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1) INTRODUCCION 

En los dltimos años se han acentuado tres de los más 

importantes problemas a los que se enfrenta la humanidad: 

a) La crisis energética 

b) La alimentación básica 

c) La contaminación ambiental 

El primero es un problema que afortunadamente ^11 Mé-

xico no tiene las dimensiones que alcanza en otros países. Sin 

embargo, es bien sabido que el petróleo es un recurso no reno-

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

contrar fuentes energOrírme que 1,, sUblitiluyan. 

Entre los mdltiples productos que se obtienen de los 

hidrocarburos, estén los fertilizantes químicos nitrogenados que 

son usados ampliamente en la agricultura. Estos fertilizantes 

juegan un papel fundamental en la producción mundial de ali-

mentos y constituyen un problema primordial en los países po-

bres o en vías de desarrollo. 

La producción de granos básicos en estos países, in-

cluyendo a México, debe satisfacer totalmente la demanda inter-

na. Watanabe (1978), cita que en los países en vías de desarro-

llo, el promedio de cereales producidos por unidad de área es 

de 1.5 tnn_Pla, y quo cn 112 5 tendrá que ser de 2.4 ton./ha., 

para satisfacer las necesidades alimentarias de estos países. 

Esto representaría una fertilización de 75 kg. N/ha., mientras 

que hasta ahora los nivele% de fertilización en los campos de 
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i-Jultivo, son Ue sd1Q 25 kg./ha. 

Por otra parte, en los paises desarrollados se em-

plean altas dosis de fertilizantes químicos nitrogenados para 

obtener rendimientos aceptables. Todo esto sin considerar que 

el costo de la fertilización química resulta elevada debido a 

que la fabricación de estos fertilizantes depende directamen-

te de los hidrocarburos. Por otra parte, el empleo de altas do-

sis de fertilización puede producir un desequilibrio ecológico 

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 científico a nivel mundial por abocarse con mas 

énfasis a tratar de resolver o al menos disminuir la magnitud 

de estos problemas. 

Una alternativa que se ha ido gestando desde princi-

pios de siglo es aprovechar el proceso biológico de la fijación 

UVA. LI144.1051=~ en Ir 212~Irml..~. 41.**4 righ~lArs .haa. 

solamente a ciertas bacterias y algunas algas azul-verdes icia-

nobacterias). Estas dltimas son de especial interés debido a 

que, ademas de tener la capacidad de transformar el nitrógeno 

atmosférico en nitrógeno protéico, ya sea como organismo de vi-

da libre o en forma simbiótica con algunas plantas y hongos, 

son organismos fotosíntetizadores por lo que tienen resuelto su 

abastecimiento de energía, punto vital en el proceso de la fija-

ción del 112. 

De entre las asociaciones simbióticas, la que ha des-

pertado gran interés desde el punto de vista agronómico es la 
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que constituyen Azolla-Anabaena azollae. Este helecho y su mi-

crosimbionte se han empleado en China como fertilizante bioló-

gico en los cultivos de arroz, desde hace más de 2 siglos; sin 

embargo, su aplicación agronómica y con fundamentos científicos 

es reciente. 

Entre otros países asiáticos, en China actualmente 

se fertilizan biológicamente con Azolla 1,300,000 has. y en 

Vietnam 800,000. Singh (1979) y Watanabe (1978) estimaron una 

incorporación de 840 y 460 kg. de N/ha./año, respectivamente, 

al fertilizar con Azolla. Con respecto a su importancia en la 

producción agrícola, Liu et al (1981) informan haber obtenido 

rendimientos de 12-15 ton./ha./año, de arroz, con la incorpora-

ción de Azolla a los cultivos de dicho cereal. 

Por otra parte, las algas azul-verdes de vida libre, 

representan también otra alternativa en la fertilización bioló-

gica de los cultivos de arroz, ya que la inoculación de los arro-

zales con estos microorganismos, puede contribuir con 72-144 kg. 

de i/ha./cosecha (L1, 1981), además de que pueden constituirse 

en una excelente fuente de proteína (40-50%). que puede ser usa-

da como forraje y «dm para consumo humano cuando son cultivadas 

en condiciones higiénicas. 

Son estas razones las que nos motivaron a iniciar es-

te trabajo, considerando que en nuestro país el cultivo del 

arroz es uno de los ate importantes y representa uno de los prin-

cipales cereales en la dieta de nuestro pueblo, además de que 

se cuenta en el país con los climas y condiciones favorables para 

la propagación y empleo agronómico de Azolla y de las algas azul- 

verdes. 
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II) REVISION DE LITERATURA 

A) Algas azul-verdes (cianobacterias) 

1) Características generales y Taxonomía 

La población microbiana de un suelo normalmente está 

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 

díatomeas y xantofitas o algas amarillas (Alexander, 1977). 

Las cianofitas o algas azul-verdes es el único grupo 

de algas en donde se conocen especies fijadoras de nitrógen'. 

Estos microorganismos procariotes y fotosintéticos contienen 

clorofila a, carotenos, xantofilas y las ficobilinas llamadas 

ficocianina y ficoeritrina (Stewart, 1970). La combinación de 

los pigmentos produce el color azul verdoso característico del 

grupo.  

La morfología de las azul-verdes es unicelular, colo-

nial o filamentosa. Esta dltima puede poseer 3 clases de célu-

las: heterocistos, esporas o acinetos y células veoetativas. 

Los heterocistos es el sitio donde ocurre la fija-

ción de N7, es decir, es la sede de la nitrogenasa (Dey y Witty, 

1977). Son células con pared gruesa, normalmente de mayor tama-

ño que las células vegetativas y de color amarillo verdoso. 

Las esporas o acinetos son células mis grandes, a lo 
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largo y a lo ancho, que las células vegetativas y son formas 

de resistencia a condiciones adversas del medio ambiente. 

Aunque las células vegetativas son fundamentalmente 

de función fotosintética, investigaciones recientes han demos-

trado su capacidad para la fijación de N2 , dnicamente bajo con-

diciones de microaerobiosis o anaerobiosis (Stewart, 1980 b). 

Las algas azul-verdes estén rodeadas por una envol-

tura o vaina mucilaginosa cuya composición química no es bien 

conocida. Se tiene conocimiento de que es un polisacArido muy 

complejo (Fogg et al., 1973). 

Fritsch (1945; citado por Fogg et al., 1973) hizo 

una clasificación de las algas azul-verdes o cianofitas y las 

agrupó,  en 5 ordenes: Chroococcales, Chamaesiphonales, Pleuro-

capsales, Nostocales y Stigonematales. 

Por otro lado, Stanier (1978' citado por Stewart, 

1980a) propuso que las algas azul-verdes deberían incluirse 

dentro de las bacterias y ser denominadas cianobacterias. 

Una clasificación mas reciente en los subgrupos de 

las cianofitas fue hecha por Rippka et al (1979; citado por 

Stewart, 1980a y Rippka et al., 1981a) en la cual reconoce 22 

géneros contenidos en 5 secciones, sin ninguna nomenclatura en 

particular, únicamente numeradas de la I a la V. 

2) Fisiología 

Las alga» azul-ver= 	constituyen 

junto con las proclorofitas, los 2 únicos grupos de procariotes 

fotoautótrofos (fotolitotrofos) capaces de realizar la fotosIn-- 
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tesis utilizando el agua como agente donador de electrones, li-

berando 02  (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 N2  aeróbicamente, 

las cuales obtienen su energía para la fijación del N2  por me-

dio de la energía que captan las células vegetativas en la fo-

tosíntesis (Rippka et al., 1981b; Wolk, 1981). 

a) Nutrición. 

Los elementos mayores requeridos para el desarrollo 

de las cianofitas no son diferentes a los que necesitan las 

plantas: N, P, K, Ca, Mg, Na y, por supuesto, C, H y O (Fogg, 

et al., 1973). De éstos, el nitrógeno y el carbono son obteni-

dos de la atmósfera por medio de los heterocistos y células ve-

getativas, respectivamente (Stewart, 1980b). Experimentos rea-

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

traron que el crecimiento de esta alga con nitrógeno combinado 

(403) y nitrógeno atmosférico (N2I, es prácticamente el mismo 

con ambas fuentes de nitrógeno. Kratz y Myers (1955) señalan 

que el amonio, el nitrato y la urea sirven como fuente de nitró-

geno para Anabaena y Nostoc. 

Segón Fogg et al (1973), la forma els recomendable en 

el suministro de fósforo es en forma de fosfato dibásico a una 

concentración de Els de 0.05%. Este compuesto es preferido dado 

que actea como amortiguador alrededor de pa 7.5. 

El requerimiento de sodio y potasio fue establecido 
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por Kratz y Myers (1955) informando que los niveles óptimos 

A^ 1. y )C, r r i 	rouna.rtivamonte. 

Allen y Arnon (1955) señalan que el calcio es nece-

sario para el desarrollo de las cianófitas y recomiendan una 

dosis de 20 p.p.m. El magnesio es un componente de la clorofi-

la y por lo tanto es un elemento esencial para estos microor-

ganismos, recomendándose una dosis de 20 p.p.m. (Fogg et al, 

1973). 

El hierro es un constituyente de compuestos tales 

como citocromos, ferredoxinas y nitrogenasa, y generalmente es 

adicionado a los medies de cultivo como compleju 	y 

sea como citrato, EDTA, etc., para mantenerlo soluble en condi-

ciones de ,i-nlinidad. 

El molibdeno es un elemento esencial para cualquier 

microorganismo fijador de N2, ya que es un componente de la 

nitrogenasa, por lo que es necesario adicionarlo a los medios 

de cultivo. Kratz y Nyers (1955), Allen y Arnon (1955), Fogg 

etal (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 Y2' respectivamente. 

Para un buen crecimiento de las cianofitas, es nece-

sario agregar al medio de cultive trazas de los siguientes ele-

mentos: boro, manganeso, cobre, zinc y cobalto. Pogg et al 

(1973) recomienda una concentración de 0.1 p.p.m. de Boro. El 

cobalto es necesario en cantidades de 0.4 microgramos/1. 
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Existen informes de que el burbujeo con aire y aire 

con CO2 al 5% estimulan el crecimiento de lan algas azul-verdes 

(Venkataraman, 1969; Fogg et al., 1973; Stewart, 1980a). 

Se han desarrollado varias fórmulas para el cultivo 

de las cianofitas, entre otros, los más 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, con ligeras modificaciones hechas por Allen 

y Stanier (1968), siendo este dltimo medio de cultivo de los 

més empleados para el aislamiento y 	de si...11.41132 

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

y Roger, 1977: 1.11perin et al., 1977; Rippka et al., 1981b). 

b) pa. 

La concentración de iones hidrógeno es un factor muy 

importante, el cual afecta directamente la fisiología de las 

cianofitas. 

Los autores coinciden en que el rango de pH en el 

cual las algas azul-verdes pueden crecer es muy grande, pero el 

óptimo se encuentra en condiciones neutras o ligeramente alca-

linas, esto es entre 7.0-8.5 (Mishustin y Shilinikova, 1971; 

Fogg et al., 1973; Stewart 1977). 

Hay infar--s tic que aún en rangos de pa acido* (6.0) 

y alcalinas (9.0) existe desarrollo de algas azul-verdes (Kratz 

y ayer*, 1955). Sin embargo, el efecto de pH en el crecimiento 

no es sólo debido a la interacción entre la concentración de 

iones hidrógeno y el metabolismo celular, sino también a la in- 
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teraccift entre iones hidrógeno y el medio de cultivo. El 

equilibrio; 

CO2 	+ H20.1=2=82CO 	+ HC0.0213+  + CO- 
3  

es afectado, así como también la solubilidad de muchos compues-

tos de metales pesados, que en los medios de cultivo tienden a 

precipitar en forma de hidróxidos bajo condiciones alcalinas 

(Fogg et al., 1973). 

c) Temperatura. 

Las algas azul-verdes tienen rangos de temperatura 

muy amplios, pero en general, la mayoría de ellas crece mejor 

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 cía - 

nofitas, y determinan que a una temperatura de 35*C se evita 

el desarrollo de algas eucariotes. Sin embargo, recientemente 

Rippka et al (1981b) mencionan que un gran ndmero 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 están de acuerdo 

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

~1^~4~ ^ A. 15~4~210.4m41~~ niar211 lar nlannfif.»* ri.•••••• MEM 	 ••• /HM 	.W.••••.~ 

Por otro lado, Alexander (1975) informa que ciertas 

especies de cianofitas fijan 112  a temperaturas tan bajas como 

-5*C, ami 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-

mofílicas). 

Xratz 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-

gelación, encontró que después de someter a Nostoc elli2sosporum 

durante 30 minutos a -18°C, observó destrucción de células ve-

getativas, permaneciendo Ilnicamente heterocistos y esporas; aun-

que después de 4-6 días, observó que éstos desarrollaron peque-

ños filamentos. 

d) Luz. 

