100-160 ka N en 3-4 meses. Talley et al (1977) mencionan

gue A. filiculoides y A. mexicana producen 52 y 41 Kg N/ha,

respectivamente, en 35 dfas bajo condiciones de campo, dando
un promedio de 1.2 Kg N/ha/dfa.

Watanabe (1978) en un experimento en Filipinas que
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durd 330 dfas consiguif un incremento de 460 Kg. N/ha. siendo
el promedio de 1.4 Kg N/dfa y menciona gque Azolla no necesita
de la fase lag para la activacifn de la nitrogenasa después
de su inoculaci&n en el campo.

Los valores mis altos de fijaci6én potencial anual
provienen de los dos palses con mayor experiencia en el culti-~
vo de Azolla. El 1instituto de Agricultura de Vietnam considera
un potencial aproximado de 1000 Kg N/ha; y en China de 92-151
Kg N/ha, en 45 dfas y de 52.2 Kg N/ha en 30 dfas {Lumpkin y
Plucknett, 1980).

Singh {1979) menciona que Dac y Tran en Vietnam es-
timan una fijacidn de 864 Kg. N/ha./afio y en la India la estiman

de 840 Kg. N/ha./ano.
¢} Efec*o en el rendimiento del arroz

Bl principal enfoque que se le ha dado a la asocia-
cifn ha sido su aprovechamiento en el cultivo del arroz. Expe-
rimentos realizados han demostradc que el uso de Azolla, incre-
menta el crecimiento del arroz; el nGmerc de espigas, el conte-
nido protefnico y el rendimiento en grano y paja significativa-
mente (Singh, 1979; Talley et al 1977, 1981).

Moore ( 1969) cita incrementos en 1los rendimientos
arroceros de 14, 17, 22 y 40% con el uso de Azolla.

Talley et al (1977)observaron incrementos de 112%

sobre el control, incorporando una capa de A. filiculoides

{ 50 Kg/ha) en el suelo, y de 216% por la incorporacién de una

capa de Azolla y con una reinoculacién simultinea al trasplante
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del arroz ( tultivo dual).

Experimentos practicados en Instituto Internacional
de Investigaciones scbre el Arroz ( IRRI), llevados a cabo por
Watanabe (1978) indican que Azolla, creciendo conjuntamente
con el arroz y su iaccrporacién posterior a los 40 dias des-
pufs del transplante, produjo un incremento del 12-258% (0.3-0.7
ton/ha) scbre el control no inoculado. En otro experimento pu-
blicado por el mismo autor, Azolla fué adicionada antes y des-
pués del trans plante del arroz. La oombinacifn de inocular 4
veces antes del transplante del arroz y la incorporacifn des-
pués del mismo, produjo un miximo de 36% { 1.9 ton/ha) de incre-
mente sobre el control.

Singh { 1979}, logr6 incrementar en un 54% (0.5-1.5
ton/ha) sobre e} control, por la incorporacifn de una capa
(10 ton/ha) de Azoila en el suelo, o bien permitiendo Gnica-
mente su descomposicifn sin incorporarla. Este aismo autor con
una densidad de Azclla de 20 ton/ha, encontr8 un incremsnto
de 69% (1.8 ton/ha) sobre el control. Estos mismos experimen-
tos permitieron apreciar que el porcentaje de nitrSgenc en el
grano se incrementa en un 21\ como miximo y en la paja en un
27%. Ko cbstante, este investigadcor recomienda el uso de fer-
tilizante nitrogenado inorg&nico junto con Azolla para obtener
mis altos rendimientos en las cosechas. Por ejemplo, la adi-
cién de 10 ton/ha de Azolla mis 40 Kg/ha de sulfato de amonio
dio ur incremento de 91% (2.4 ton/ha) sobre el control, lo cual
es muy cercano a la adicifén de 80 Kg N/ha. de sulfato de amonio,

el cual dio un incremento de 106% (2.79 ton/ha) sobre el control.
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Talley et g£ {1981) obtuve resultados similares,
pues al adicionar pequefnas cantidades de nitr6geno en forma
de Azolla { 30 kg/ha) complementadas con la misma cantidad de
sulfato de amonio observd incrementos similares a los que ob-
tuvo adicionando 60 Kg de nitr8geno por hectirea en forma de
sulfato de amonic. Sin embargo al aumentar la dosis de nitr6-
geno en forma de Azolla (60 Kg N/ha) mis la misma dosis de
sulfato de amonio, no se sumS el efecto de ambas fertilizacio-
nes, logrando sélc un 71% en relacisn a la fertilizacibn con
120 Kg N/ha de sulfato de amonio.

Cientfficos de la Rep(blica Popular de China sefalan
incrementos en 1os rendimientos de arroz que varfan de 0.4-
158% con un promedio de iB.6% como resultado de 422 experimen-
tos de campo (Lumpkin y Plucknett, 1980).

Recientes investigaciones (Liu et al., 1981} sehalan
gue en China se han logrado rendimientos de arroz de 12-15 to-
neladas/ha. con el empleo finicamente de Azolla. Eato se ha lo-
grado utilizando una técnica de sembradc del arroz en dobles
hileras anchas y angostas.

Kulasooriya y de Silva (1%77) registraron 132% de
incremento en nimero de granos por panoja al fertilizar coe
Azolla, contra 95% cobservado al fertilizar con urea, con res-
pecto al control no fertilizado.

Por otra parte, el Instituto de Suelos y Fertilizan-
tes de la Repiblica Popular de China, publicd que Azolla emplea-

da como abono verde disminuye la gravedad espec{fica del suelo,
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incrementa la porosidad (3.7-4.2%) y el contenido de materia
orgdrica. También se menciona que reduce la evaperacifn en
un 11%, el contenido de sales en agua (0.012-0.048%) y suelc
{0.014-0.048%) (Lumpkin y Plucknett, 1980).

d) Capacidad de Crecimiento

Azolla tiene un crecimiento exponencial que estSf su-
jetc a numerosas variables ambientales.

A. pinnata duplica su biomasa en 3-5 dias, aunque
en el campo esto ocurre en un perfodo de 5-10 dfas ({(Watanabe,
1978). En el IRRI, Lumpkin y Plucknett (1980) observaron gque
A. pinnat: duplica su peso en un tiempo de 2.8 dias. Talley
et al (1977) obtuvieron los mismos resultados con A. mexicana

y de 7 dias con A. filiculoides.

Tung y Shen (1980) observaron la duplicacién de la
biomasa de A. pinnata en un tiempo de 2.8 dfas en un medio

artificial, y 5 dfas en un suelo inundado con agua destilada.
e) Composicifn Quimica

Seg@n Lumpkin y Plucknett (1980) Azolla, en base se-
ca tiene un contenido proteinico que varfa de 13,16,22 y 23.4%.

Buckingham et al (1977; citados por Lumpkin y
Plucknett, 1980) realizaron un anflisis de aminofcidos en A.

filiculoides, el cual indict deficiencias de lisina; metionina

e histamina K Adexis encontraron una relacin en base seca de

9.3% de lignina y 15.2% de celulosa.

Pujiwara et al (1947; citados por Lumpkin y Plucknett,
19890) detectaron 23.8% de cenizas, 4.42% de grasa, 9.5% de
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fibra y 6.38% de almidén en A. pinnata.

Por Gltimo, Varghese et al (197¢; citado por Lumpkin
y Plucknett, 1980} mencionan 9.7% de cenizas, 61% de carbchi-
dratos, 6.3% de grasa cruda y 23% de protefna.

Peters (1977) encontré que A. carcoliniana tiene di-
ferentes relaciones C:N dependiendo de la fuente de nitrégeno
en la cual fue cultivada, es decir 18.1 con N, Gnicamente,
15.4 con urea y 10.4-10.6 con nitratos Yy aire o argén,.

Singh (1979) menciona que Rzolla contiene un 4-5%
de nitr8geno en base seca Y 0.2-0.3% en base hdmeda. Indica

ademis, que recién cosechada contiene alrededor de 943 de

humedad.
£, Descomposicifn

Muchos investigadores han observado mayores incre-

mentos en la asimilacién de nitr6genc por las plantas de arroz,

cuando Azolla es incorporada en el suelo, que cuando se le

deja deszcomponer en el agua (Talley et al, 1977; wWatanabe, 1978;

Singh, 1979). Sin embargo, hay inconsistencia en los informes
sobre la velocidad de descomposicifn del helecho una vez que
éste se ha incorporado al suelo, Y el grado de mineralizacién
Yy disponibilidad del nitrSgeno hacia la planta.