Varios autores coinciden en que la intensidad lumi-

nosa óptima para el cultivo de las algas azul-verdes, depende 

de varios factores tales como densidad de cultivo, concentra-

ción de CO2" el diseño 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, señalando también 

que, a bajas intensiaaaes luminosas o iluminación intermitente 

(16 horas luz y 8 de obscuridad), es como se mantienen mejor 

los cultivos. Sin embargo, Allen y Arnon (1955), demostraron 

que con adecuadas dosis de CO2, nutrímentos minerales y adn con 



nitrógeno atmosférico (como ani ___ca fuente de elcte .1e.ente), 

bajo una intensidad luminosa de 16,000 lux, obtuvieron un cre-

cimiento de A. cylindrica ligeramente mayor que cuando la fuen-

te de nitrógeno fu4 el nitrato. También encontraron que la luz 

intermitente comparada con luz continua, no produjo diferencias 

en el crecimiento. 

el Desecación. 

Las algas azul-verdes tienen una gran capacidad para 

soportar la desecación. La humedad que poseen es, probablemente, 

uno de los factores más importantes que determinan su actividad 

nitrogenásica. 

Fogq et al (1971)y Stewart (1977) señalan que en re-

giones áridas, existe poca población de cianofitas, pero cuando 

llueve en tales regiones se desarrolla un vigoroso crecimiento 

de estos microorganismos. Prueba de ésto es lo que sucede en 

los desiertos de Arizona. También en regiones tropicales y sub-

tropicales Singh (1950; citado por Fogg et al., 1973) llevó a 

cabo experimentos en suelos alcalinos e infértiles, cercando su-

perficies del suelo con amontonamiento del mismo a manera de 

bordo y dejó que se inundaran en la época de lluvias, esto con-

dujo a la acumulación del agua que permitió el desarrollo de al-

gas azul-verdes fijadoras de 112, con el consecuente mejoramien-

to de estos suelos transformándose en suelos fértiles. 

Segón Stewart (1977), uno de los factores mas impor-

tantes para soportar la desecación consiste en que la mayoría 

de las algas fijadoras de N2, producen un abundante y grueso 
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mucílago que impide la pérdida drástica de agua. 

Fogg et al (1973) señalan 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 irrigación. 

Witty (1979) menciona que en un experimento realizado 

en un suelo inoculado con cianofitas, la actividad nitrogenási-

ca se pierde después de 2 días de desecación al 41, sí- recupe-

rarse esta actividad después de volver a humedecerse. Sin em-

bargo, en experimentos llevados a cato en medios de cultivo, 

Rodger. (1977) demostró que aún después de 7 días de desecación 

a menos de 10% de humedad, todavía encontró actividad nitroge-

nlsica después de haber humedecido los cultivos de Mostoc mus 

C0111111. 

3) Ecología 

Las algas azul-verdes tienen una distribución coso-

palita. Se les puede encontrar en regiones polares (Alexander, 

1975), en regiones templadas (Granhall, 1975), es regiones tro-

picales (Venkataraaan, 1975) e inclusive en desiertos (Shiebls 

y Durrel, 1964). 

Se le ha dado mayor atención a la ecología de las cia-

nofitas en los cultivos de arroz por la importancia que éstas 

representan en los sembradíos de ese cereal. Venkataraman (1975) 

menciona que en la India la distribución de cianofitas varía de 

4 al 804, dependiendo de las características de los suelos y de 

las condiciones climáticas. De 2213 muestras de suelo el 334 
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presentaron cianofitas fijadoras de nitrógeno, siendo Aulosira 

f...r.‹Iimnirkl y especies de Nostoc, algunas de las más abundan- 

tes. 

En Egipto, El-Nawamy y Ramdi (1975) informan que los 

géneros »As comunes en loa cultivos de arroz son Calothrix y 

Anabaena y concluyen que una amplia variedad de algas azul-ver-

des, incluyendo aquellas fijadoras de N2, se desarrollan en 

suelos de Egipto. 

",4 ten  Informes de su amplia distribución. en países 

como Japón, Filipinas, Italia, Unión Soviética y Estados Unidos 

(Fogg et al., 1973), pero han sido desde el punto de vista cua-

litativo. 

Los escasos trabajos publicados con respecto a la po-

blación de estos microorganismos indican variaciones. Roger y 

Reynaud (1977) y Fong y Shen (1981) mencionan que la población 

total de algas en un cultivo de arroz varía 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 partícula, las algas azul-verdes son las 

dominantes. Los primeros autores señalan que variando las con-

diciones del cultivo tales como humedad, fertilización y la den-

sidad de cultivo, la flora de algas del suelo de arrozal varia. 

abui-m  et al ugel) círwr! 	pn suelos con OR neutro 

y con alta humedad, detectaron el mayor Melero de cianofitas 

(31,000/g. de suelo); por otra parte, en suelos con pE ligera- 
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liante Icidcy cen 	hu~ami. nhgervaron el menor valor 

(2,120/g. de de suelo). Roger y Reynaud (1976) estimaron 15,600 

czp 4.• 	2 4 de  atiplo seco. Catlino et al (1981) encontraron 

9,800 unidades/ml. en el tirante de agua de un 1:iiitiVG de 

arroz. 

En general, los factores que gobiernan el desarrollo 

y la ecología de las cianofitas en suelos son muy variados; 

entre otros, los más importantes son: humedad, nutrimentos, 

temperatura, pH e intensidad luminosa (Fogg et al., 1973). 

Otro factor importante, pero poco investigado, son 

las interacciones que existen entre bacterias y algas, dado 

que las bacterias pueden utilizar y modificar muchos de los com-

puestos orgánicos que son excretados o liberados por las algas, 

así como también pueden alterar las tasas de fijación de N2  y 

la fisiología de las mismas (Witty, 1974). Bunt (1960; citado 

por Witty, 1974) notó que la bacteria, no fijadora de N2, Cau10-

bacter viviendo dentro del mucilago de Anabaena sp. casi dupli-

có la tasa de fijación de N2. 

También se cree que las bacterias pueden proveer de 

002 a las algas, estimulando su desarrollo (Witty, 1974). 

4) Aislamiento 

Los métodos para el aislamiento de las algas azul-ver-

des estén basados en los métodos clásicos usados en Bacteriolo-

gía. El método de aislamiento directo en medio sólido, no tuvo 

los resultados esperados, dado que, segdn Venkataraman (1969), 

se requiere de un mayor tiempo de incubación lo cual significa 



un =ion(' ap rontaminaciAn para los cultivos. Gerloff et al 

(1950) usando la misma técnica, encontraron que 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 aplicación a microescala 

de los principios de Darwin de la selección natural (Venkataraman, 

1969). El mismo autor señala que los 2 factores más importantes 

en la preparación de un medio de enriquecualento 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 

más inadecuadas posibles para el crecimiento de otros microor-

ganismos. 

Para estimular selectivamente el crecimiento de las 

algas azul-verdes, se pueden utilizar muchos cultivos selectos 

(ver sección la). Estos incluyen ajuste del .,ti a  1lgATA14141te 

alcalino, incubación de los cultivos a 35'C (Alien y 

1968) y, en el caso de las fijadoras de N 2, usar medios libres 

de nitrógeno (Fogg et al., 1973; Reynaud y Roger, 1976; Alíen y 

Stanier, 1968). Otros autores mencionan el empleo de antibióti-

cos para el aislamiento de las algas azul-verdes, tales como 

la ciclohexamida (Reynaud y Roger, 1976). También es muy común 

el empleo de micromanipuladores, conjuntamente con resiembras 

sucesivas en medios líquidos y sólidos (Alíen, 1973), así como 

el método de las diluciones en placa o tubo (Venkatareman, 1969; 

Allen y Stanier, 1968). 
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5) Fijación de Nitrógeno 

La fijación de nitrógeno molecular por las algas 

azul-verdes fué primeramente notada por Frdnk (1889), quien 

observó un incremento de riltrAgonn ore pl coldaln ArinAdi hab.h.n  

crecido algas azul-verdes. Esta observación fue considerada 

también por Beijerinck (1901), pero los resultados experimen-

tales fueron cuestionados por no tratarse de cultivos libres 

de bacterias. No fue hasta 1914 cuando Pringsheim obtuvo los 

primeros cultivos axénicos, pero no pudo demostrar la acumu-

lación de nitrógeno. En 1928, Drewes demostró que las algas 

azul-verdes asimilaban el nitrógeno atmosférico. Posteriormen-

te De y Suleiman (1950) y De y Manda' (1956), confirmaron lo 

establecido anteriormente. 

La técnica del Kjeldahl fue la primera utilizada para 

demostrar la acumulación de nitrógeno (De, 1939; De y Suleiman, 

1950). La utilización de nitrógeno marcado (15N2) confirmó la 

teoría (Stewart et al., 1975; Renaut et al., 1975; Stewart 1980a) 

y recientemente la técnica de la reducción del acetileno 

(Endgers, 1977; Witty, 1979; Jones, 1981) facilitó y mejoró la 

sensibilidad en las determinaciones de fijación de 112. Sin em-

bargo, estudios más recientes han demostrado que la producción 

de etileno y la reducción de nitrógeno atmosférico no es pro- 

porcional (Movie*, 1981: Stewart, 19Wha: 	loel;  

Buresh et al., 1980). Es por esto que los autores anteriores 
recomdenden el empleo de nitrógeno marcado 

15E2 uumo estándar 

cuando se usa la técnica de la reducción del acetileno. Se han 
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encontrado factores de conversión muy variables, dependiendo 

de las condiciones a las que se realice la determinación aun-

que, en general, se acepta el factor teórico de 3 moles de 

etileno producido por 1 mol de nitrógeno reducido (Fong y Shen, 

1981). 

Los valores obtenidos con la técnica de la reducción 

del acetileno varían segdn el autor. Granhall (1975) obtuvo 

rangos de producción de etileno que varían de 0.22-3.87 nmoles/ 

mg. de protéina/min. Li Shan-hao (1981) informa que, en general, 

los rangos de producción de etileno oscilan entre 1.3 y 3.8 

naoles/mg. de peso seco/min., sin embargo el mismo autor ha 

encontrado cepas excepcionales que han llegado a producir has-

ta 5.8 nmoles de etileno/mg. de peso seco/min. 

6) Importancia Agronómica 

La fijación de nitrógeno atmosférico por los microor-

ganismos del suelo constituye una manera natural de abastecer 

al suelo con nitrógeno combinado, y ésta ha probado ser de gran 

utilidad para las plantas de cultivo. La principal importancia 

agrícola y ecológica de las algas azul-verdes depende de la ha-

bilidad de ciertas especies de llevar a cabo simultáneamente, 

la fotosíntesis y la fijación de nitrógeno. De esta manera, estas 

algas sirven como excelente fuente de nitrógeno y carbono al uti-

lizar la energía solar y poder producir materia orgánica ea el 

suelo, contribuyendo ademas con considerables cantidades de ni-

trógeno 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 demostró que el nitrógeno requerido para las co-

sechas de arroz, las cuales fueron obtenidas año con año sin 

la adición de ningún fertilizante, fué derivado de las algas 

que crecieron durante el cultivo del cereal. 

El beneficio exacto de la utilización de las algas 

parece ser dependiente del tipo del suelo, la composición quí-

mica del mismo, el agua y fertilizante usado, así caso de las 

especies de algas y el clima (Mishutin y Shil'nikova, 1971). 

De y Mandal (1956) estimaron que la incorporación de 

nitrógeno por el uso de cianofitas, en un suelo no fertilizado, 

varía de 16.7 a 53.7 kg. N/ha. Sin embargo, estos mismos auto-

res encontraron que con la adición de fósforo, la cantidad de 

nitrógeno aumentó a 48.8-69.0 kg. N/ha. y observaron además que 

la fijación puede ser estimulada aún más con la adición de pe-

queñas cantidades de molibdeno, con lo cual estimaron 77 kg. 

W/ha. 

De y Sulaiman (1950) demostraron que los valores de 

fijación de nitrógeno son mayores en presencia del arroz que 

en su ausencia. Consideran que esto es debido a la utilización 

del CO2 
producido por las raíces de las plantas de arroz. 

Mac Rae y Castro (1967) usando nitrógeno marcado 

1Sn  2 encontraron una fijación de 10-55 kg. de W/ha./año, aun-

que también cuantificaron el nitrógeno fijado por bacterias que 

también reducen el nitrógeno molecular. 

Long y Shen (1981) empleando la reducción del aceti-

leno y utilizando el factor de conversión de 3;1 estimaron una 
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incorporación de 0.15-0.22 kg. de N/ha./dia en suelos no ferti-

lizados con nitrógeno y de 0.104 kg. de Wha./dia en suelos 

fertilizados con nitrógeno. 

El consenso general es que de 7 a 75 kg. de N/haJaho 

pueden ser fijados por las cianobacterias de vida libre (Stewart, 

1980a). 

Venkataraman y Goyal (1968) informen que con la apli-

cación de algas azul-verdes al suelo, se han logrado incremen-

tos de 15S en el rendimiento del grano. Gupta y Shukla (1967) 

mencionan incrementos en el nitrógeno total y contenido de pro-

teínas como resultado de la fertilización con cianofitas. 

Investigaciones recientes (Li, 1981) estiman que con 

estos microorganismos se logra una incorporación de nitrógeno 

equivalente a la adición de 72-144 kg./ha. de sulfato de amonio, 

indicando también que, en promedio, hubo un 10-201 de incremen-

to en el rendimiento del grano, ademés 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 inoculación 

con estos microorganismos es mayor cuando el nitrógeno es el 

dnico nutrimento limitante (Venkataraman, 1975). Sin embargo, 

Goyal y Venkataraman (1970) encontraron respuesta a la fertili-

zación con cianofitas din con altos niveles de sulfato de emp-

alo (100 kg./ha.), en el rendimiento del grano de arroz, así 

como también ea 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 kg. N por ha. como fertilizante químico. no afecta el 

crecimiento de las algas, pero menciona que una cantidad ma- 

yor de nitrógeno si retarda su crecimiento. 

Según Gupta y Shukla (1967) la fijación del nitróge- 

no no es la ónice razón para el empleo de las cianofitas en 

los cultivos de arroz, sino también por la producción de otros 

factores de crecimiento por estos microorganismos, como son las 

auxinas y giberelinas, dado que se han encontrado Incrementos 

en la producción de arroz adn en presencia de altos niveles de 

fertilizante nitrogenado, suficientes como para suprimir la fi- 

jación biológica del nitrógeno. 

Entre otros autores, Watanabe (1973) menciona que el 

pH del suelo juega un papel fundamental en el desarrollo de las 

cianofitas y recomienda que en suelos con pía *ciclo, se agregue 

carbonato del calcio para levantar el pH a ligeramente alcalino. 

7) Otros aspectos de importancia 

Otra aplicación de la cianofitas es la que señala 

Steuert (1980a) en el sentido de que pueden servir como alimen- 

to para peces herbívoros, y si éstos son desarrollados conjunta- 

mente con el arroz, su excremento puede servir como fuente de ni- 

trógeno para el cultivo. 

Por otra parte, .1 (vol') Wang -` imibromnnIn que ostoc 

flagmlliforme es conocida por su delicioso sabor en los platillos 

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

mexicanos ingerían el 'cocolin' y que se consumía en mercados 



- 21 - 

de la ciudad de México. La misma autora revela que el "cocolin" 

actualmente está compuesto principalmente por Phormídiuw tenue 

y Chroococcus turgdus, y no descarta la posibilidad de que 

Spirulina maxima también haya sido utilizada como alimento hu-

mano. Por ultimo, cita que el "amomoxtler  también era consumi-

do, el cual está constituido por Nostoc commune Vaucher. 

B) Atolla 

Atolla es un helecho acuático pequeño que se encuen-

tra distribuido en todo el mundo, flotando en la superficie de 

estanques, charcos, canales, acequias, lagos y cultivos de arroz, 

A (Menrft, dando la apaLleñzLa 	un- 	^ 

1969). 

1) Taxonomía 

El nombre del género Atolla proviene de los vocablos 

griegos Azo (seco) y ollyo (muerto), sugiriendo que el helecho 

muere en la época de la sequía. En 1783 Lamarck estableció el 

género Molla, perteneciente a la familia Azollaceae C. Chr. 

(more, 1969; Luapkin y Plucknett, 1980). 

El género Molla está dividido en 2 subgéneros: 

Euazolla con cuatro especies y Rhizosperma con dos especies. 

Elia2,0i ia 

A. filiculoides (Lamarck) 

A. caroliniana  

A. mexicana 	(Pres1.) 

A. microphylla (Kaulfuss) 

 

    



- 44. 

Rhizosperma 
A. pinnata (R. Browm) 

A. nilotica (De Caisne) 

 

    

Azolla tiene dos formas de reproducción: asexual o 

vegetativa y sexual. Para la identificación de las especies 

es necesario que el helecho se encuentre en su etapa de repro-

ducción sexual. 

Una característica útil para la distinción entre los 

subgéneros es la localización y presencia de los glochidios 

(Fig. 10) en los massulae (Konar y Kapoor, 1972; citado por 

Lumpkin y Plucknett, 1980). 

y e espacien de Euazolla tienen los glochidios en to- 

da la capa externa de la superficie de los massulae, a diferen-

cia del subgénero Rhizosperma, que los contiene en la capa inte- 

rior, es..r411110ka •••• cAftn de A. oinnata, o bien carece de ellos (A. 

     

niiotica). 

2) Morfología 

El cuerpo vegetativo de Azolla es de forma triangular 

o poligonal (Fig. O). Las especies miden de 1-2.5 ca. de diáme-

tro y la especie más grande (A. nilotica), que según Petera et 

al (1961) es atípica, llega a medir hasta 15 cm. o más. Está 

constituido por frondes que se van alternando lateralmente en 

la reproducción vegetativa y en el punto de unión de las fron-

das existe una incisión que es importante para el buen funcio-

namiento de aquella. 

Las frondas consisten de ho-las y cada hoja está for- 



suda por un lóbulo dors.11 aéree. fpnem:3, que contiene clorofila 

y un lóbulo ventral flotante transparente que es un poco más 

grande y sin clorofila. En el lóbulo dorsal existe una nicroca-

vidad ovoide que está en contacto con la atmósfera y en donde 

se encuentra el microsimbionte (Anabaena azollae), adeuda de 

unas estructuras denominadas pelos de transferencia (Fig. 11), 

de los cuales posteriormente se explicará su función en la aso-

ciación (Duckett et al., 1975). 

Se observan raíces colgando en el agua y miden de 

1.5-15 ca. de largo segdn la especie. Estas están cubiertas por 

pelos radiculares (Lumpkin y Plucknett, 1990). 

3) Reproducción 

Azolla posee dos formas de reproducción: vegetativa 

o asexual y sexual. La primera es la más frecuente en la natu-

raleza y la segunda es =1s rara, empleia e implica el desarro-

llo de los órganos reproductores (esporocarpos). Estos son de 

dos tipos y se agrupan en pares en el lóbulo ventral de las 

frondas iniciales; los microsporocarpos de forma globular y 

los megaesporocarpos más pequeños y ovoides. Loe primeros son 

los órganos sexuales masculinos y los segundos los femeninos. 

Dentro de los ■icroesporocarpos se aprecian timas es-

tructuras denominadas microesporangios, que al madurar produ-

cen las sicroesporas y se dividen en corpdsculos alveolares 

llamados massulae (fig. 9) que ~da Godfrey et al (1941) y 

Correll y Correll (1972), en A. filiculoides  el memoro de és-

tos oscila entre 4-6. Unidos a los massulare se aprecian los 
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glochidia que pueden ser septados, como en el caso de A. mexi- 

cama, carecer de loa septos ^ p. 
ay 

 

  

    

ramente septados, y en tal caso, únicamente cerca de la punta 

como en A. filiculoides (Godfrey et al., 1961; Correl y Cottell, 

1972). 

Por otro lado, en el megasporocarpo existe sello un 

megasporangio y una sola megaspora se desarrolla para poste-

riormente dividirse y formar un protalo. 

Una vez que han caído al fondo del agua los microes-

porocarpos y la megaspora, se convierten en protalo masculino 

y femenino respectivamente, después de un periodo de latencia. 

Posteriormente, los anterozoides son liberados para fertilizar 

la oosfera y producir el embrión, el cual flota sobre la super-

ficie del agua (esporofito). 

En regiones templadas y bajo condiciones artificiales 

A. filiculoides desarrolla esporocarpos en el verano (Talley 

et al., 1977; Matanabe, 1978; Lumpkin y Plucknett, 1980), y A. 

?innata los desarrolla en invierno (Luapkin 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 recombínación sexual ar-

tificial. 

Sin embargo, investigaciones recientes (Liu, 1981) 

señalan que en la Mepóblica Popular de China han logrado la 

germinación de las esporas en 10 días a una temperatura de 
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21*C o en 7 días a 25"C, tudadndo ditededor de 30 días 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, además señala también que la formación de los 

esporocarpos retarda el crecimiento vegetativo de las frondas. 

4) Simbiosis 

En 1873 Strasburger describió la presencia de una 

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

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

1969). Los tazónomos la colocaron en la división Cyanophyta, 

orden Nostocales, familia Nostocaceae (Lumpkin y Plucknett, 

1980). 

Desde 1913 Oes sugirió que el microsimbionte es ca-

paz de fijar nitrógeno atmosférico. 

Anabaena azollae consta de 3 tipos de células: cé-

lulas vegetativas (sitio primario de la fotosíntesis; Lumpkin 

y Plucknett, 1980; Stewart, 1980b); heterocistos (sitio de fi-

jación del nitrógeno; Fogg et al., 1973; Wolk, 1981) y esporas 

o acinetos (células vegetativas de mayor tamaño y pared más 

gruesa): aunque ciertos autores no han encontrado esporas en 

Azolla (81.11, 1977). 

Hill (1977) midió el tamaño de las células vegeta-

tivas en A. filiculoides y encontró dimensiones que van de 

4-6 micras de diámetro por 6-12.5 de largo. Lumpkin y Plucknett 
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(1980) encontraron un diámetro de 5 micras de largo por 9 de 

largo en células vegetativas y de 7 micras Je diámetro por 11 

de largo en los heterocistos. 

La asociación comienza desde que se inicia el ciclo 

reproductivo de Azolla. Los acinetos o esporas de A. azollae  

están presentes desde que se inicia el desarrollo del indusio. 

Cuando una espora del alga germina, ésta se divide y 

c`ors los hünsuyimiod, que son filamentos jovenes y ~tus. 

Posteriormente, cuando el helecho va desarrollándose vegetati-

vamente, las células del microsimbionte van colonizando las 

clivlaáaá tic lab rhiquienies inundas. Durante las primeras eta-

pas del desarrollo algal no se observan heterocistos. Hill 

(1977) considera que la función de estos filamentos y células 

es generativa y posteriormente algunas de ellas se convierten 

en heterocistos, los cuales empiezan a fijar N2. 

Hill (1975) menciona que el flamero de heterocistos 

varia de cerca de cero en los filamentos del ápice de las 

frondas a 29-33 porciento en la décima quinta fronda; pero des-

pués de la vigésima, los heterccistos empiezan a envejecer. 

Singh (1979) cita que esta frecuencia de heterocistos 

varía linealmente del ápice de la fronda (9.51), a la décima 

fronda (25%). 

Uill (1977) ,..4.114A 	de 044,mbiAl.  a. 	 A, 
-2 -- 

fronda, alcanzando la máxima cerca de la décima segunda fronda 

y declinando entre la vigésima y vigésima cuarta. 

Petera (1975; citado por Lumpkin y Plucknett, 1980) 

evaluó cualitativa y cuantitativamente el promedio de células 
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de A. azollae como sigue: 23.1% de heterocistos: 60.9% de cé-

lulas vegetativas y 16% de esporas o arinetcs. Deckilly (1976) 

y Singh (1977) mencionan una frecuencia de heterocistos de 

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

la frecuencia (1v h~T-orie,s--s en una aiya de vida libre como 

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

En la cavidad donde se establece el microsimbionte 

y recubierto éste por una envoltura de composición química 

desconocida, también encontidmos unas estructuras llamadas 

'pelos de transferencia", que pueden ser simples o ramificados 

(Petera, 1981; Peters et al., 1981). Estudios fisiológicos ha-

cen 

 

pensar que los pelos de transferencia (Fig. 11) son los 

órganos de intercambio entre el macro y microsimbionte (Watanabe, 

1978; Peters et al., 1981). Duckett et al (1975) sugieren que 

la principal función de los pelos de transferencia es la absor-

ción de nitrógeno 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. 

Bottosley, 1920 (citado por Lumpkin y Plucknett, 

1980) informó haber aislado Pseudomonas y  Azotobacter de la 

cavidad; sin embargo, Peters y Maynef1974b) ensayaron la re-

ducción del acetileno Pvl cultivos da bawLerias aisladas de la 

cavidad y no encontraron conversión a etileno. Aunque no en 

condiciones anéxicas, los mismos autores al someter las frondas 

del helecho libres del microsimbionte al mismo procedimiento, 
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tampoco obtuvieron reducción del acetileno. 

Se han hecho experimentos con el fin de separar a 

la planta del microsimbionte por diversos métodos basadus 

variación de las condiciones ambientales como bajas temperatu-

ras y deficiencias nutricionales. En 1958 Nickell (citado por 

Lumpkin y Plucknett, 1980) inició el uso du antibióticos; pos-

teriormente Peters y Mayne (1974a) emplearon la misma técnica 

con la cual obtuvieron buenos resultados. Hill (1975) logró 

separarlos primero con un tratamiento a baja intensidad lumi-

nosa (1250 lux) y posteriormente con alta intensidad luminosa 

(10,000 lux). 

El helecho libre del alga luce más compacto, tiende 

a tener más raíces y requiere de nitrógeno combinado para su 

crecimiento (Hill, 1975). 