Watanabe (1977} denota que el nitrégeno de Azolla es
liberado lentamente, hibiendo estimads Jue su disponibilidad
para una cosecha de arroz fue de 70% comparada a la del nitré-
geno del sulfato de amonio. Singh (1979) menciona que Azolla

se descompone ripidamente y que su mineralizacién ocurre en
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3 semanas. Este mismo autor cita que a temperatura de 242 2°C
o ¢s 28n == ripida con lo cual se libera el
80% del nitrbgeno contenido, de donde el 56% estd en [orma de
amponio. Otros autores mencionan que 2/3 del nitrégeno total
de Azolla son liberados despufs de 6 semanas, o en 5-8 sema-
nas en suelos de arrozal (Watanabe et al., 1977) iuzimura et

al., 1957, citados por Lumpkin y Plucknett, 1980).
7} Maneio Prfctico en el Campo

En Asia, el cultivo de Azolla comc abono verde se
realiza b&sicamente en dos formas:

La primera es dejar un espacio de un 5-10% del total
del suelo dispuesto para la siembra del arroz, para el cultivo
de Azolla, v el doble de espacio si se proyectan dos cosechas
de este cereal.

La sequnda forma, consiste en que Azolla sea cultiva-
da en los arrozales e incorporada al suelo durante intervalos
antes y/o despufs de la cosecha y entre cosechas. Preferente-
mente, Azolla es desarrollada e incorporada varias veces antes
del transplante de las plantas de arroz.

Cuando Azolla alcanza su mfxima densidad y su desa-
rrollo empieza a declinar. 1/2-1/3 de Azolla =g retenilds Comc
"semilla" para la siguiente cosecha y el remanente es incorpo-
rado al suelo. En ambos métodos Azolla es generalmente desarro-
ilada como cultivo dunal, es decir, junto con el arroz (Lumpkin

y Plucknett, 1980).
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a)} Densidad de Inoculacién

La importancia en la densidad de inoculacifn es bi-

sica para obtener una produccifin de¢ Azclla eficaz. Dado que

se multiplica prircipalmente en forma vegetativa, su densidad
debe ser tal que pueda multiplicarse varias veces hasta cubrir
el &rea deseada captando la mayor cantidad de luz.

Los vietnamitas Tran y Dao (1973; citados por Lumpkin
y Plucknett, 1980) recomiendan una densidad de inoculacifin de
0.5 Kg por metro cuadrado, con lo cual dependiendc de la é&poca

del afio, obtienen 1-1.6 y 1- 1.4 Kg/m2 en verano e invierno

respectivamente. v an raen 3z gur Laye un desarrollo de algas
en los cultivos de arroz, recomiendan emplear una densidad de
siembra mayor del helecho (0.7-0.8 Kg/mz).

Singh (1979) us6 densidades de 0.1-0.4 Kg/m° en peso
fresco obteniendo, en un perfodo de 8-20 dfas, de 8-15 tons.

de material verde.

Talley et al (1977) mencionan haber inoculado con

una dengidad de 0.5 xgllz con A. mexicana y A. filiculoides

en California.
b) Pertilizacifn de Azolla

Azolla es notablemente susceptible a la carencia de
f6sforo, por lo que la aplicacifn continua de este elemento
es necesaria parz sy ripida propagacién.

Trabajos como los de Talley et al (1977) indican
que la fertilizacifie con KH, PO, {7.2 Kg P/ha} en 4 dosis

iguales cada 7 dfas aumentS su desarrollc y concluyen que cada
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Kg. de fbsforo, resultd en mis de 5 Kg. de nitrégeno fijado
después de 35 dfas. Tran y Dac (1973:; citados por Lumpkin y
Plucknett, 1980) encontraron que 1 Kg. de P2 05 {440 g. de P)

fué equitativo a 2.2 Kg. de N, fijado. Watanabe (1978} sefiala

2

que 1 Kg. de P205 produce mis de 2 Kg. de N, fijado con el

2
empleo de Azolla.

Los vietnamitas recomiendan 5-10 kg. de superfosfato
(1-2 kg. de PZOS/ha }\ cada 5§ Adfas.

Shen et al (1963; citados por Lumpkin y Plucknett,
1980) ensayaron experimentos con 1.5, 3.0 y 6.0 Kg. de super-
fosfato (0.3, 0.6 y 1.2 Kg. de Pz 05) en parcelas de 8.5 m2 Y
observaron un incremento en nitrégeno de 15, 76 y 190% respec-
tivamente, después de 8 dfas.

Tuzimura et al {1956; citados por Lumpkin y Plucknett,
1980} en experimentos de liozas con lodo de 0.5 m2 con 0.4 g. de
inSculo observaron incrementos en pesc, sobre el control sin
f&sforo, a diferentes dosis de f&sforo: 69% con 20 kg. de
onsfha.. 349% con 40 kg. onslha.. 948% con BO kg. onsfha. Y
87%% con 160 kgq. onslha. Singh {1979) recomienda una dosis
de superfosfato de 4-8 kg. de onsfha. por cosecha por semana.

Prayoon et al (1979) recomienda que en suelos donde
existe fuerte £ijacifn de [Ssforo, es aconsejable aplicar el
fésforo en dosis fraccionadas, de tal manera gque con 25 Kg. de

onslha, aplicados en 5 dosis, obtuvieron el mejor rendimiento
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de Azclla.

En suelos ligeros con poca cantidad de materia or-
gdnica y nutrimentos minerales, Tran y Dado (1973; citados
por Lumpkin y Plucknett, 1980) recomiendan la aplicacifn de
5 Kg de K20 (4.1 Kg. de K} cada 5 dias, y micioelemenios,
aplicados como ceniza a razén de 10C Kg./ha. cada 5 dias.

Singh (1977: citado por Lumpkin y Plucknett, 1980)
usS 5-8 Kg de K,0 (4.1-6.56 Xg. de K/ha/semana) y 50 Kg/ha.
de ceniza, adem&s adiciond 0.125 Kg/ha. de molibdeno para

estimular la fijacifn de nitrfgenc.
8) Enemigos de Azolla

Otro factor importante en el desarrollo de Azolla
es el control de los insectos v las enfermedades del helecho.

Afortunadamente, los insectos que atacan al helecho
son diferentes de los que atacan al arroz, ademfs, muchos de
los pesticidas usados para el arroz, inhiben el desarrollo de
los par8sitos de Azolla.

Los insectos atacan al helecho principalmente en
épocas calurosas, cuando la temperatura sobrepasa los 28°C y
cuando es &poca de lluvias.

Si no se toman medidas para el control de plagas, una
cosecha de Azolla puede ser destruida en 3-5 dfas. Entre los
principales insectos que la atacan se encuentran las larvas de

mariposas del género Pyralis y Nymphula, las cuales infestan

los iBbulos ventrales de las frondas, formando manchas cafés

0 blancas y usandc como alimento a las mismas (Watanabe, 1978;
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Wingh, 1979; Lumpkin y Plucknett, 1980).

Otro grupo de insectos muy destructivo de Azolla,
lo constituyen los escarabajos y algunas especies de caracoles.
También se han observado infecciones por hongos, pero no han
logrado su identificacifn, sin embargo, en el IRRI se cree,
tentativamente, que se trate de Penicillium spp.

Entre otras plagas del helecho se mencionan: Scaros
(Arrenurus}), gorgojos (Stenopelmus) y pulgones (sin mencionar
el géneroc del pulghn).

Para la prevencifn o tratamiento de estas plagas, los
autores {Watanabe, 1978; Singh, 1977, 1979; Lumpkin y Plucknett,
1980) recomiendan el uso de pesticidas fosfatados orgdnicos o
clorados tales como ®"223" (DDT)}, "666" (BHC), Vofatoc y Furadan
(Carbofuran) .

Singh (1979) recomienda la aplicacifn de carbofuran
en una concentracifn de 65 g./ha. y aconseja el uso de &ste,
inicamente en donde se observan las manchas caracter{sticas
del pard&sito y no en el Srea total, con el objeto de minimizar
s2 2plicacibn. Sugiere ademis, para la prevencifn de pl‘éas,
el uso de una cantidad pequena de carbofuran (3-30 mg./kg. de
Azolla) junto con el infculo, con lo cual, tanto se protege
POTI una semana a la cosecha del ataque de los insectos, como

tambifn se estimula el desarrollo del helecho.

9) Otros Usos

Frecuentemente, Azolla se encuentra flotando en la-

gos, estanques, canales, acequias, charcos, etc., fprmando




gruesas capas conjuntamente ¢on otras plantas aculticas tales

coro Lemna, Eichhornia, Spirodella, Wolfia, Pistia, Salvinia,

etc. (Singh, 1979; Watanabe, 1978).

En muchas regiones del mundo, estas densas capas in-
terfifren en la pesca, impiden que el ganado beba agua, impi-
den el flujo de agua en aceguias y bombas de agua y, en otros
casos como en Hawai y Maryland, interfieren en el cultivo del
berro {(Lumpkin y Plucknett, 1980).