Numerosos autores han publicado haber obtenido el 

desarrollo del mícrosimbionte en cultivos aislados; Becking, 

1976 (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 que no han podido lograrlo, ar-

gumentando que se pudo haber tratado de algar' contaminante 

epifftico, además se basan en que el aislamiento debe seguir 

los postulados de Koch (Hill, 1975; Singh, 1977; Stevart, 1980a). 

Por otra parte, se ha tratado de recombinar el alga 

aislada con el helecho libre del alga, pero no se ha logrado 

(8ortels: 1940; Huneke, 1933; citados por Lumpkin y Plucknett, 

1980). Sin embargo, investigaciones recientes en China (Li, 
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1981b) consideran que tal recombinación o 'reinfección" ha si-

do obtenida. 

En la naturaleza se ha encontrado el helecho libre 

del alga pero ésto ha sido muy raro (Hill, 1977). 

Sintetizando, la característica más sobresaliente 

de Atolla, es su relación simbiótica con el alga fijadora de 

N2, A. azollae en la cual el helecho provee nutrientes y una 

cavidad protectora en cada fronda y a cambio el simbionte le 

proporciona nitrógeno atmosférico fijado y posiblemente otras 

substancias promotoras del crecimiento (Lumpkin y Plucknett, 

1980). 

5) Fisiología 

a) Requerimientos Nutricionales 

n__11_ puede  ser cultivada en medios artificiales 

libres de nitrógeno, por lo que algunos autores han desarrolla-

do fórmulas para su crecimiento. Muchos usan diluciones de los 

medios de Knop, Hoagland 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, sólo que adicionan doble concentra-

ción de tdstoro (2() p.p.m.) y triple concentración de molibde- 

no. También se ha demostrado que, entre otros elementos, requie-

re de sodio, manganeso (Olsen, 19721; cobaltu (Johason et al., 

1966) y molibdeno, este ultimo indispensable para la fijación 

del 112 
(Bortels, 1940; Johnson, 1966 y Olsen, 1972 son citados 

por Lumpkin y Plucknett, 1980). 
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p, 	limitAntp nutricional en el crecimiento 

de Azolla es el fósforo, 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 fósforo se manifiesta principalmente por cambios en el color 

de la planta de verde a rojizo y desarrollando raíces rizadas 

(Minore, 1969; Lumpkin y Plucknett, 1980). 

La concentración mínima óptima de fósfozu para un 

buen desarrollo de Azolla parece ser que depende de la especie 

y cepa. Olsen (1972; citado por Lumpkin y Plucknett, 1980) in-

forma que A. caroliniana creció bien en un lago con una concen-

tración de 1.1 mg./1. de fósforo. Talley et al (1981) mencionan 

que la dosis de fósforo en donde observaron mayor fijación de 

N2  y desarrollo de A filiculoides  fué de 0.8 mg/1., encontran-

do también diferencias entre cepas de A. filiculoides. Watanabe 

(1978) recomienda que, a una concentración mayor de 0.1 mg/l. 

de P
2  05  . A. Einnata puede tener un buen desarrollo. Este inves-

tigador  cita, además, que la roca fosfórica no es efectiva co-

mo fuente de fósforo para el cultivo de Azolla, recomendando 

el uso del superfosfato (P2O5). 

El calcio es otro nutrimento necesario para su cre-

cimiento. Watanabe ( 1978) y Singh (1979) coinciden en que su 

deficiencia da lugar a frondas más yequiañas y a unz colcrar.íAn 

más rojiza que la que se presenta por deficiencia de fósforo. 

El segundo autor recomienda una dosis de 2.0 mM/1. de calcio 

para un óptimo crecimiento. 

El hierro es otro e:emenzo necesario para 5L. üC- 
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rrollo. El helecho se torna clor6Lieo (amarillo) cuando 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 ácidos (4-6) el idn 

es soluble, siendo en este caso necesario balancearlo con cal-

cio para evitar un exceso de absorción de este elemento y por 

tanto producir toxicidad (Lumpkin y Plucknett, 1980). Watanabe 

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

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 óptima a 27.5°C. 

Singh (1979) indica que A. pinnata crece bien a una 

temperatura de agua de 14-35°C, siendo su desarrollo óptimo a 

20-30°C. Ashton y Walmsley (1976) señalan una temperatura óp-

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

nabe (1977, 1976) menciona que A. pinnata muere cuando el pro-

medio de temperatura excede los 31°C y, por último. Moore (1969) 

cita que Karamyshev (1957) prirnntreS gpn 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 Azoila puede subze---  es muy 

amplio (3.5-10.0); siendo su óptimo entre 4.5-1.0 (Moore, 

1969; Watanabe, 1978; Lumpkin y Plucknett, 1980). Ashton y 

Walmsley (1976) encontraron que 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 máximo desarrollo de Azolla; apreciando también 

una relación inversa entre el pH y la temperatura para la re-

ducción de nitratos y la fijación de N2. La reducción de nitra-

tos fué óptima a pH 4.5 y a 30°C, mientras que la fijación de 

N
2 

lo fué a pH 6 y a 20°C. 

d) Intensidad Luminosa 

Los trabajos realizados sobre la intensidad luminosa 

óptima para Molla también difieren segdn el autor. Ahmad (1941; 

citado por Lumpkin y Plucknett, 1980) encontró un máximo desa-

rrollo en un rango de 500-2,000 lux. Ashton (1974; citado por 

Lumpkin y Plucknett, 1980) informa un máximo crecimiento rela-

tivo y actividad nitrogenásica al 50% de luz solar (40-57.5 

klux) en A. filiculoides. Petera et al (1976) citan que la fi-

jación de CO2  se satura a 8,000 lux y la fijación de N2  a 

5,000 lux en A. caroliníana. Watanabe (1978) señala un máximo 

~arrollo de A. oinnata a 40,000 lux y Tung y Shen (1980) in-

dican que a 50# de luz solar hay una mayor fijación de N2. 

Estudios realizados en China concluyen que a 25,000 

lux se presenta el máximu uuntenida 
	tnfall 14.14t), 
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mientras que a 47,000 lux, el crecimiento y la fijación de K2

alcanzan su máximo. También mencionan que A. pinnata puede 

soportar intensidades de 3,500-120,000 lux, recomendándose un 

rango de 20,000-40,000 lux, puesto que a estos niveles el conte-

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

e) Salinidad 

Considerando que el crecimiento de Azolla  declina 

conforme la concentración de sales aumenta, ésta debe ser to-

mada en cuenta en cualquier lugar donde se intente introducir 

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

Tren y Dao (1973) sugieren que la concentración mi-

neral óptima es de 90-150 mg/i. Le Van y Sobochkin, 1963 (ci-

tados por Lumpkin y Plucknctt, 1980) informan que Azolla crece 

bien en un lago con una concentración de 160-380 mg/l. 

f) Fotosíntesis 

En relación con los pigmentos fotosintéticos, el ma-

crosimbionte contiene clorofila a y b, mientras que el micro-

simbiante contiene clorcila y a ficocianina, que es una ficobi-

lina hidrosoluble encontrada en todas las algas azul-verdes 

(cianobacterias), Lumpkin y Plucknett, 1980. 

El microsiabionte contiene un 7.5-131 de la clorofi-

la total, o bien, un 10-201 de clorofila a en la asociación 

(Petera y Mayne, 1974a). 

La fijación de CO2  se lleva finicamente en las célu-

las vegetativas del microsimbionte y cloroplastos del macro-

simbionte. 
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Peters (1977) considera que el microsimbionte aún 

cuando contiene una gran cantidad de clorofila, no puede ob-

tener la energía suficiente requerida para la fijación del N2, 

por lo que sugiere que el déficit de energía lo obtiene del 

fenómeno conocido como mixotropismo (nutrición autotrófica 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 ésto sucede cuando hay 

deficiencias de fósforo (Talley et al., 1977; Watanabe, 1978; 

Singh, 1979), o bien cuando este organismo esté sometido a fuer-

tes intensidades luminosas (Moore, 1969; Singh, 1979). 

g) Fijación de Nitrógeno 

La fijación de N, por la asociación, ha sido demos-

trada indirectamente por cultivo en medios artificiales libres 

de nitrógeno y utilizando el método de Kjeldahl, asf como tam-

bién por la técnica de reducción del acetileno, o bien, direc-

tamente, por el uso de nitrógeno marcado (N15). 

A pesar de que el helecho puede extraer el nitróge-

no del medio acuático, el microsimbionte es capaz de obtener 

todo el nitrógeno necesario para ambos, por la fijación del 142. 

Se ha demostrado que el nitrógeno puede ser asimila-

do por ambas rutas simultáneamente, es decir, por fijación y 

por absorción sin perderse la actividad nitrogenásica (Petera 
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et al., 1976, 1981). Peters y Mayne (1974b) demostraron que 

aún después de 6 o 7 meses de crecimiento en un medio con ni-

trógeno, las frondas de Azolla aun mostraron actividad nitro-

genásica. Contrariamente, experimentos con frondas libres del 

simbionte no fueron capaces de reducir el acetileno, confir-

mándose que A. azollae es el responsable de la fijación del 

Por otra parte, estos mismos investigadores Observaron 212.  

que con el mdcrosimbionte aislado si hubo una reducción del 

acetileno. 

Peters et al (1977) encontraron que el factor de 

conversión de etileno producido a partir de acetileno, a ni-

trógeno fijado es de 1.6-2.0 para la asociación, y de 2.5-3.0 

para el microsimbionte. sin embargo trabajos más recientes 

(Peters etal., 1981) revelan que el factor de conversión en-

contrado  es de 4. Matanabe et al (1978; citado por Buresh et al., 

1980) asumieron un factor teórico de 4, basados en las siguien-

tes ecuaciones: 

N2 
+ + + 8 e ----+ z mm 3 

+ m
2 

C2H2 + 2H + 2 e- 	C2 H4 

:Smoking (19767 citado por Lumpkin y Placknett, 1980) 

considera que la actividad nitrogenásica de la asociación, es 

de 12 a 20 veces mayor que la actividad de las algas azul ver-

des, fijadoras de 102  de vida libre. 

Watanabe (1978) menciona que el máximo valor de la 

actividad nitrogenásica en la asociación, es de 90 micromoles 

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



10 al 17% del nitrógeno total de la asociación lo representa 

A. azollae, la actividad del microsimbionte, en cantidad de 

nitrógeno contenido, es de 19 micromoles por gramo de peso se-

co por hora, lo cual es mucho mayor que la actividad, hasta 

ahora conocida, de Rhizoblum en nódulos de soya (3.9 micromo-

les/hora). Este mismo autor menciona además que, bajo las me-

jores condiciones, eI rendimiento debe ser de 10 mg. de N/dfa/g. 

de peso seco; con lo que, finalmente concluye que la asociación 

simbiótica Azolla-Anabaena azollae es la más eficaz en cuanto 

a fijación de nitrógeno. 

Algunos autores ( hortels, 1940; Tuzimura et al., 

1957; citados por Lumpkin y Plucknett, 1980) han encontrado 

que la adición de bajas concentraciones de nitrógeno (7 p.p.m.) 

aumenta el desarrollo de Azolla. Sin embargo, Petera y Mayne 

(1974b) notaron que la actividad nitrogenásica decreció en un 

30% después de 35 días, y un 90% después de i a 7 meses en cul-

tivos a los que se Ies adicionó de nitratos y urea. 

Peters et al (1981) señalan que después de 5 semanas 

de cultivar A. caroliniana en un medio adicionado de amonio 

(2.5 mM), se encontró actividad nitrogenásica en un 70%. 

Tung y Shen, ii960) revelaron que el fósforo es el 

principal macroelemento limitante en la actividad nitrogenási- 

1.-:a &e 	ancantrarzn que ar....‹via».4 

    

mayor en un medio de cultivo libre de nitrógeno (medio $atanabe), 

comparado con un suelo de jardín inundado con agua destilada, 

pero al adicionarle fósforo al suelo la actividad se duplicó 
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después de 2 días. 

El microsimbionte no sólo fija nitrógeno, sino que 

también lo excreta; Petera et al (1977) usando nitrógeno mar-

cado observaron que la distribución del nitrógeno fijado fué: 

49.9% amonio extracelular, 6.4% amonio intracelular, 5.6% ni-

trógeno orgánico extracelular y 38.1% nitrógeno orgánica intra- 

celular. 

Se han realizado estudios para observar la actividad 

de la glutamino sintetasa (CS) y glutamato deshidrogenasa (GDH) 

en la asociación y se encontró que el 90 y BO% corresponde al 

macrosimbionte respectivamente, indicando con esto que la mayor 

cantidad del amonfo 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 autores mencionan que ciertas especies de 

Azolla liberan compuestos nitrogenados al medio acuático. Shen 
et al (1963; citado por Lumpkin y Plucknett, 1990) cita que 

una variedad China de Azolla liberó 14-21% del N2  fijado. Brill 

(1977: citado por Petera, 1977) menciona que un investigador 

de su laboratorio encontró una cepa de A. mexicana  que excreta 
el 20% del Y

2 fijado. Sin embargo, Petera( 1977) no encontró 

ningún compuesto nitrogenado en solución donde A. rarr911/11ana 

fué cultivada. 