En algunos pafses como Japfn, algunas veces, se le
ha considerado como una maleza, dado que su crecimiento es
tan vertiginoso después del transplante, gque dificulta el de-
sarrollo de las plintulas de arroz. También los chinos y viet-
namitas reconocen que ciertas cepas de Azolla son consideradas
coro maleza. Sin embargo, otros autores indican el uso de ce-
pas que desarrollen a lo largo de todo el ano (Watanabe, 1978;
Peters, 1977).

Contrario a lo citado anteriormenta, hay informes en
los que se cataloga Azolla comoc un supresor de malezas. Nguyen
(1930; citado por Lumpkin y Plucknett, 1980) encontré que una

densa capa de Azolla causf la muerte de Utricularia flexuosa,

Echinochloa crusgalli y especies de Sagitaria. En un lago en

r Dinamarca, se observl que Azolla desplazf a Lemna (Olsen, 1972;
citado por Lumpkin y Plucknett, 1980}).

\ Talley et al (1977) observaron el beneficio de Azolla
cuandco se desarrollé en cultivo dual, al suprimir el desarro-

' 110 de malezas en el arroz.

-



Por otro lado, el empleo de Azolla ha sido muy ver-
sitil ya que ha servido como alimento para ciertos peces (car-
pas) en Asia y Africa.

También hay informes sobre el uso de Azolla como fo-
rraje para cerdos, ganado, patos, polles (Lumpkin y Plucknett,
1980) pues dado su alto contenido protefnico, su valor nutri-
tivo es muy considerable.

Tran y Dao {1972, sitadc per Lumpkin y Plucknett.
1980} menciona que Azolla puede producir de 540-720 Xg. de
proteina por hectirea por mes.

Abundando en el uso de Azolla, algunas tribus de
Africa la utilizan como ingrediente en su dieta {Chevalier,
1926; citade por Lumpkin y Plucknett, 1980). En apoyo a lo an-
terior, el Dr. Singh {1979) menciona que Azolla cultivada en
condicicnes higiénicas, puede servir para el consumo humano,
ya que el miswo la ingirif en diferentes formas, concluyendo
que su sabor es agradable y no causa dificultades digestivas,

por lo que estd tamando medidas para popularizar su cConsumo

a nivel humano ern la India.




ITI} MATERIALES Y METODJS

A} Suelos

1) Colecta de Suelos

Se colectaron suelos utilizados para el cultivo ro-
tatorio arroz-cana de azficar del Campo Agricola Experimental
¢el Instituto Nacional de Investigaciones Agricolas, en el Mu-
nicipio de Zacatepec del Edo. de Morelos. Las muestras perte-
necen al &rea de experimentacifn conoctda como “tabla 2. Las
4 muestras colectadas ge tomaron de la capa arable (0-30 cms.).

Posteriormente fueron secadas al aire y tamizadas (maila s 18).

2) Tratamientc de los suelos: Suelo normal, empobrecide y

4

estéril

Las 4 muestras colectadas se mezclaron y homogenei-
zaron perfectamente y se dividiercn en 3 partes iguales; una
se empohrecid con una siembra masiva de 15 g. de semilla de ce-
bada por cada 2 kg. de suelo. Otra de las porciones se esteri-
1i26 con radiaciones gama (Cawse, 1975) a una dosis total de
4 megarad, y la iltima se dejs intacta, clasificdndola

comn suelo normsal.
3) Determinacjones fisicas y quimicas del suelo

Textura: segtin el método de Bouyoucos (1963)
Reaccifén del suelo pH: se determind con suspensién del suelo-

agua destilada, en relacifn 1:2.5, utilizando un potencilme-

tro marca Corning.
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Calcio, magnesio y potasio intercambiables: extrayendo éstos
del suelo, con una solucifén de acetato de amonio 1 N pH 7, por
centrifugacifn v titulando con EDTA.

Fésforo asimilable: colorimftricamente, segin el méftodo Bray I
(Jackson, 1964).

Materia orgfnica (M.0): por combustibn hfimeda, segln el método
de Walkley y Black modificado (Jackson, 1964).

Nitr6geno Total (N.T.): por digestibén de Kjeldahl, sin incluir

nitratos (Bremner, 1965).

Kitratos: por el método de la brucina (Moreno, inédito).

B8) Estudios MicrobloiGgicos deli Sueio

La estimacifn cuantitativa de las bacterias que in-
tervienen er el ciclo del nitrégeno, se hizo en suelc himedo
por el método de las diluciones en tubo por triplicade, y en
placa para los fijadores de nitrégeno de vida libre, utilizan-
do, en el primer caso, las tablas de Nc Crady (1946) para ob~
tener el nmero afs probable (MMP).

1) Amonificantes: Se incubaron durante 12 dfas en el medio

de Katzneison (1946).

2) Witrosomonas y Mitrobacter: Se incubaron durante 20 dias

el medio propuesto por Barkworth y Batesom (1965).
3) Desnitrificanties: Se incubaron durante § dfas en el me-
dio propuesto por Timonin (1946).
4) Pijadores de vida libre: Se incubaron durante 14 dfas

en el medio de Lipman, citado por Rubenchik (19€3).
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S} Algas azul-verdes heterocisticas: Se incubaron durante
30 dfas en el wmedic de Hughes, Tcrham y Zehnder, modi-
ficado por Allen y Stanier (1968).
La temperatura de incubacifn fué de 28°C, a excep-
cifn de las algas que se incubaron a 35°C, bajo li&mparas de
®*luz de dfa” de 40 watts, con una intensidad luminosa de 3,500

lux, sin perfodos de oscuridad.
C) Algas Azul-Verdes
1) Aisliamiento.

El aislamiento de las algas azul-verdes heterccisti-
cas se logrd en las diluciones mis altas (10-5). Yy pPOor resiem-
bras sucesivas en medios 86lidos y lfgquidos (Allen v Stanier,
1968), hasta la obtencifn de cultivos unjalgales, bajo una tem-
peratura de 35°C gque, segln estos autores, es selectiva para
las cianofitas. iLas cundiciones de iluminacifin e~ describieron

anteriorzente.

2) Cepas

Se seleccionaron dos cepas nativas y dos de coleccidn,

estas Gltimas fueron obtenidas de la Culture Collection of Algae

de la Universidad de Texas y fueron Anabaena cylindrica B 385

y Anabaena variabilis B 373. En todos los ensayos se atiliza-

ron cultivos no axénicos. La seleccifn de las cepas nativas
se hizo en base al tamafio y abundancia de los heterocistos.

El inficulo fu#, en todos los casos, de 0.5 ml. equi-
valente a 1.8 mg. en pesc seco, de cultivos en la fase de cre-

cimiento logarftaico. La medicifn del inSculo se hizc por cen-
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Fig. 1.- Cémara de crecimiento para las algas
azul-verdes.
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trifugacifn y desplazamiento de volfimen en agua destilada

{Palacios, 1980).
3) Curvas de Crecimiento

Las curvas de crecimientc se determinaron ‘en matra-
ces Erlenmeyer de 250 ml. con un volGmen de medio de cultivo
de 100 ml., bajo las mismas condiciones de luz y temperatura,
ademds con burbujec de aire generado a razén de 300 burbujas
por minuto.

La biomasa en peso seco fuf medida depositdndose
en papel filtro y dejando secar el material a 40-45°C hasta
peso constante.

lLag determinaciones de proteina en cada punto de la
curva se hicieron por la técnica de semimicro-Kjeldhal (Bremner,

1965), siendo de 5 dias el perfodo entre cada punto de la

Curva.
4) Desecacifn

Para la prueba de resistencia a la desecacifn, se
dejaron secar al aire, durante 3 meses, las 4 muestras colec-
tadas para posteriormente cuantificar la poblacién de ciano-
fitas heteroc{sticas por l1os mismos métodoc menciznadcs anie-

riormente y bajo las mismas condiciones.
5) Congelacifn
Se congelaron las 2 cepas de coleccifn y las 2 nati-

vas a2 una temperatura que varifS de -4 a -18°C durante 30 dfas

en frasquitos de 7 ml. de capacidad. Posteriormente se descon-
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gelaron y se incubaron bajo condiciones 6ptimas. La prueba se

hizo por cuadruplicado para cada cepa.

6} Ensayos en Invernadero

Se utilizaron 50 g. de cada suelo, inundados con 60
ml. de agua destilada, en recipientes de 100 ml. Los trata-
mientos fueron con la inoculacifn de las 4 cepas en cada suelo.

Al final del tiempo de incubacifn {15 dfas), el ma-
terial verde se mezclS y dej8 secar durante 3 semanas para,
posteriormente, determinar la incorporacifn de materia orgé-
nica.

El nitrSgeno total y el t del incremento de materia
orgénica y nitr6geno total se calculfl =n base a la cantidad

de nitrfgenc contenido en la materia orgdnica (Jackson, 1964).
7} Actividad nitrogen&sica.

FPué evaluada por la técnica de la reduccibn del ace-
tileno (Dartet al., 1972; Turner y Gibson, 1980) en frascos de
60 ml., sellados con tapones de gama, conteniendo S ml. de

medio de cultivo libre de nitrégeno en un caso, y 5 g. de sue-

lo con 6 m! As amua As=eil-3. oo o

gus 2es
La proporcifn de acetileno fué, aproximadamente, al
10%; el acetileno se obtuvo a partir de carburo de calcio. Se
incubaron las muestras durante 1 hr. con una intensidad lumi-
nosa de 5,800 lux, producida por lSmparas de luz de dfa. La
temperatura fué de 28-30°*C.
Se usfd un cromatégrafo de gas marca Varian Aerograph

1400, equipado con una columna de 3 m. de longitud empacada
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con Porapak T y con un detector de ionizacifn de flama. La tem-
peratura de la columna fué de 90°C y de 120°C para el inyector
y detector. Se utiliz6 una mezcla estindar de 100 p.p.m. de

etileno-nitrbgenc y, en todos los casos, alfcuotas de 1 ml.

D)} Azolla.

1} Cepa

Las muestras de Azolla fueron colectadas en diciem-
bre de 1980 de una acequia del poblado de Mixquic, D.F. en
MExico. El estudio microscépico de los esporocarpos, obtenidos
de plantas cultivadas en medio de cultivo libre de nitrfgeno
{Allen y Stanier, 1968) permitil, 2 semanas mis tarde, la iden-

tificacién de la especie.
2) Ensayos de Invernadero

a) En medio de cultivo.~ Los ensayos se realizaron
en recipientes de 100 ml., conteniendc 30 ml. del medio del
cultivo libre de nitrSgenc a pH 8.

Se ensayl el efectc de diferentes dosis de roca fos-
férica (con un promedio de 17 p.p.=. de fésforo soluble) y f6s-
foro solubl :, variandc el pH y la fuente de nitrfgeno.

b} En suelo.- Se utilizaron 50 g. de cada suelo (pH 8)
inundados con 60 ml. de agua destilada. Los tratamientos fue-
ron con superfosfato triple, roca fosférica y solibdeno.

Al final del tiempo de incubacifn {15 dfas), el ma-
terial verde de cada tratamiento, se mezcld e incorpor$, dejfn-
dose secar durante 3 semanas, para posteriorsente, determinar

la materia orgénica en los suelos (Jackson, 1964).



3) Actividad Nitrogendsica

Se estiméS bajo las mismas condiciones y con el mis-
mo equipoc utilizado con las algas azul-verdes, a excepcifn de
que en Azolla, se estimf el efecto del pH en la capacidad de
fijaci6n del nitrégenc entre ejemplares recién colectados (un
dfa antes de la determinacifn) y ejemplares mantenidos bajo

4

cultivo (pH 8) durante més de 30 dfas.

E) An8lisis Estadfstico

El anflisis estad{stico de las bacterias del ciclo
del nitrégeno se lleve a cabw pui weuis @& 1S3 prushas deo And-
lisis de varianza no paramétricas de Kruskal-Wallis, dado que
las varianzas de cada grupo no pudieron suponerse gque eran
iguales, ademis de que los datos no presentaron una distribu-
cifn que se haya aproximado a }la normal.

El anflisis estadfstico en la inoculacifn de los

suelos con las cianofitas heterocisticas y Azclla filiculoides

se realicd por el andlisis de varianza con programas desarro-
llados en el Instituto de Investigaciones en Matemfticas Apli-

cadas y Sistemas de la UNAM (IIMAS).
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IV) RESULTADOS Y DISCUSION

Suelos

En la tabla i s€ mucstran los resultados de alqgunos
de los anSlisis fisicos y quimicos de las 4 muestras colecta-
das, encontrindose una mayor retencifn de humedad en las mues-
tras 3, 2 y 4. Los valcres de conductividad eléctrica resulta-
ron bajos. El Ca, Mg y X intercambiables se encontraron con va-
lores altos y loz nitratos fueron altos {29 p.p.m.) y medios
{(18.7 p.p.m.).

La tabla 2 refne los resultados de los anflisis de
los suelos normal y empobrevias, los cuales se pueden inter-
pretar de la manera siguiente:

El suelo posee una textura fina, un pH soderadamenté
alcalino, valores altns de capacidad de intercambio catibnico
total (C.I.C.T.), Ca, Mg y K intercambiables con valores altos,
valores muy bajos en f8sforo, moderadamente rico en materia
orgfinica {M.0.), pobres en niirdgeno iGital y 122 nitratos, en
suelo normal y empobrecido, con valores medios y ligeramente

bajos, respectivamente.
Microflora del ciclo del nitrfigeno de los suelos

La estimacifn cuantitativa de la microflora del ciclo
del nitrSgeno fuf estadfsticamente significativa Gnicamente
con ei género Ritrcbacter =n las 4 musstras del suelo de expe-
rimentacifn (tabla 3). Bsto indica que su poblacifn en estos
suelos resultd relativamente homogénea. En términos generales,

los valores de poblacifn microbiana resultaron comparables a



ios estiwados por Morales (1977} en suelos caneros de Veracruz.
En algunos casos se pudo aprecidr ura corresponden-
cia entre la proporcifén de algunos nutrimentos y aigunos gru-
pos microbianos (tablas 1 y 3). La tabla 3 muestra los resul-
tados de los anflisis microbiolfgicos, encontrindose gque los

valores mis altos de Nitrosomonas y algas azul-verdes hetero-

cisticas (5,500 y 316/g. de suelo seco, respectivamente), co-
rresponden a la muestra de suelo con mayor contenido de calcio
(74 meq/100 g.; muestra 1), sugiriendoc que este elemento, como
ha sido consideradc por Barkworth y Bateson (1965) y Allen y
Arnon (1955), juegan un papel importante en el desarrollo de
estos microcrganismos.

Por otro lade, el valor mSs alto de nitratos, detec-
tado en la muestra 3 (29 p.p.m.), corresponde a la mayor pobla-
cifn de desnitrificantes con 24 ,822/c, 3dc suelo ==¢s. Contra-
g nitrSyenu de vida libre se vieron
disminuidos en esta misma muestra (1,986/g. de suelo), as{
como también las algas azul-verdes heterocfsticas (113/g. de

suelo seco'.

El nGmero de algas azul-verdes heterocfsticas resul-
tS muy bajo comparado con lo que se menciona en la literatura,
sin embargo, es necesario hacsr notar que, los datos citados
por otro§ autores (Roger y Reynaud, 1976: Bhuiya et al., 1981

y Catling et al., 1981), no corresponden finicamente a cianofi-
tas heterocisticas.
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Aislamiento y experimentacién con cianofitas

Las cepas aisladas se seleccionaron en base a la
abundancia y tamano de los heterocistos. Las diferencias di-
mensionales y morfolégicas se refinen en la tabla 4, 'y fiquras
2 y 3, respectivamente.

Anabaena cylindrica: Pase lag de 7 dfas. Fase log de 7 dfas.

Fase estacionaria de 14 dfas y apreciacifn de la fase de muer-

te. Produccién de protefna de 18 mg. (fig. 4).

Anabaena variabilis: Fase lag de 14 dfas. Fase log de 14 dfas.

Fase estacionaria de 2 dfas y apreciacifn de la fase de muerte.

Produccién de protefna de 37 mg. (fig. S).

Nostoc commune (1}: Fase lag 14 dfas. Fase log 21 dfas. No se

aprecil la fase estacionaria durante el tiempo de incubacifn.
Produccibn de protefna de 27 ng. {fig. &).

Nostoc commune (2): Fase lag no observada. Fase log de 28 dfas.

Fase estacionaria de 2 dfas y apreciacifn de la fase de muerte.

Produccifn de protefna de 54 mg. (fig. 7).

La velocidad de crecimiento de NMostoc commune 2 fuf

mayor en todos los puntos de la curva, a excepciln del Sltimo,

Y2 que Nostoc commune 1 obtuvo un valor BRAYOr en peso secu en

——

e2te punis. Esto se debe, probablemente, a que la cepa de
Bostoc commune 2 no presentS la fase lag.

El miximo rendimiento de Mostoc commune 1 se obtuvo

a los 35 dfas (168 mg. de peso seco Y 52 mqg. de protefna). El
de Nostoc cammune 2 se obtuvo a los 28 dfas (183 mg. de peso

seco ¥ 54 mg. de protefna). El de Anabaena cylindrica se obtuvo
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a los 21 dias (63 mg. de peso seco) y la proteina a los 14

dfas (1€ mg.). Z! dec Anabaena Variabilis a los 7@ dias (91 mg.

de pesc seco y 37 mg. de protefna). Por lo anterior, se apre-
cia claramente que el mayor rendimiento, en los pardmetros es-

tudiados, se verificé con las cepas aisladas.