6) Azolla en la Agricultura 

Existen informes muy antiguos del uso de Azolla en 
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1A fertilización de arrozales tanto en Vietnam como en la Re-

pública Popular de China. trl nuestro país exibte iilformacidn 

sobre el uso de Azolla como abono verde en las chinampas, por 

los antiguos pobladores del valle de México, los cuales le lla-

maban 'chilacastle, nombre que aún prevalece hasta nuestros 

días( Peña, 1978). 

En Vietnam actualmente se fertilizan más de 800,000 

has. de suelos de arrozal y en China 1.300,000 has. (Singh, 

1979)-. 

Lumpkin y Plucknett ( 1980) citan un estudio hecho por 

Shen et al, en el cual se compard la incorporación de nitrógeno 

en el suelo con Azolla. alfalfa y soya. Se descubrid que 1.5 

meses de cultivo de Azolla incrementó el contenido de nitrógeno 

del suelo en una medida igual a la producida por la soya, pero 

esto sólo representó un 401 comparada con la cosecha de alfalfa. 

a) Rendimiento 

Copal (1967; citado por Moore, 1,69) menciona un ren-

dimimnto máximo de 37.8 ton/ha. de peso húmedo, conteniendo 

2.2 ton. de peso seco en un lapso de 3 meses. Tomando en cuenta 

que Azolla contiene de 4 a 5% de nitrógeno en peso seco, esto 

representa 90 Kg. 1t/ha. Karamyshev( 1957; citado par Moore, 

1969) cita un rendimiento, en Vietnam, de SO ton./ha. en peso 

húmedo conteniendo 120-140 kg. Wtha. entre el tiempo de sem- 

brado y el espigaaiento del arroz. 

V... 
"1"44^9.4"*.i leyet al (19771 encontraron ren- 

dimientos máximos de 0.98 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 peso seco (90 Kg. N/ha.) 

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

por Lumpkin y Plucknett, 1980). En 1973. Tran y Duo( Citado 

por Lumpkin y Plucknett, 1980) obtuvieron de 8-10 ton/ha. (25-

50 kg N/ha.) de A. pinnata en peso húmedo. 

Singh (1977) también indica un rendimiento de 8-10 

ton./ha. en peso húmedo (30 Kg. N/ha.) para A. pinnata en la 

India. Singh, 1979, con un in6culo de 0.1-0.4 Kg/a2  en peso 

húmedo, obtuvo un rendimiento de 8-15 ton./ha. en 8-20 días, 

en ensayos realizados en el campo. lo cual le dio un promedio 

de 347 ton./ha./año, estimando una captación de 868.5 Kg. N/ 

ha./año. El mismo autor, usando tanques de cemento a los cua- 

les adicionó suelo y agua encontró que fueron muy adecuados 

para la multiplicación de Atolla, estimando una cosecha anual 

de 321 ton./ha. 

b) Fijación de N2. 

Becking( 1976) en base a un experimento llevado a 

cabo en Indonesia por la técnica de reducción del acetileno, 

estima una fijación de N2  que oscila entre 62-125 Kg N/ha. Por 

otra parte, Noore (1969) considera un potencial de fijación 

de 100-150 ka N en 3-4 meses. Talley et al (1977) mencionan 

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

respectivamente. en 35 días balo condiciones de campo, dando 

un promedio de 1.2 Kg N/ha/dia. 

Natanabe (1978) en un experimento en Filipinas que 
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duró 330 días consiguió un incremento de 460 Kg. N/ha. siendo 

el promedio de 1.4 Kg N/día y menciona que Azolla no necesita 

de la fase lag para la activación de la nitrogenasa después 

de su inoculación en el campo. 

Los valores más altos de fijación potencial anual 

provienen de los dos países con mayor experiencia en el culti- 

vo de Azolla. El instituto de Agricultura de Vietnam considera 

un potencial aproximado de 1000 Kg N/ha; y en China de 92-151 

Kg N/ha, en 45 días y de 52.2 Kg N/ha en 30 días (Luapkin y 

Plucknett, 1980). 

Singh (1979) menciona que Dao y Tren en Vietnam es- 

timan una fijación de 864 Kg. N/ha./año y en la India la estiman 

de 840 Kg. N/ha./año. 

c) Efecto en el rendimiento del arroz 

El principal enfoque que se le ha dado a la asocia-

ción ha sido su aprovechamiento en el cultivo del arroz. Expe-

rimentos realizados han demostrado que el uso de Azolla, incre-

menta el crecimiento del arroz; el nfimero de espigas, el conte-

nido proteínico y el rendimiento en grano y paja significativa-

mente (Singh, 1979; Talley et al 1977, 1981). 

More (1969) cita incrementos en los 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 incorporación de una 

capa de Azolla y con una reinoculación simultánea al trasplante 
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del arroz (cultivo dual). 

Experimentos practicados en Instituto Internacional 

de Investigaciones sobre el Arroz( IRRI), llevados a cabo por 

Watanabe (1978) indican que Azolla, creciendo conjuntamente 

con el arroz y su ilicGrporación rosterior a los 40 días des-

pués del transplante, produjo un incremento del 12-254 (0.3-0.7 

ton/ha) sobre el control no inoculado. En otro experimento pu-

blicado por el mismo autor, Azolla fué adicionada antes y des-

pués del transplante del arroz. La oombinación de inocular 4 

veces antes del transplante del arroz y la incorporación des-

pués del mismo, produjo un máximo de 36% (1.9 ton/ha) de incre-

mento sobre el control. 

Singh( 1979), logró incrementar en un 54% (0.5-1.5 

ton/ha) sobre el control, por la incorporación de una capa 

(10 ton/ha) de Atolla en el suelo, o bien permitiendo (inica-

mente su descomposición sin incorporarla. Este ■.ismo autor con 

una densidad de Azolla de 20 ton/ha, encontró un incremento 

de 69% (1.8 ton/ha) sobre el control. Estos mismos experimen-

tos permitieron apreciar que el porcentaje de nitrógeno en el 

grano se incrementa en un 21% como máximo y en la paja en un 

27%. No obstante, este investigador recomienda el uso de fer-

tilizante nitrogenado inorgánico junto con Azolla para obtener 

más altos rendimientos en las cosechas. Por ejemplo, la adi-

ción de 10 ton/ha de Azolla más 40 Kg/ha de sulfato de amonio 

dio un incremento de 914 (2.4 ton/ha) sobre el control, lo cual 

es muy cercano a la adición 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 al (1981) obtuvo resultados similares, 

pues al adicionar pequeñas cantidades de nitrógeno en forma 

de Azolla ( 30 kg/ha) complementadas con la misma cantidad de 

sulfato de amonio observó incrementos similares a los que ob-

tuvo adicionando 60 Kg de nitrógeno por hectárea en forma de 

sulfato de amonio. Sin embargo al aunentar la dosis de nitró-

geno en forma de Azolla (60 Kg N/ha) más la misma dosis de 

sulfato de amonio, no se sumó el efecto de ambas fertilizacio-

nes, logrando sólo un 71% en relación a la fertilización con 

120 Kg N/ha de sulfato de amonio. 

Científicos de la República Popular de China seSalan 

incrementos en los rendimientos de arroz que varían de 0.4-

1588 con un promedio de 18.6% como resultado de 422 experimen-

tos de campo (Lumpkin y Plucknett, 1980). 

Recientes investigaciones (Liu et al., 1981) sefialan 

que en China se han logrado rendimientos de arroz de 12-15 to-

neladas/ha. con el empleo únicamente de Azolla. Esto se ha lo-

grado utilizando una técnica de sembrado del arroz en dobles 

hileras anchas y angostas. 

Eulasooriya y de Silva (1977) registraron 1321 de 

incremento en numero de granos por panoja al fertilizar con 

Molla, contra 951 observado al fertilizar con urea, con res-

pecto al control no fertilizado. 

Por otra parte, el Instituto de Suelos y Fertilizan-

tes de la República Popular de China, publicó que Azolla emplea-

da como abono verde disminuye la gravedad específica del suelo, 
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incrementa la porosidad (3.7-4.2%) y el contenido de materia 

orgánica. También se menciona que reduce la evaporación en 

un 11%, el contenido de sales en agua (0.012-0.0491) y suelo 

(0.014-0.048%) (Lumpkin y Plucknett, 1980). 

d) Capacidad de Crecimiento 

Azolla tiene un crecimiento exponencial que está su-

jeto a numerosas variables ambientales. 

A. pinnata duplica su biomasa en 3-5 días, aunque 

en el campo esto ocurre en un periodo de 5-10 días (Watanabe, 

1978). En el IRRI, Lumpkin y Plucknett (1980) observaron que 

A. pinnatz duplica su peso en un tiempo de 2.8 días. Talley 

et al (1977) obtuvieron los mismos resultados con A. mexicana  

y de 7 días con A. filiculoides. 

Tung y Shen (1980) observaron la duplicación de la 

biomasa de A. pinnata en un tiempo de 2.8 días en un medio 

artificial, y 5 días en un suelo inundado con agua destilada. 

e) Composición Química 

Segdn Lumpkin y Plucknett (1980) Azolla, en base se-

ca tiene un contenido proteínico que varía de 13,16,22 y 23.4%. 

Buckinghaa et al (1977; citados por Lumpkin y 

Plucknett, 1980) realizaron un análisis de aminoácidos en A. 

filiculoides, el cual indicó deficiencias de lisina; metionina 

e hintaaina. Mamás encontraron una relación en base seca de 

9.3% de lignina y 15.2% de celulosa. 

Pujiwara et al (1947; citados por Lumpkin y Plucknett, 

1980) detectaron 23.8% de cenizas, 4.42% de grasa, 9.5% de 
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fibra y 6.38% de almidón en A. ?innata. 

Por último, Varghese et al (1971; citado por Lumpkin 

y Plucknett, 1980) mencionan 9.7% de cenizas, 61% de carbohi-

dratos, 6.3% de grasa cruda y 23% de proteína. 

Peters (1977) encontró que A. caroliniana tiene di-

ferentes relaciones C:N dependiendo de la fuente de nitrógeno 

en la cual fue cultivada, es decir 18.1 con N2  únicamente, 

15.4 con urea y 10.4-10.6 con nitratos y aire o argón. 

Singh (1979) menciona que Atolla contiene un 4-5% 

de nitrógeno en base seca y 0.2-0.31 en base húmeda. Indica 

además, que recién cosechada contiene alrededor de 94s de 

humedad. 

f) Descomposición 

Muchos investigadores han observado mayores incre-

mentos en la asimilación de nitrógeno por las plantas de arroz, 

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

deja descomponer en el agua (Talley et al, 1977; Watanabe, 1978; 

Singh, 1979). Sin embargo, hay inconsistencia en los informes 

sobre la velocidad de descomposición del helecho una vez que 

éste se ha incorporado al suelo, y el grado de mineralización 

y disponibilidad del nitrógeno hacia la planta. 

Watanabe (1977) denota que el nitrógeno de Atolla es 

liberado lentamente, hLbiendo egt1=adn que su disponibilidad 

para una cosecha de arroz fue de 70% comparada a la del nitró-

geno del sulfato de amonio. Singh (1979) menciona que Molla 

se descompone rápidamente y que su aineralización ocurre en 
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3 semanas. Este mismo autor cita que a temperatura de 24t 2°C 

1- 
la L+Za\L•a.SalasSV.• 

=It. r<irla rnn In emll qe libora el 

80% del nitrógeno contenido, de donde el 56% esta en forma de 

amonio. Otros autores mencionan que 2/3 del nitrógeno total 

de Azolla son liberados después 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) ~Lijo Práctico en el Campo 

En Asia, el cultivo de Azolla como abono verde se 

realiza básicamente en dos formas: 

La primera es dejar un espacio de un 5-10t del total 

del suelo dispuesto para la siembra del arroz, para el cultivo 

de Azolla, y el doble de espacio si se proyectan dos cosechas 

de este cereal. 

La segunda forma, consiste en que Azolla sea cultiva-

da en los arrozales e incorporada al suelo durante intervalos 

antes y/o después 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 máxima densidad y su desa-

rrollo empieza a declinar, 1/2-1/3 de  Atolla es retenido cauro 

'semilla' para la siguiente cosecha y el remanente es incorpo-

rado al suelo. En ambos métodos Azolla es generalmente desarro-

liada como cultivo dual, es decir, junto con el arroz (Lumpkin 

y Plucknett, 1980). 
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a) Densidad de Inoculación 

La importancia en la densidad de inoculación es bá-

sica para obtener una pro~ción de Azolla erivaz. Dado que 

se multiplica principalmente en forma vegetativa, su densidad 

debe ser tal que pueda multiplicarse varias veces hasta cubrir 

el área deseada captando la mayor cantidad de luz. 

Los vietnamitas Tran y Dao (1973; citados por Lumpkin 

y Plucknett, 1980) recomiendan una densidad de inoculación de 

0.5 Kg por metro cuadrado, con lo cual dependiendo de la época 

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

respectivamente, y on "me,. A.. ...v....._ :.p¡¢ un desarrollo de algas 

en los cultivos de arroz, recomiendan emplear una densidad de 

siembra mayor del helecho (0.7-0.8 Kg/m2). 

Singh (1979) usó densidades de 0.1-0.4 Kg/m2 en peso 

fresco obteniendo, en un período de 8-20 días, de 8-15 tons. 

de material verde. 

Talley et al (1977) mencionan haber inoculado con 

una densidad de 0.5 Kg/m2 con A. mexicana y A. filiculoides  

en California. 

b) Fertilización de Azolla 

Azolla es notablemente susceptible a la carencia de 

fósforo, por lo que la aplicación continua de este elemento 

es necesaria para su rápida propagación. 

Trabajos como los de Talley et al (1977) indican 

que la fertilización con KH2  PO4  (7.2 Kg Piba) en 4 dosis 

iguales cada 7 días aumentó su desarrollo y concluyen que cada 
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Kg. de fósforo, resultó en más de 5 Kg. de nitrógeno fijado 

después de 35 días. Tran y Dao (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 2  fijado. Watanabe (1978) señala 

que 1 Kg. de P205  produce más de 2 Kg. de N2  fijado con el 

empleo de Azolla. 

Dos vietnamitas recomiendan 5-10 kg. de superfosfato 

(1-2 kg. de P205/ha,) cadA 5 af.192 

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 P2  05) en parcelas de 8.5 al-  y 

observaron un incremento en nitrógeno de 35, 76 y 190% respec-

tivamente, después de 8 días. 

Tuzimura et al (1956; citados por Lumpkin y Plucknett, 

1980) en experimentos de lozas con lodo de 0.5 m2 con 0.4 g. de 

inóculo observaron incrementos en peso, sobre el control sin 

fósforo, a diferentes dosis de fósforo: 69% con 20 kg. de 

P205/ha., 349% con 40 kg. P2O5/ha., 948% con 80 kg. P205/ha. y 

879% con 160 kg. P2O5/ha. Singh (1979) recomienda una dosis 

de superfosfato de 4-8 kg. de P205/ha. por cosecha por semana. 

Prayoon et al (1979) recomienda que en suelos donde 

existe fuerte fijación de Wsforo, es aconsejable aplicar el 

fósforo en dosis fraccionadas, de tal manera que con 25 Kg. de 

P205/ha, aplicados en 5 dosis, obtuvieron el mejor rendimiento 
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de Azolla. 

En suelos ligeros con poca cantidad de materia or-

gánica y nutrimentos minerales, Tran y Dado (1973; citados 

por Lumpkin y Plucknett, 1980) recomiendan la aplicación de 

5 kg de 11/420 k4.1 Kg. de K) Cdtad S alas, y mieLcmlemei-ktos, 

aplicados como ceniza a razón de 100 Kg./ha. cada 5 días. 

Singh (1977; citado por Lumpkin y Plucknett, 1980) 

usó 5-8 Kg de K2O (4.1-6.56 Kg. de K/ha/semana) y 50 Kg/ha. 

de ceniza, además adicionó 0.125 Kg/ha. de molibdeno para 

estimular la fijacidn de nitrógeno. 

8) Enemigos de Azolla 

Otro factor importante en el desarrollo de Azolla  

es el control de los insectos y las enfermedades del helecho. 

Afortunadamente, los insectos que atacan al helecho 

son diferentes de los que atacan al arroz, además, muchos de 

los pesticidas usados para el arroz, inhiben el desarrollo de 

los parásitos de Azolla. 

Los insectos atacan al helecho principalmente en 

épocas calurosas, cuando la temperatura sobrepasa los 28*C y 

cuando es época de lluvias. 

Sí no se toman medidas para el control dé,. pinas, una 

cosecha de Azolla puede ser destruida en 3-5 días. Entre los 

principales insectos que la atacan se encuentran las larvas de 

mariposas del género Pyralis y lymphula, las cuales infestan 

los lóbulos ventrales de las frondas, formando manchas cafés 

o blancas y usando 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 identificación, sin embargo, en el IRRI se cree, 

tentativamente, que se trate de Penicillium spp. 

Entre otras plagas del helecho se mencionan: &caros 

(Arrenurus), gorgojos (Stenopelmus) y pulgones (sin mencionar 

el género del pulgón). 

Para la prevención o tratamiento de estas plagas, los 

autores (Watanabe, 1978; Singh, 1977, 1979; Lumpkin y Plucknett, 

1980) recomiendan el uso de pesticidas fosfatados orgánicos o 

dorados tales como '223" (DM), '666" (BBC), Vofatoc y Furadan 

(Carbofuran). 

Singh (1979) recomienda la aplicación de carbofuran 

en una concentración de 65 g./ha. y aconseja el uso de éste, 

únicamente en donde se observan las manchas características 

del parásito y no en el área total, con el objeto de minimizar 

ap."---46n Sugiere además, para la prevención de plagas, 

el uso de una cantidad pequeña de carbofuran (3-30 mg./kg. de 

Azolla) junto con el inóculo, con lo cual, tanto se protege 

por una semana a la cosecha del ataque de los insectos, como 

también se estimula el desarrollo del helecho. 

9) Otros Usos 

Frecuentemente, Azolla se encuentra flotando en la-

gos. estanques, canales, acequias, charcos, etc., fprmando 
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gruesas capas conjuntamente con otras plantas acuáticas tales 

coro Lesna. Eichhornia, Spirodella, Wolfia, Pistia, Salvinia, 

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

En muchas regiones del mundo, estas densas capas in-

terfieren en la pesca, impiden que el ganado beba agua, impi-

den el flujo de agua en acequias y bombas de agua y, en otros 

casos como en Hawai y Haryland, interfieren en el cultivo del 

berro (Lumpkin y Plucknett, 1980). 

En algunos paises como Japón, algunas veces, se le 

ha considerado como una maleza, dado que su crecimiento es 

tan vertiginoso después del transplante, que dificulta el de-

sarrollo de las plántulas de arroz. También los chinos y viet-

namitas reconocen que ciertas cepas de Azolla son consideradas 

como maleza. Sin embargo, otros autores indican el uso de ce-

pas que desarrollen a lo largo de todo el año (Watanabe, 1978; 

Peters, 1977). 

Contrario a lo citado anteriormente, hay informes en 

los que se cataloga Azolla como un supresor de malezas. Nguyen 

(1930; citado por Lumpkin y Plucknett, 1980) encontró que una 

densa capa de Azolla causó la muerte de Utricularia flemosa, 

Echinochloa crusgalli y especies de Sagitaria. En un lago en 

Dinamarca, se observó que Azolla desplazó a Lema (Olsen, 1972; 

citado por Lumpkin y Plucknett, 1980). 

Talley et al (1977) observaron el beneficio de Azolla 

cuando se desarrolló en cultivo dual, al suprimir el desarro-

llo de malezas en el arroz. 



Por otro lado, el empleo de Azolla ha sido muy ver-

sátil 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, pollos (Lumpkin y Plucknett, 

1980) pues dado su alto contenido proteínico, su valor nutri-

tivo es muy considerable. 

Tran y Dao (1973, Jitadc por Lumpkin y Plucknett. 

1980) menciona que Azolla puede producir de 540-720 Kg. de 

proteína por hectárea por mes. 

Abundando en el uso de Azolla, algunas tribus de 

Africa la utilizan como ingrediente en su dieta (Chevalier, 

1926; citado por Lumpkin y Plucknett, 1980). En apoyo a lo an-

terior, el Dr. Singh (1979) menciona que Azolla cultivada en 

condiciones higiénicas, puede servir para el consumo humano, 

ya que el mismo la ingirió en diferentes formas, concluyendo 

que su sabor es agradable y no causa dificultades digestivas. 

por lo que está tomando medidas para popularizar su consumo 

a nivel humano en la India. 
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III) MATERIALES Y METODOS 

A) Suelos 

1) Colecta de Suelos 

Se colectaron suelos utilizados para el cultivo ro-

tatorio arroz-caña de azúcar del Campo Agrfcola Experimental 

del Instituto Nacional de Investigaciones Agrícolas, en el Mu-

nicipio de Zacatepec del Edo. de Morelos. Las muestras perte-

necen al área de experimentación conocida como "tabla 2'. Las 

4 muestras colectadas se tomaron de la capa arable (0-30 cros.). 

Posteriormente fueron secadas al aire y tamizadas (malla 	iñi. 

2) Tratamiento de los suelos: Suelo normal, empobrecido y 

estéril 

Las 4 muestras colectadas se mezclaron y homogenei- 

zaron perfectamente y se dividieron en 3 partes iguales; una 

se empobreció con una siembra masiva de 15 g. de semilla de ce- 

bada por cada 2 kg. de suelo. Otra de las porciones se esteri- 

lizó con radiaciones gama {Canse, 1975) a una dosis total de 

4 megarad. y la última se dejó intacta, clasificándola 

como suelo normal. 

3) Determinaclones físicas y químicas del suelo 

Textura: según el método de Bouyoucos (1963) 

Reacción del suelo pa: se determinó con suspensión del suelo-

agua destilada, en relación 1:2.5, utilizando un potencióme-

tro marca Corning. 
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Calcio, magnesio y potasio intercambiables: extrayendo éstos 

del suelo, con una solución de acetato de amonio 1 N pH 7, por 

centrifuaación y titulando con EDTA. 

Fósforo asimilable: colorimétricamente. segdn el método Bray 1 

(Jackson, 1964). 

Materia orgánica (M.0): por combustión hdmeda, segtn el método 

de Walkley y Bleck modificado (Jackson, 1964). 

Nitrógeno Total (N.T.): por digestión de Kjeldahl, sin incluir 

nitratos (Bremner, 1965). 

Nitratos: por el método de la brucina (~reno, inédito). 

B) Estudios Nicrobioidgicos del Suelo 

La estimación cuantitativa de las bacterias que in-

tervienen en el ciclo del nitrógeno. se hizo en suelo ~do 

por el método de las diluciones en tubo por triplicado. y en 

placa para los fijadores de nitrógeno de vida libre. utilisan-

do, en el primer caso. las tablas de Me Crady (1546) para ob-

tener el ndmero mis probable (1NIR). 

1) Amonificantes: Se incubaron durante 12 dial em el medio 

de latznelson (1546). 

2) Mitrosomonas y Mitrobacter: Se incubaron durante 21 días 

en el medio propuesto por Barkuorth y Ratesoa (1565). 

3) Desnitrificantes: Se incubaron durante 1 días en el me-

dio propuesto por Timonin (1546). 

4) Fijadores de vida libre: Se incubaron durante 14 diez 

en el medio de Lipaan, citado por Iubenchik (1563). 
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5) Algas azul-verdes heterocIsticas: Se incubaron durante 

30 días en el medio de Hughcs, Ccrham y Zehnder, modi-

ficado por Allen y Stanier (1968). 

La temperatura de incubación fué de 28°C, a excep-

ción de las algas que se incubaron a 35sC, bajo lámparas de 

*luz de día" de 40 watts, con una intensidad luminosa de 3,500 

lux, sin períodos de oscuridad. 

C) Algas Azul-Verdes 

1) Aislamiento. 

El aislamiento de las algas azul-verdes heterwtsti-

caz se logró en las diluciones más altas (10-5), y por resiem-

bras sucesivas en medíos sólidos y líquidos (Allen y Stanier, 

1968), hasta la obtención de cultivos unialgales. bajo una tem-

peratura de 35*C que, según estos autores, es selectiva para 

las cianotitas. Las cuudiclones de 	WP describieron 

anteriormente. 

2) Cepas 

Se seleccionaron dos cepas nativas y dos de colección, 

estas íntimas fueron obtenidas de la Culture Collection of Algae 

de la Universidad de Texas y fueron Anabaena cylindrica B 385 

y Anabaena vartabilis B 373. En todos los ensayos se utiliza-

ron cultivos no axanicos. La selección de las cepas nativas 

se hizo en base al tamaño y abundancia de los heterocistos. 

El inóculo fue, en todos los casos, de 0.5 ml. equi-

valente a 1.8 mg. en peso seco, de cultivos en la fase de cre-

cimiento logarítmico. La medición del inóculo se hizo por cen- 
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Fig. 1.- Cámara de crecimiento para las algas 
azul-verdes. 
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trifugación y desplazamiento de voldmen en agua destilada 

(Palacios, 1980). 

3) Curvas de Crecimiento 

Las curvas de crecimiento se determinaron en matra- 

ces Erlenmeyer de 250 ml. con un voldmen de medio de cultivo 

de 100 ml., bajo las mismas conditiones de luz y temperatura, 

además con burbujeo de aire generado a razón de 300 burbujas 

por minuto. 