En ambas cepas de Anabaena y en Nostoc commune 2, se

obgervé la fase de musrte, sin embargo, esto no ocurrié con

Nostoc commune 1, 1o cual quizf indica una mayor potencialidad

de crecimiento y producci8n de protefna en esta Gltima cepa.
Sin embargo, la proporcifn de nitrégeno con respecto al peso
seco fud mis alto en la cepa de A. variabilis.

Allen y Arnon {1955) informan que A. cylindrica, con
un inSculo de aproximadamente 50 wg./100 ml., multiplic6 10
veces su biomasa en € dfaz (555 mg./100 mi.); en el presente
trabajo, el inbculc de cada cepa fué de 1.8 »g./100 ml., ha-
biéndose obtenido en 7 dfas una biomasa de 8.7 y 49 mg. con
R. commune (1) y (2) respectivamente, y 25 y 9.6 con A. cylin-
drica y A. variabilis respectivamente, por 100 mi. de medic de
cultivo; esto corresponde a un incremento de 4.8, 27, 15.8 y
5 veces su biomasa, respectivamente.

En el zuels desecado 2l aire durante 3 meses se de~
tectS una disminuciSn en la poblacién de cianofitas heteroc{s-
ticas, tabla 5. Estos valores representan 1/3 y 1/6 de los
propigulos estimados en las muestras de suelo 1 Y 3, respecti-

vamente, antes de ser desecadas.

El valor mis alto de propSgulos de cianofitas hete-
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rocfsticas (muestra 1), y el mds bajo (muestra 3} en la prue-
ba de desecacifn del suelo corresponden, proporcionalmente,
con aguélleos detectados en los suelos recién colectados (ta-
bla 5).

La temperatura de congelacifn afectl, en diferente
medida, a todas las cepas ensayadas. En la tabla 6é se aprecia
gue finicamente las cepas aisladas conservaron su viabilidad

despufs de la congelacifén. Dos cultivos de Nostoc commune (1)

y uno de Nostoc commune (2) conservaron el color azul verdoso

caracterfstico y desarrollando biosasa una semana despufis del
perfndo de congelacifn; desapareciendo el color en la cepas
gue no se reactivaron nuevamente. Estos resultados concuerdan
con lo mencionado por Witty (1979), respecto a la viabilidad
de cianofitas heterocfsticas bajo temperaturas Je congelaciln
{0 a -18°C) durante 6 horas.

El efecto de la inmoculacifn de los suelos con las
alocas se aprecia en la tabla 7. En los tres suelos y con to-
das las cepas, el incremento de materia orgdnica y nitrfgenc
total resultd estadisticamente significativo con respecto al
suelo no inoculado.

La wfs alta respuesta se verificd c-n % cossune { 1}
en el suelo empobrecido, con un 23.6% de incremento de materia
orgfnica y nitrfgeno total, siendo estadfsticamente significa-
tivo a un valor de p = 0.01 con respecto al suelc empobrecido
que no fué incculado (Bo). Los valores obtenidos con esta mis-

W2 cepa en suelo normal y estéfril fueron 15.3 y 21.9, respecti-

vamente.
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Los resuyltados nos permiten considerar gue las cepas

nativas, particularmente Nostoc commune 1, resultaron superio-

res a las cepas de coleccifn, quizis por su mayor capacidad de
adaptacifn al suelo del cual precisamente fueron aisladas. Sin

embargo, Anabaena variabilis, obtuvo la mayor tasa de fijacibn

de Nz en suelo, lo cual se refleja en una mayor mineralizacién
del nitrSgeno incorporado al suelo (28.7 p.p.m. de NO_, tabla
a).

1

Los dates sobhre la capacidad de fijacifn de N_, a2

2
través de la técnica de la reduccifén del acetileno, se refnen
en la tabla 5. En medioc de cuitivo iibre de nitrégenc, Nostoc
commune 1, redujo la mayor cantidad de acetilenc (1.95 nmoles/
mg. de protefina/min.}; sin embargo, el cultivo en suelo de

Anabaena variabilis fu€ con el que se obtuvo la tasa mis aita

de acetileno reducidc {(2.13 nmoles/mg. de protefna/min.). Cowr—
parando con los datos que citan otros autores, se puede consgi-
derar gue nuestros valores de etileno producido caen en los
rangos aceptables de actividad pitrogenfsica en estos microor-
ganismos. Granhall (1975) senala rangos de 0.22-3.87 nmoles de
etilenc/mg. de protefna/min., y Li Shang (1981) informa que,
en general, los rangos de produccifn de etileno varifan entre
1.3-3.8 nmoles/mg. de peso seco/min.; el mismo autor senciona
que, excepcionalmente, algunas cepas han llegado a producir

hasta 5.8 smoies/mg. de peso seco/min., esto desde luego varia

segfin 1la cepa.
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Experimentacién con Azolla

Con el anflisis microscSpico de lus esporocarpos se

logr§ la identificacifn de la especie Azolila filiculoides.

ras figuras 9 v 10 muestran los massulae ¢ los glo-
chidia que segin Godfrey et al (1961) y Correl y Correl {1972}
deben carecer de septos c bien raramente Sse observan en la

punta de los glochidia 2n la especie A. filiculoides.

Se logr? ademAs idertificar uvn pelo de transferen-
cia {fig. 11, segfin lo describen Duckett et al (1375} y Lumpkin
y Plucknett (1983) y que, de acuerdo entre Jtros auivres, a
Duckett et al { 1975}, Watanabe (1978), Lumpkin y Pluckrett

1980) y Peters et al (1981), es el sitio donde ocurre el in-
tercacbic de nutrimentos entre ambos simbiontes.

En las tablas 19, 1fa, 11 y 12 se rcsumen los resul-
tados del crecimientu dé Azclla en medio de cultivu y suelo
inundado. Los miximos valores de biomasa obtenidos fueron de
27.2 ag. en medio de cultivo en 30 dfas y de 40.8 mg. en suelo
inundado durante 15 dfas. Esto indica una diferencia en bio-
masa de 13.6 mg., haciéndose notar que, en el suelo inundado,
la biomasa se obtuvo en la mitad del tiempo de la obtenida en
el medio de cultivo.

En la tabla 10a se manifiesta claramente que el pH
juega un papel fundazental en la solubilidad y asimilacifn
de la roca fosfbrica y f8sforo soluble. Se puede apreciar que
a pH 6 existe el mayor valor de solubilizaciSn y la mayor asi-

milacifn. Esto se refleja en el crecimiento de Azolla (tabla

10}, donde encontramos una respuesta significativa a pH 6 con



- 67 -

respecto a pH 8, con ambas fuentes de f8sforo.
Nc obstante cue en la literatura existen datosg acer-

ca de que la roca fosférica no es muy efectiva como fuente le

R [ T JHappy T 1070
r pald AZU.4a \RavQNGoT, 1750 n !

- > -—
gn la tcbl se puede apre

z2 11
ciar que Azolla respondif significativamente a la roca fosES-
rica, habiéndose obtenido un 120% de incremento en peso seco
en comparacién con un 368 de incremento obtenido con RZHP04.
En esta misma tabla se puede apreciar que en ningdn caso, la
adicifén de una fuente de nitrSgeno combinado(KNOB) resulté

estadfsticamente significativa para el desarrollo de Azolla

filiculoides.

considerando 1ius resulicdus subic ©l €LeCis GE la
adicifn de pegquefias cantidades de nitratos para el cultivo
de Azolla (tabla 11) se decidif experimentar en un suelo em-
pobrecido en nutrimentos, particularmente en ritratos, y en
un suelo estéril, donde se pensd que se eliminarfa la compe-
tencia de la microflora, principalmente por el f6sforo. Los
resultados se reinen en la tabla 12, aprecidndose que Azolla
aiempre dio una respuesta altamente significativa en el sue-
10 empobrecido y con cnalquier dosis de P, en comparacién con
el suelo normal y estfril. Esto nos conduce a pensar que el
suelo, al tener una alta capacidad para mineralizar el nitr6-
geno, contiene cantidades suficientes de este elemento como
para inhibir el desarrollo del helecho.

La estimacién de nitratos en el suelo empobrecido
e incorporado con Az0lla nos permite apreciar la cantidad de

nitrégeno orglnico mineralizado después de la incubacifén del
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suelo. Los resultados concuerdan con los datos de la tabla 12
sobre el efecto del P en el crecimiento de Azolla. Los més
altos valores de nitratos corresponden al miximo % de 1incre-
mento en nitrégeno y peso seco (tabla 14). Se puede inferir
que la flora mineralizadora del suelo se vio considerablemen-
te estimulada por el nitr8geno incorporade por Azolla en el
suelo.