La biomasa en peso seco fué medida depositándose 

en papel filtro y dejando secar el material a 40-45•C hasta 

peso constante. 

Las determinaciones de proteína en cada punto de la 

curva se hicieron por la técnica de semimicro-Ejeldhal (8remner, 

1965), siendo de 5 días el periodo entre cada punto de la 

curva. 

4) Desecación 

Para la prueba de resistencia a la desecación, se 

dejaron secar al aire, durante 3 meses, las 4 muestras colec-

tadas para posteriormente cuantificar la población de cieno-

fitas beterocisticas por los mismos mk-ndes ,....n^i1=1.111:1-5 aut./t.- 

riormente y bajo las mismas condiciones. 

5) Congelación 

Se congelaron las 2 cepas de colección y las 2 nati-

vas a una temperatura que varió de -4 a -18*C durante 30 días 

en frasquitos de 7 ad. de capacidad. Posteriormente se descom- 
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gelaron y se incubaron bajo condiciones óptimas. La prueba se 

hizo por cuadruplicado para cada cepa. 

6) Ensayos en Invernadero 

Se utilizaron 50 g. de cada suelo, inundados con 60 

al. de agua destilada, en recipientes de 100 ml. Los trata-

»lentos fueron con la inoculación de las 4 cepas en cada suelo. 

Al final del tiempo de incubación (15 días), el ma-

terial verde se mezcló y dejó secar durante 3 semanas para, 

posteriormente, determinar la incorporación de materia orgS-

nica. 

El nitrógeno total y el t del incremento de materia 

orgánica y nitrógeno total se calculó en base a la cantidad 

de nitrógeno contenido en la materia orgánica (Jaclgon, 1964). 

7) Actividad nitrogenásica. 

Fuá evaluada por la técnica de la reducción del ace-

tileno lertet al., 1972; Turnar y Gibson, 1980) en frascos de 

60 al., sellados con tapones de goma, conteniendo 5 al. de 

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

lo con 6 ml, ae nge,m deztilada e il 

La proporción de acetileno fué, aproximadamente, al 

1011; 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 lámparas de luz de día. La 

temperatura fué de 28-30"C. 

Se usó un cromatógrafo de gas marca Varian Aerograph 

1400, equipado con una columna de 3 a. de longitud empacada 
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con Porapak T y con un detector de ionización de flama. La tem-

peratura de la columna fué de 90°C y de 120°C para el inyector 

y detector. Se utilizó una mezcla estándar de 100 p.p.m. de 

etileno-nitrógeno 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 

México. El estudio microscópico de los esporocarpos, obtenidos 

de plantas cultivadas en medio de cultivo libre de nitrógeno 

(Allen y Stanier, 1968) permitió, 2 semanas mis tarde, la iden-

tificación de la especie. 

2) Ensayos de Invernadero 

a) En medio de cultivo.- Los ensayos se realizaron 

en recipientes de 100 ml.. conteniendo 30 ■l. del medio del 

cultivo libre de nitrógeno a pa 8. 

Se ensayó el efecto de diferentes dosis de roca fos-

fórica (con un promedio de 17 p.p.m. de fósforo soluble) y fós-

foro solubi;, variando el pH y la fuente de nitrógeno. 

b) 8n suelo.- Se utilizaron 50 g. de cada suelo (pa 8) 

inundados con 60 ml, de agua destilada. Los tratamientos fue-

ron con superfosfato triple, roca fosfórica y molibdeno. 

Al final del tiempo de incubación (15 días), el ma-

terial verde de cada tratamiento, se mezcló e incorporó, deján-

dose secar durante 3 semanas, para posteriormente, determinar 

la meterla orgánica es los suelos (Jacksou. 1964). 
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3) Actividad Nitrogentsica 

Se estimó bajo las mismas condiciones y con el mis-

mo equipo utilizado con las algas azul-verdes, a excepción dé 

que en Azolla, se estimó el efecto del pH en la capacidad de 

fijación del nitrógeno entre ejemplares recién colectados (un 

día antes de la determinación) y ejemplares mantenidos bajo 

cultivo (pH 8) durante más de 30 días. 

E) Análisis Estadístico 

El análisis estadístico de las bacterias del ciclo 

del nitrógeno se llevó a caby - - 	, - _1-
~Jim pruebte 

lisis de Varianza no paramétricas de Kruskal-Wallis, dado que 

las varianzas de cada grupo no pudieron suponerse que eran 

iguales, además de que los datos no presentaron una distribu-

ción que se haya aproximado a la normal. 

El análisis estadístico en la inoculación de los 

suelos con las cianofitas heterocísticas y Azolla filiculoides 

se realiza por el análisis'de varianza con programas desarro-

llados en el Instituto de Investigaciones en Matemáticas Apli-

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

Suelos 

En la tabla 1 se muestran los resultados de algunos 

de los análisis físicos y químicos de las 4 muestras colecta-

das, encontrándose una mayor retención de humedad en las mues-

tras 3, 2 y 4. Los valores de conductividad eléctrica resulta-

ron bajos. El Ca, Mg y X intercambiables se encontraron con va-

lores altos y los nitratos fueron altos (29 p.p.m.) y medios 

(18.7 p.p.a.). 

La tabla 2 redne los resultados de los análisis de 

los suelos normal y empobrevid, le: ~loa se pueden inter-

pretar de la manera siguiente: 

El suelo posee una textura fina, un pH moderadamentl 

alcalino, valores altos de capacidad de intercambio catiónico 

total (C./.C.T.), Ca, Mg y K intercambiables con valores altos, 

valores muy bajos en fósforo, moderadamente rico en materia 

orgánica (N.O.), pobres en nitrógeno total y lo: nleviitns, en 

suelo normal y empobrecido, con valores medios y ligeramente 

bajos, respectivamente. 

Microflora del ciclo del nitrógeno de los suelos 

La estimación cuantitativa de la microflora del ciclo 

del nitrógeno fué estadísticamente significativa dnicamente 

con el génexo Zitrobacter en un 4 muestras del suelo de expe- 

   

rimentación (tabla 3). Esto indica que su población en estos 

suelos resultó relativamente homogénea. En términos generales, 

los valores de población microbiana resultaron comparables a 
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los estiiiiado.1 por Morales (1977) en suelos cañeros de Veracruz. 

En algunos casos se pudo apreciar ura corresponden-

cia entre la proporción de algunos nutrimentos y algunos gru-

pos microbianos (tablas 1 y 3). La tabla 3 muestra los resul-

tados de los análisis microbiológicos, encontrándose que los 

valores más altos de Nitrosoisonas y algas azul-verdes hetera-

císticas (5,500 y 316/g. de suelo seco, respectivamente), co-

rresponden a la muestra de suelo con mayor contenido de calcio 

(74 meg/100 g.; muestra 1), sugiriendo que este elemento, como 

ha sido considerado por Barkworth y Bateson (1965) y Allen y 

Arnon (1955). juegan un papel importante en el desarrollo de 

estos microorganismos. 

Por otro lado, el valor más alto de nitratos, detec-

tado en la muestra 3 (29 p.p.m.), corresponde a la mayor pobla-

ción de desnitrificantes rnn 74,933/g. de suillc,  ==ww. Zunrra-

ríamente r  lna fijdoree e nditiSgenu  de vida libre se vieron 

disminuidos en esta misma muestra (1,986/g. de suelo), así 

como también las algas azul-verdes heterocIsticas (113/g. de 

suelo seco!. 

El mero de algas azul-verdes heterocísticas resul-

tó muy bajo comparado con lo que se menciona en la literatura, 

sin embargo, es necesario hacer notar que, los datos citados 

por otros autores (Roger y Reynaud, 1976; Bhuiya et al.. 19S1 

y Catling et al., 1981), no corresponden ánicamente a cianofi-

tes beterocisticas. 
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Aislamiento y experimentación con cianofitas 

Las cepas aisladas se seleccionaron en base a la 

abundancia y tamaño de los heterocistos. Las diferencias di-

mensionales y morfológicas se reúnen en la tabla 4,-y figuras 

2 y 3, respectivamente. 

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

Fase estacionaria de 14 días y apreciación de la fase de muer-

te. Producción de proteína de 18 mg. (fig. 4). 

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

Pase estacionaria de 2 días y apreciación de la fase de muerte. 

Producción de proteína de 37 mg. (fig. 5). 

Nostoc commune (1): Fase lag 14 días. Fase log 21 días. No se 
apreció la fase estacionaria durante el tiempo de incubación. 

Producción de protefrui 4e37 mg-. (fíg. ói 

Nostoc commune (2): Fase lag no observada. Fase log de 28 días. 
Pase estacionaria de 2 días y apreciación de la fase de muerte. 

Producción de proteína de 54 mg. (fig. 7). 

La velocidad de crecimiento de Nostoc commune 2 fu& 

mayor en todos los puntos de la curva, a excepción del éltimo, 

ya que Nostoc  commune 1 obtuvo un valor mayor en peso seco en 

cete punta). Esto se debe, probablemente, a que la cepa de 

Mostoc combine 2 no presentó la fase lag. 

El mé*imo rendimiento de Nostac commuze 1 le obtuvo  

a los 35 días (168 mg. de peso seco y 52 mg. de proteína). El 

de Mostoc commune 2 se obtuvo a los 28 días (183 mg. de peso 

seco y 54 ag. de proteína). El de Anabaena cylindrica se obtuvo 
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a los 21 días (63 mg. de peso seco) y la proteína a los 14 

días (le mg.). El de Anabaena variabilis a los 2d días (91 mg. 

de peso seco y 37 mg. de proteína). Por lo anterior, se apre-

cia claramente que el mayor rendimiento, en los parámetros es-

tudiados, se verificó con las cepas aisladas. 

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

observó la fase de muerte, sin embargo, esto no ocurrió con 

Nostoc commune 1, lo cual guiri indica una mayor potencialidad 

de crecimiento y producción de proteína en esta última cepa. 

Sin embargo, la proporción de nitrógeno con respecto al peso 

seco fué más alto en la cepa de A. variabilís. 

Allen y Arnon (1955) informan que A. cylindrica, con 

un inóculo de aproximadamente 50 mg./100 ml., multiplicó 10 

veces su biomasa un 6 rifa= (5011 1119-/100 mi.); en el presente 

trabajo, el inóculo de cada cepa fué de 1.8 mg./100 el., ha-

biéndose obtenido en 7 días una biomasa de 8.7 y 49 mg. con 

U. commune (1) y (2) respectivamente, y 25 y 9.6 con A. cylin-

drica y A. variabilis respectivamente, por 100 ml. de medio de 

cultivo; esto corresponde a un incremento de 4.8. 27, 13.8 y 

5 veces su biomasa, respectivamente. 

En el sue117 desecado al aire durante 3 meses se de-

tecté una disminución en la población de cianofitas heterocfs-

ticas, tabla 5. Estos valores representan 1/3 y 1/6 de los 

propágulos estimados en las muestras de suelo 1 y 3, respecti-

vamente, antes de ser desecadas. 

El valor más alto de propágulos de cianofitas hete- 
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rocfsticas (muestra 1), y el más bajo (muestra 3) en la prue-

ba de desecación del suelo corresponden, proporcionalmente, 

con aqu6llos detectados en los suelos recién colectados (ta-

bla 5). 

La temperatura de congelación afectó. en diferente 

medida, a todas las cepas ensayadas. En la tabla 6 se aprecia 

que anicamente las cepas aisladas conservaron su viabilidad 

después de la congelación. Dos cultivos de Mostoc commune (1) 

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

característico y desarrollando biomasa una semana después del 

período de congelación; desapareciendo el color en la cepas 

que no se reactivaron nuevamente. Estos resultados concuerdan 

con lo mencionado por Witty (1979). respecto a la viabilidad 

de ciancfitas heterocísticas bajo temperaturas de congelación 

(0 a -101T) durante 6 horas. 

El efecto de la inoculación de los suelos con las 

aloa* se aprecia en la tabla 7. En los tres suelos y con to-

das las cepas, el incremento de materia orgánica y nitrógeno 

total resultó estadísticamente significativo con respecto al 

suelo no inoculado. 

La més alta respuesta se verificó cr-n 	commune(  1) 

en el suelo empobrecido, con un 23.6S de incremento de materia 

orgánica y nitrógeno total, siendo estadísticamente significa-

tivo a un valor de p = 0.01 con respecto al suelo empobrecido 

que no fué inoculado (Ha). Los valores obtenidos con esta mis-

ma cepa en suelo normal y estéril fueron 15.3 y 21.9, respecti-

vamente. 
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Los resultados nos permiten considerar que las cepas 

nativas, particularmente Nostoc commune 1, resultaron superio-

res a las cepas de colección, quizás por su mayor capacidad de 

adaptación al suelo del cual precisamente fueron aisladas. Sin 

embargo, Anabaena variabilis, obtuvo la mayor tasa de fijación 

de N2 en suelo, lo cual se refleja en una mayor mineralización 

del nitrógeno incorporado al suelo (28.7 p.p.m. de NO3, tabla 

8) . 