No se detectS una diferencia significativa en la in-
corporacién de nitratos por Azolla entre los tratamientos con
P, pero si se aprecif una diferencia considerable entre el
suelo ampobrecido sin Azolla no incubado y los suelos tratados
con Azolla e incubados.

Cabe resaltar que los resultados estadfsticos en la
incorporacifn de materiez orgdnica se hicieron tomande por se-
parade los tratamientos de f6sforo, f8sforo mis molibdenc y
£6sforo sin molibdenc.

Los resultados de la tabla 13 demuestran que, en
promedic, el mayor rendimientc se obtuvo en el suelo empobreci-
do, principalmente en el tratarmiento Con roca fosfbrica, en
donde se aprecian las diferencias significativas mis fuertes
{p=D.01) con respecto a los mismos tratamientos en los otros
suelos.

En el su2lo normal, todos los tratamientos con fés-
forc fueron fuertemente significativos, al compararse con el
tratamiento de Azolla sin f8sforo (Ao).

En el suelc estéril se detecté un efecto altamente

significativo en el tratamiento con la dosis menor de super-
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fosfato triple (50 Kg/ha) comparada con el tratamiento (Ao)
Azolla sin f6sforo. Por dltimo, en los experimentces con cada
suelo, existieron diferencias estad{sticamente significativas

al comparar los tratamientos {(Ao) Azolla sin f6sforo, con res-

pecto a los testiges (TA, Ta' Ttl sin Aznlla Fato indica que

la adici6n de Azolla a los suelos, incrementa significativa-
mente el contenido de materia orgé&nica y nitrégeno, 1o cual
coincide con los hallazgos de Singh (1979} y los informes del

nstitulo de Suelos y Fertilizantes de la Rep@blica Popular

o

de China (Lumpkin y Plucknett, 1980}.

Las pruebas de fijacién de N, (tabla 15), resultan
congruentes con los resultados obtenidos en los ensayos de
invernaderc (tablas 10, 11 y 12). Los valores mis altos de
produccibfn de etileno {0.08 nmoles/mg. peso seco/mir.) corres-
ponden a los cultivos en suelo, y los valores mSs baios {0.05
nmoles/mg. peso seco/min.) a los cultivos en medio libre de
nitrégeno y al helecho recién colectado en ese mismo medio de
cultivo. Es interesante hacer notar que la mayor tasa de re-
duccibn de acetileno, corresponde al cultivo en suelc empo-
brecido. Por otra parte, ia evaluacién de este mismo parfmetro
en la muestra del helecho recién colectado y en aguella que
habla sido mantenida en medio libre de nitrégeno {ph 8) duran-
te mis de 30 dias, hace pensar que no es necesario que haya una
fase lag antes de la activacifn de la fijacib6n de N,, confir-
mando lo establecido por Watanabe, 1976.

Tung y Shen (1980) obtuvieron con A. $innati una ma-

yor actividad nitrogenfsica en cultivos libres ce ritrégeno,
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al comparar con lo que obtuviercn en suelos de jardfn inunda-
dos con agua destilada. Lo anterior nos permite considerar
que, muy probablemente, los suelos de jardfn utilizados por
egtos autores fueron ricos en nitrfgeno, causa por la cual
obtuvieron con ellos una menor actividad nitrogenSsica. En el
presente trabajo se pudo apreciar que, en todos los ensayos,
los rendimientos mfs altos en el crecimiento de Azolla Yy en
su actividad nitrogendsica, precisamente corresponden a los
cultivos con suelo empobrecido.

Los valores de reduccidn de acetileno encontrados
en la cepa objeto de este ensayo (0.05-0.08 nmoles de etileno/
®mg. de peso seco/min.) quedan dentro de los valores mis bajos
mencionados en la Literatura, los cuales oscilan entre 0.55-3.8
nmoles de etileno/mg. de peso seco/min. (Lumpkin y Plucknett,
1980) . E1 anflisis de nitrégeno total fué€ bajo (2.71%), y coin-
cide con su baja tasa de fijacién de N,. comparados con los
porcentajes de 4-5% de nitrfgeno total citados por Talley et

al, 1981; Singh, 1979 y Peters et al., 1981.



TABLA 1.- DETERMINACIONES FISICAS Y QUIMICAS FN SUEIOS OE LA CAPA ARABLE

CATIONES INTERCAMBIABLES P
Humedad & ] C.E. 3 meg/100 g . M.0. N.T. N-NO, Asimilable

Muestras ) H20 1:2.5 mwhos/cm at _g«H =" L ) - Pem

1 20.4 7.9 0.75 74.0 10.5 0.95 2.10 0.133 18.7 2.30

2 28.7 7.9 0.60 62.0 22.0 0.85 1.69 0.092 18.7 1.75

K] 2.7 8.0 0.56 46.5 14.5 0.97 i.9%0 0.089 20.8 1.85

4 32.5 8.0 0.72 48.0 12.5 0.85 1.72 ¢.086 18.7 1.30
Nota:

C.I.C.T. = Capacidad de Intercambic catifnico total N.T. = Nitrfgenc total
M.O. = Materia cwrglinica Rel. C/N = Relacifn carbono/nitrégeno

C.E. = Conductividad Eléctrica D.A. = Densidad Aparente




Tahla 2.- ALGUNAS PROPTEDADES FISICAS Y QUIMICAS DE LOS SUELOS DE EXPERIMENTACION

| Taxtura pH X PSsforo Rel.
' Profundi- Arema Lime Arcilla D.A. 1:2.5 C.E. C.1.C.T. Soluble Asimilable M.0. N-ND_, N.T. CAN
suelo dad 3
o 3 L} L} H20 My /100 g. p.-p-m. p.p.m. L} p-p-m. %
Hormal 0-30 32 23 45 1.14 8.0 0.83 865.7 9.4 1.0 2.77 20.8 0.100 15.9
Limo Arcillosc

[ ]

Siaxpesic 0.30 32 23 &5 1.18 8.0 0.3 8s. 9.4 0.85 2.62 12.5 0.098 15.6




Tabla 3.- EstimaciSn de la microflora del ciclo de nitrdgeno en la capa
arable de los suelos.

NMP  (NUmero Mis rrobabie) 3¢ microorganiemne/gr
Microorganismos e Suelo SECT
(repeticiones) Muestra i Maestra 2 Muestra 3 Muestra 4
AMUONIFICANTES
1 45,000 15,000 45,000 150, 000
2 95,000 20,000 20,000 45,000
3 250,000 95,000 45,000 450, 000
» 130,000 43,313 36,666 215,000
Nitroscwes sp.
1 2,500 450 2,500 2,500
2 9,500 4,500 2,500 2,500
3 2,500 %A 2,500 2,500
x 5,500 1,966 2,500 2,500
Nitrobacter sp.
1 950 4.5 0.7 G.C
2 950 4.5 0.9 0.0
3 950 9.5 3.0 0.4
x 950 6.16 .53 Q.13
DESNITRIFICANTES
1 2,500 2,500 45,000 2,000
2 11,500 4,500 4,500 2,000
3 2,000 1,600 25,000 1,150
x 5,333 2,866 24,813 1,716
NGNS
o
1 250 75 95 150
2 450 150 150 150
3 250 150 9% 250
x 316 125 113 183
FLIADORAS
NITROGEND
1 3,300 4,130 1,400 2,600
2 2,360 3,43 2,100 1,260
3 3 46N 1 4% ?_ 460 2.6
x 2,706 3,663 1,986 2,163




Tabla 4.- DIFERENCIAS DIMENSIONALES ENTRE LAS CEPAS AISLADAS (MICRAS)

N. cammne (1)

N. commne (2)

largo Promedic Ancho Promedio largo Pramedio Ancho Pramedio
OBluias Vegetativas 3.5-7.5 5.0 4.5-6.0 5.0 3.5-7.5 5.0 4.5-6.0 5.0
Heterucisue 3.5-11.0 7.2 3.0-7.5 [ .2 2.0 7.2 4.5-8.90 6.4
Esporas 8.0-22.0 12.6 5.0-7.5 5.9  7.0-11.0 8.5 5.0-9.0 6.5

Promedio de 100 mediciones.




Tabla 5.- EFECTO IE LA DESECACION DFL SIFIO BN 1A ESTIMACIGN (E PROPAGULOS
VIABLES DE CIANCFTTAS HETEROCISTICAS.

Nirero de propSqulos/gr de suelo seco
Tipo de
suelo S U E L O s
1 2 k! 4
Desecado 95 45 15 25

Fresaco 316 125 113 183




Tabla 6.- EFECTO [E LA TEMPERATURA DE QONGEIACICN FN 1A VIARTLINAD DE 105
CILTIVOS DE CIANCFTTAS.

Cepas Nimero de cultivos viables de una
gerie de 4
A. cylindrica ]
A. variahilis 0
Nostoc oommme (1) 2
Nostoc commme  {2) 1

Tamperatura pramedioc = - 11°C
(30 dfas de congelamdento)



Tabla 7.- EFECTO DE LA FERTILIZACION DE SUELOS DE ARROZAL UTILIZANDO ALGAS
AN, VERGES EN LA INCORPORACION [E MATERIA ORGANICA Y NITROGENG

TOTAL.
Oepa M.0. Incremento de Nitrégeno A del incremento
(%) M.0. (W) Total (%) de M.O. y R.T.
Suelo Normal (A)
Al 2.65 0.35 0.13 15.2
52 2.66 0.36 0.13 15.5
A] 2.65 0.35 0.13 15.3
A4 2.63 0.33 0.13 14.1
Ao 2.0 -— 6.11
Suelo Bepohwecido (B)
B, 2.63 0.40 0.13 17.6
52 2.63 0.40 0.13 17.6
83 2.76 0.53 0.14 2.6
B‘ 2.60 0.37 0.13 16.6
Bo 2.23 G.11 -
Suelo Estéril (C)
Cl. 2.56 0.2 6.13 15.6
c, 2.43 0.23 0.12 10.4
(N 2.68 0.48 0.13 2.9
C, 2.68 0.48 0.13 2.9
g, .20 0.1 -
AT

Los valooes cbtenidos scn medias de 3 repeticiones.
sinificatiwo p = 0.05 ¢ o = 5 57 ++

Ay Ay Ayy Ay

I,,Il.lz,ll,B.Bo

'3-' Bo v

C,,C,C, vs.C *

‘C3C1 ° 3 =Nostoc ~ormne (1)
;-m-u—am 4 =Xostoc commne (2)

C = Sin cepa.




Tabla 8.~ DETERMINACION DE NITRATOS EN SUELO EMPOBRECIDO DESPUES [E 3
SEMANAS DE HABER INCORPORADD ALGINAS ALGAS AZUL VERDES.

Cepa PD3

prm

Ansbaena cylindrica 26.6
Anabaena variahilis 28.7
Nostoc ooenmne { 1) 24.5
Nostoc osune {2) 14.6
Suelo sin Inocular Incubado. 27.0
Suelo sin Inocular no incubado 12.5

Los valores cotenidos son medias de 2 repeticiones.




Tabla 9.- PRODUCCION DE ETILENO Y FLJACION DE INI2 POR ALGUNAS CLANCFITAS.

. Etilenc Producido Fijacién de N.*
(moles/ng. de protefna/min.})

Medio de Cultivo

Anabaena cylindrica 1.83 0.61
Anabaena variabilis 1.37 0.45
Nostoc commmne (1) 1.95 0.65
Nostoc commune (2) 0.65 0.21
Suelo
Anabaena cyiindrica 1.40 0.46
Anabaena variabilis 2.11 0.71
Nostoc camame | 1) 1.11 0.37
Nostoc comame {2) 0.09 0.03

'Elfactnrt&iwdemsi&:deetilexnp:uhﬁti)yfijaci&\&nz
fuf de 3. (Tumer y Gibson, 1980).



Tabla 10.- EFECTO DEL pH Y DOS FUENTES DE FOSFORO EN EL CRECIMIENTO DE
A. filiculoides EN UN MEDIO DE CULTIVO LIBRE DE NITROGENO.

Incremento en Incremento en Incremento en

Tratamientos
volumen {ml.) peso seco (ng.) peso geco %
pH 5 0.36 14.4 72
Pésforo pH 6 0.68 27.2 136*
soluble pH 7 0.36 14.4 72
pH 8 0.18 7.2 %
pH 5 0.40 16.0 80
Foca pH 6 0.68 27.2 136*
fosfbrica ., 0.44 25.0 88
i 8 0.40 16.0 80

* Estadisticamente significativo con res-
pectc a pH 8 con un valor de p = (.05

Péaforo soluble 39 mg/l de KZE{PO4
Foca fosffrica 50 mg/l

Tabla 10a.- Efecto del pH en ia solubilizaci6n de la roca fosférica en me-
dic de cultivo, y en su asimilacidn por A. filiculoides.

Control Azolla
Tratamiento ng. de P/l ny. de P/1
M S 2.23 0.00
5 6 6.17 0.10
o 7 0.92 9.77
pit 8 0.00 0.00

Media de la Temperatura J4.5°C
Oontrol sin Azolla

Los valores obtenidos son medias de 5 reveticiones.
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Tratamientos !QD3 volGinen peso secon peso seco
(mg/1) my/1 (m1) (mg) \

Roca fosférica 50 10 0.38 15.0 75
50 0 0.60 2.4 120
e 10 6.34 14.4 72
100 0 0.46 19.6 %
150 10 0.44 17.6 88
150 0 0.36 14.8 75

=
e
b4
w
o
4

Media de la Temperatura 21.8°C
Contyol = 391:3/16:!(2890‘

Los valares obtenidos son medias de 5 repeticiones.

* Estadisticamente significativo p = 0.05
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.Tabla 14.- DETERMINACION DE NITRATOS EN SUELO EMPOBRECIDO DESPUES [E

B tem sy TLIAATMWWIRTIYL Ao
3 SEMANAS & BABER 1uCSRPORADD 22nlla,

Tratamiento NO3
P

AP M
Bl + + 4 29.2
+ + - 33.0
32 + + % 35.4
+ + = 29.2
83 + + + 2%.2
+ + = 5.4
Bo + - - 33.0
'rB - - - 27.0
Suelo empobrecido 12.5

sin Asolla v no incubado

1y 2 = Tratamiento con 2.7 y 5.4 #g. de P, O por 50 g. de sueio (50 y
100 kg./ha.) respectivamente.
1 = Tratamiento con 25 3. de roca fuef&iica por 52 5. 2c =zuelc (1000 ka, Aw.)
0 = Tratamiento sin flsfaro (P).
M = 7.87 microgramos por 50 g. de suelo (0.125 ky./Ma.).
Loz valores obtenidos son medias de 2 repeticiones.



Tabla 15.- REDUCCION DE ACETILENO Y FIJACION DE N, POR A. filiculoides.

ordici Etileno Producido Fijacifn de N

2
(moles/mg. de peso seco/min.}

En madio de
cultivo:
pH 5 0.060 0.020
pH 6 0.063 0.021
o 7 0.056 0.018
pH B 0.051 0.017
( Azolla reciantemente
oolectada) . 0.051 0.017
En Sueio Sepabrecido 0.080 0.02¢6
irundado

\hlaescalmladoumhnsealfacbmdemi&mteﬁrimde!.
{Turner y Gibeson, 1980),




Fig. 2.- Nostoc commune (1). Se aprecian céluias vegetativas
' V) y heterocistos (H).
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Fig. 3.~ Nostoc commune (2). Se aprecian células vegetativas
(V) , heterocistos (H) v esporas (E).
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Fig. 8.- Plantas de Azolla filiculnides creciendc en suelo

inurdado.

Fig. 9.- Microfotogratia mostrando dos microsporangia, los

cuales constan de cuatro massulae cada uno (4Q x).
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Fij3. 10.- Detalie de lus glochidla donae se comprueba la
ausencia de septos (100 x).
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Fig. 11.- Microsimbionte (Anabaena azollae) con neterocistos
( H) en la cavidad Jdel helecho. Se observa un "pelo
de transferencia", sitio donde ocurre el intercambic
de nutrimentos ertre ambos simbiontes.




v CONCLUSIONES
A) Estudio Microbiolégico del syele.

1} La poblaci&n de micreorganismos anonificantes, Nitroso

-

monas, desnitrificantes, fijadores de nitiSgeno de vida libre
=as
Y algas azul-verdes neterocfsticas, fué relativarente nomogé&-

nea en la 4 muestras, a excepcién de Nitrobacter SPP.-. gque
meotYedcter

presenta una diferencia significativa

2) Se observS una Correspondencia entre ia Frororcifn de

nutrimentos en el suelo Y la poblacién de algunos grupos micro-

bianos. Los valores m&s aitos 2¢ Ca en ei sueic correspondern a

la mayor poblac:6n ‘e Hi:rOSQEQEEE Spp. 7 de algas azui-verdes
heterocisticas. La maver poblacifn de desnitrif:icantes corres-
ponde al mayor contenido en nitratos Y, Contrariarcente, fyé

donde se detect§ la nencr potlacidn de f:-adores de 52 de vida

i1ibre , algas azul-verdes ceterocist:cas.
3) El nGmero de prop&gulos de algas azul-verdes POr gramo
de suelo results muy bajc, aproximadamente 10 veces menor a lo

encontrado por otros autores. Estos resultados nos permiten

considerar gue la abundancia ce cianofitas fijadoras de N2 debe
estar muy relacionada a factores ed&ficos tales Como: humedad,

materia orgénica, nitrbgeno total, nitrates, tipo de cultive

Y manejo del suelo, entre otros.

B) Algas azul-verdes.

1} Las dos cepas nativas a:sladas, identificadas c-omo Nngtan

commune 1, y (2), difierer erire sf tanto en s morfologla




de piomasa, mayur ihCoiporacion ac mat
lo y mayor capacidad para la reduccifn del acetileno, resulta-
dos que coinciden con los ensayos de invernadero en los cuales
los suelos fertilizados con esta cepa, mOStraron una maycr mi-
neralizacién del nitrégeno.

2) La desecacién del suelo disminuyd el ntmero de propigu-
los de las algas azul-verdes heterccisticas. Sin embarge, la
poblacién que permanecié viable después de la desecacifn, ra-
tifica el hecho de que estos microorganismos tienen una alta
capacidad para soportar cambios drfsticos en las condiciones
ambientales.

3) Los ensayos con la temperatura de congeiaciédn pusieron
de manifiesto la posibilidad de emplear el congelamiento como
un recursco para el almacenamiento de cepas, conservando su
viabilidad, velocidad de crecimiento sin afectar su actividad
nitrogendsica.

4) En los experimentos sobre la fertilizacién de los sue-
los.-hnbo un efecto estadfsticamente significativo en el incre-
mento de materia org&nica y nitrSgenc total en los 3 suelos
estudiados.

La respuesta mis significativa (p = 0.01) se apre-
ci8 en el suelo emnobrecido e inoculadc con la cepa Nostoc
compune (1).

La superioridad de las cepas nativas frente a las
cepas de ccleccidn, indica la necesidad de experimentar con

~rganiszcs nativcs, mejor adartacos a las condicicnes eddf:.cas,




siendc as{! mi&s alta la probabilidad de obtener una respuesta
a la fertilizaciér de los cultives de arroz.

5) Los rangos de fijacifdn de nitrégenc de Nostoc commune

{1} son aceptables, ya que caen en los valores medios citados
por otros autores.

6) La baia cantidad de propdgulos er los suelos estudiados,
asi como el efecto significative obtenido durante la inocula-
cién con cianofitas, nos permite considerar que serfa justifi-
cable y altamente oenéfico este tipo de fertilizacidn biclégi-
ca en ios suslos droatinados al cultivo del arroz en México.

7) La produccifn de protef{na, ya sea para emplearse como
forraje o para consumo humano, es otra alternativa que ofrecen

las cianofitas heterocisticas.
C} Azolla
1) Condiciones de Cultivo.

De los ensayos en invernadero, zanto en medio de
cultivo como en suelo inundadc, se concluye gue, en tedos los
capos, el crecimiento de Azolla resultd significativamente ma-
yor en suelo, siendo comparativamente la bicmasa 140% mayor

gue en el medio de cultivo.
2) Cepa de Azolla.

El estudio microsclpico de los esporocarpos permitid

la identificacifn de la especie Azolla filiculoides. Durante

el estudlo microscdwicu s¢ pudl SSZorvir vn nelc de transferen-

cia seq(n lo descrilken Zuckett €% zi., 1973 ¢ Lumpkin y
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Plucknett, 1980).

Las tasas dc fijacisn dc N, dec la cepa colectada,
resultaron mds bajas de las citadas en la Literatura, #&sto
nos permite confirmar que la actividad nitrogendsica varia
segin la cepa (Talley et al., 1981).

Resulta por lo tantc evidente la necesidad de inten-
sificar la bfisqueda y seleccién de cepas efectivas, con un
buen grado de adaptacién a las condiciones climfticas y ed&fi-
cas de ias zounas arroceras.

3} Respuesta a la aplicacién de F&sforo.

a2) Los resultados de los experimentaos realizades en

____________ 1 medio
de cultivo con 2 fuentes de f&sforo, K2 HPOQ y roca fosfbrica,
ros indican que la respuesta de Azolla fuf sigrificativamente
mayor con la roca fosffrica a una dosis de 50 mg./1.

Con ambas fuentes de fésforo, la respuesta de Azolla
fué significativa a pH 6. Particularmente, por lo que a la roca

fosférica se refiere, a pH 6 se produjo la mayor liberacifn de P.

b] En los experimentos con suelc empobrecido se encontrf
una respuesta a la aplicacién de P, ya sea que se adicione

como superfosfato o como roca fosférica.

¢) Al llevarse a cabo el anilisis de varianza, no se obser-
varon interacciones entre el f8sforo y el molibdeno en estos

sueios. ESto 1mplica que ia apiicacifn de molibdeno no tiene

un efecto significativo en el crecimiento de Azolla.



d) Se apreci$ un incremento de S-NO3 en el suelo e-pobreci-
¢on ITSpecto al suelo

do incubado vy fertilizade ~on Azolla, son rospec t

control ampobrecido no incubado.

e) No se encontrS$ una respuesta significativa on el creci-

miento de Azolla a la adicién de N-NOJ en nedio de cultivo.

4) Incorporacién de Materia Org&nica al suelo por Azolla.
a) Azolla tuvo un efecto significativo en la incorporacifn
de materia orgénica al suelo.

b) En los 3 suelos la aplicaci8n de P, en cualquiera de las

dos fuentes y dosis, dio una respuesta significativa.

c) Con la aplicacién combinada de roca fosflrica rfs molib-

Geno, s2 produls un efecto significativo en los 3 suelos.




- 9§ -

VI) RESUMEN

Se cuantificd la poblacién de bacterias del ciclo
del nitrSgeno de un suelo de cultivo rotatorio arroz-cafa de
azficar del Edo. de Morelos encontrindose que, a excepoifn del
género Nitrobacter sp., la poblacifn es estad{sticamente ho-
mogénea.

En las dos cepas aisladas, clasificadas como Nostoc
commune Vaucher, se determinaron curvas de crecimiento y se
cuantific6 la produccién de proteinas en un medio libre de ni-
trégeno, obteniéndose de 52 a 54 mg de proteina por 100 ml. en
35 dias.

Se cuantificé ia poblacifn de cianofitas en el suelo
desecado al aire y se observS el efecto de la temperatura de
congelacidén en la viabilidad de las cepas aisladas.

Los ensayos sobre la inoculacifin con cianofitas
se llevaron a cabo en tres suelos: suelo ncrmal, suelo

empobrecido y suelc estéril. Los mejores resultados se obtu-

vieron con la cepa nativa Nostoc commune (1), en el suelo em-

pobrecido en nutrimentos al obtenerse un 23.6% de incremento
de materia crgfinica y nitrégenu total; resultando al efecto de
la inoculacifn estadisticamente significativo a un valor de
p = 0.01.

La técnica de la reduccifn del acetilenc para evaluar
la actividad nitrogenisica, indica que esta misma cepa tiene
una actividad bastante aceptable: 1.95 y 1.11 nmoles de etilemo

producidc por mg. de protefna por minuto en medio de cultivo y
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suelo inundado, respectivamente. En todos los casos, se compa-

raro- los resultados con cepas de coleccién de Anabaena cylin-

drica y Anabaena variabiiis.

SimultSneamente a lo anterior, se identificé una ce-

pa de Azolla filiculoides Lamarck, colectada en Mixquic D.F.,

México, y se evalu8 su crecimiento, bajo condiciones de inver-
naderc, en medios de cultivo y en suelos inundados. La mayor
biomasa se obtuvo en suelos inundados, habiéndose estimado una
diferencia de 140% con respecto a la obtenida en medios de cul-
tivo.

Se encontrf que el pH 6 es el Sptimo para el desarro-
1lo de Azolla en medios de cultivo, ya sea que se utilice roca
fosférica o f6sforo soluble (K,HPO.). Bajo estas condicionhes
se detect& un 120% dz incremento en peso secc con ambas fuen-
tes de f&sforo. El mayor crecimiento de Azolla se encor.tré en
el suelc ermpobrecildo. La fertilizacién del nelecho con superfos-
fato triple (100 kg./ha.) permitif un incremento en su biomasa
de 204%. La adicifn de nitrégeno, en forma de nitrato lK303)
al medic de cultivo, inhibis el desarrollo de Azolla.

La fijacifn de N, por este helecho arroj6é valores
bajos, comparados con lo citado por otros autores (Lumpkin y
Dlurknatt+ . 1680) .

Se observé que hay diferencias estadisticamente sig-
nificativas en la incorporacifn de materia orgénica entre los

suelos control y aquellos fertilizados con Azolla.
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