Los datos sobre la capacidad de fijación de N2 , a 

través de la técnica de la reducción del acetileno, se reúnen 

en la tabla 9. En medio de cuitivu libre de nitrógeno, Nostoc 

~mune 1, redujo la mayor cantidad de acetileno (1.95 nmoles/ 

mg. de protelna/min.); sin embargo, el cultivo en suelo de 

Anabaena variabilis fué con el que se obtuvo la t3Si MAS alta 
••••=m.m. ••+~. 

de acetileno reducido (2.13 nmoles/mg. de protefna/min.). Com-

parando con los datos que citan otros autores, se puede consi-

derar que nuestros valores de etileno producido caen en los 

rengos aceptables de actividad nitrogenisica en estos microor-

ganismos. Granhall (1975) señala rangos de 0.22-3.87 nmoles de 

etileno/mg. de protefna/min., y Li Shang (1981) informa que, 

en general, los rangos de producción de etileno varían entre 

1.3-3.8 moles/mg. de peso seco/min.; el mismo autor menciona 

que, excepcionalmente, algunas cepas han llegado a producir 

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

según la cepa. 



- 66 - 

Experimentación con Azolla 

Con el análisis microscópico de lus esporocarpos se 

Ingr/5 la identificación de la especie Azolla filiculoides. 

Las figuras 9 y 10 muestran los massulae y los glo-

chidia que según Godfrey et al (1961) y Correl y Correl (1972, 

deben carecer de septos c bien raramente se observan en la 

punta de 1..Ys glochidia 3n la especie A. filiculoides. 

Se logrk1 además identifica' in pelo de transferen-

cia (fig. 11) segdn lo describen Duckett et al (1975) y Lumpkin 

y Plucknett (1989) y que, de acuerdo entre otros aueores, a 

Duckett et al ( 1975), Watanabe (1978), Lumpkin y Plucknett 

3980) y Petera et al (1981), es el sitio donde ocurre el in-

tercambio de nutrimentos entre ambos simbiontes. 

En las tablas 10, I0a, 11 y 12 se resumen los resul-

tados del crecimiento de Azolla en medio de cultivo y suelo 

inundado. Los máximos valores de biomasa obtenidos fueron de 

27.2 ag. en medio de cultivo en 30 días y de 40.8 mg. en suelo 

inundado durante 15 días. 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 fundamental en la solubilidad y asimilación 

de la roca fosfórica y fósforo soluble. Se puede apreciar que 

a pH 6 existe el mayor valor de solubilización y la mayor así-

milaci6n. Esto se refleja en el crecimiento de Atolla (tabla 

10), donde encontramos una respuesta significativa a pH 6 con 
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respecto a pH 8, con ambas fuentes de fósforo. 

No obstante que en la literatura existen datos acer- 

ca de que la roca fosfórica no es muy efectiva como fuente de 

P para Azedlla (Watanabz, 1973; en la tabl- 11 rsblearin 1~0-, 
—r- 

    

ciar que Azolla respondió significativamente a la roca fosfó-

rica, habiéndose obtenido un 120% de incremento en peso seco 

en comparación con un 36% de incremento obtenido con K2HPO4. 

En esta misma tabla se puede apreciar que en ningún caso, la 

adición de una fuente de nitrógeno combinado9010.3) resultó 

estadísticamente significativa para el desarrollo de Azolla  

filiculoides. 

uonsiderando lus resuli.vaub 	vl vfvctc, de la 

adición de pequeñas cantidades de nitratos para el cultivo 

de Azolla (tabla 11) se decidió experimentar en un suelo em-

pobrecido en nutrimentos, particularmente en nitratos, y en 

un suelo estéril, donde se pensó que se eliminaría la compe-

tencia de la microflora, principalmente por el fósforo. Los 

resultados se reúnen en la tabla 12, apreciándose que Azolla 

siempre dio una respuesta altamente significativa en el sue-

lo empobrecido y con cualquier dosis de P, en comparación con 

el suelo normal y estéril. Esto nos conduce a pensar que el 

suelo, al tener una alta capacidad para mineralizar el nitró-

geno, contiene cantidades suficientes de este elemento como 

para inhibir el desarrollo del helecho. 

La estimación de nitratos en el suelo empobrecido 

e incorporado con Azolla nos permite apreciar la cantidad de 

nitrógeno orgánico mineralizado después de la incubación del 



suelo. Los resultados concuerdan con los datos de la tabla 12 

sobre el efecto del P en el crecimiento de Azolla. Los más 

altos valores de nitratos corresponden al máximo % de incre-

mento en nitrógeno y peso seco (tabla 14). Se puede inferir 

que la flora mineralizadora del suelo se vio considerablemen-

te estimulada por el nitrógeno incorporado por Azolla en el 

suelo. 

No se detectó una diferencia significativa en la in-

corporación de nitratos por Azolla entre los tratamientos con 

P, pero si se apreció una diferencia considerable entre el 

eug.lnerspobrecido sin Azolla  no incubado y los suelos tratados 

con Azolla e incubados. 

Cabe resaltar que los resultados estadísticos en la 

incorporación de materia orgánica se hicieron tomando por se-

parado los tratamientos de fósforo, fósforo más molibdeno y 

fósforo sin molibdeno. 

Los resultados de la tabla 13 demuestran que. en 

promedio, el mayor rendimiento se obtuvo en el suelo empobreci-

do, principalmente en el tratamiento can roca fosfórica, en 

donde se aprecian las diferencias significativas más fuertes 

(pm0.01) con respecto a los mismos tratamientos en los otros 

suelos. 

En el suelo normal, todos los tratamientos con fós-

foro fueron fuertemente significativos, al compararse con el 

tratamiento de Azolla sin fósforo (A0). 

En el suele estéril se detectó 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 fósforo. Por último, en los experimentos con cada 

suelo, existieron diferencias estadísticamente significativas 

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

pecto a los testigos iTA, Tts . Ti gin A7cIlla rqtn indica que  

la adición de Azolla a los suelos, incrementa significativa-

mente el contenido de materia orgánica y nitrógeno, lo cual 

coincide con los hallazgos de Singh (1979) y los informes del 

Institüto de Suelos y Fertilizantes de la República Popular 

de China (Lumpkin y Plucknett, 1980). 

Las pruebas de fijación de N2  (tabla 15), resultan 

congruentes con los resultados obtenidos en los ensayos de 

invernadero (tablas 10, 11 y 12). Los valores más altos de 

producción de etileno (0.08 nmoles/mg. peso seco/min.) corres-

ponden a los cultivos en suelo, y los valores más bajos (0.05 

nmoles/mq. peso seco/min.) a los cultivos en medio libre de 

nitrógeno y al helecho recién colectado en ese mismo medio de 

cultivo. Es interesante hacer notar que la mayor tasa de re-

ducción de acetileno, corresponde al cultivo en suelo empo-

brecido.Por otra parte, la svaluación de este mismo parámetro 

en la muestra del helecho recién colectado y en aquella que 

habla sido mantenida en medio libre de nitrógeno iph 1) duran-

te más de 30 días, hace pensar que no es necesario que haya una 

fase lag antes de la activación de la fijación de N2, confir-

mando lo establecido por Vatanabe, 1978. 

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

yor actividad nitrogenésica en cultivos libres ce nitrógeno, 
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al comparar con lo que obtuvieron en suelos de jardín inunda-

dos con agua destilada. Lo anterior nos permite considerar 

que, muy probablemente, los suelos de jardín utilizados por 

estos autores fueron ricos en nitrógeno, causa por la cual 

obtuvieron con ellos una menor actividad nitrogenásica. En el 

presente trabajo se pudo apreciar que, en todos los ensayos, 

los rendimientos más altos en el crecimiento de Azolla  y en 

su actividad nitrogenásica, precisamente corresponden a los 

cultivos con suelo empobrecido. 

Los valores de reducción de acetileno encontrados 

en la cepa objeto de este ensayo (0.05-0.08 nmoles de etileno/ 

mq. de peso seco/min.) quedan dentro de los valores más 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). El análisis de nitrógeno total fué bajo (2.71!), y coin-

cide con su baja tasa de fijación de N2, comparados con los 

porcentajes de 4-5% de nitrógeno total citados por Talley et 

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



TABLA 1.- CETERKIMCIQMS FISICRS Y QUINDURS EN SUELOS DE Lh CAPA ARABLE 

CATIONES INTERZAMBIAI3LES 
Humedad 	OH 	C.E. 	mm3/100 9  

~ostras 	% 	H20 1:2.5 mmhoe/cm
3 	++ ra 	te- 

'" 

M.O. N.T. N-P03  
PPm 

P 
Asimilable 
PPm 

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 

3 26.7 8.0 0.56 46.5 14.5 0.97 1.90 0.089 20.8 1.65 

4 32.5 8.0 0.72 48.0 12.5 0.95 1.72 0.086 18.7 1.30 

tézta: 

C.I.C.T. Cepacidedde Intercasttio catidnico total 	N.T. = Nitregeno total 

M.O. Nateria orglinica 	Hal. Cft = Relacidn cattono/nitr69eno 

C.E. = Cceductividad CUL-triza 	D.A. - Densidad Aparente 



Limo Arcilla") 

elemparip 0.30 	32 	23 	45 	1.14 

Tabla 2.- ALOMAS PPCPIEDADES FISICAS Y QUINUCAS DE LC6 SUELOS DE EXPERDIENTACICN 

Textura 	PM 	K 	Fbriforo 	lial. 
Profurxli- Arena Limo Arcilla D.A. 1:2.5 C.E. 	C.I.C.T. Soluble Asimilable N.O. N-NO3 N.T. C/N 

Suelo 	dad 
cm 	S 	4 	• 	H2O 	Meg/100 q. 	p.p.m. 	p.p.m. 	% 	p.p.m. t 

~mal 0-30 32 23 45 1.14 8.0 0.63 86.7 9.4 1.0 2.77 20.8 0.100 15.9 

8.0 0.36 85.2 9.4 0.85 2.62 12.5 0.098 15.6 



Tabla 3.- Estimación de la ndcroflora del ciclo de nitrógeno en la capa 
arable de los suelos. 

1,845 	(Nrirero 	erobiablei 
	

je rcr~TruniellinallIr 

(repeticiones) 
~organismo 

 
ue suelo seco 

Muestra 1 *matra 2 Muestra 3 Muestra 4 

NiCKFICAN/ES 

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 
i 130,000 43,333 36,666 215,000 

Nitramos ep. 

2,500 450 2,500 2.500 
2 9,500 4,500 2,500 2,500 
3 -'t chsn CAn 

C.-"PLO 2500 
x 5,500 1,966 2,500 2,500 

Nitrobacter sp. 

1 950 4.5 0.7 0.0 
2 950 4.5 0.9 0.0 
3 950 9.5 3.0 0.4 
x 950 6.16 1.53 0.13 

DESNITRIFICNITES 

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 24,833 1,716 

ALGIS CZNIEUTIPAS 
Cal 1121211121:15105 

1 250 75 95 150 
2 450 150 150 150 
3 250 150 95 250 
x 316 125 113 183 

INCIE4116 FIJACCEILS 
LIME ER terma:e 

1 3.300 4,130 1,400 2.600 
2 2,360 3,430 2,100 1,260 
1 ,  44" 1 inft 7414 7A1f1 
x 2,706 3,663 1,986 2,163 



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

N. comme (1) 

Prcr&io Largo 	Promedio 

N. o3mmune (2) 

Prumedio Largo 	Promedio Ancho Archa 

Cállalas Vhgetativas 3.5-7.5 	5.0 4.5-6.0 5.0 3.5-7.5 5.0 4.5-6.0 5-0 

ñebemlui»tues 5.5-11.0 •di.
„  

J.V-1.J 
^ n 

.041.0 0 6.4 

Serraras 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 nedicicres. 



Tabla 5.- ~V DE LA DESOCACIoN riEL suno EN Lh Emmx-low DE PBUPAGULDS 
VIABLES DE CIANTIMS HETEROCISTICAS. 

Tip) de 
mielo 

Nr.zero de propligulosigr 

SUELOS 
de suelo seco 

1 2 3 4 

~cado 95 45 15 25 

Fresco 316 125 113 183 



Tabla 6.- EFECDD DE LA TEPPERATURA DE CalC~CIN ni 1A vIABIL-MR.D rc ..,n 

alLTIVOS DE CIANCEIT%S. 

Cepas 	Número de cultivos viables de una 
serie de 4 

A. cylindrica  

A. variabilis 
	

o 

~tac conmine (1) 
	

2 

Nostoc =mune (2) 
	 1 

1atura promedio = - 11°C 
(30 días de congelamiento) 



Tabla 7.- EFECTO CE LA FERTILITACICN EE SUEIC6 DE ARICIAL =IV" ALGAS 
AZIE, VERLES F2 LA INCCRPORPCIG1 CE MEMA ~O% Y N1TFCGEND 
TOTAL. 

mapa 	/LO. 	Incremento de 	% del incremento 
(1) 	M.O. (%) 
	

Total (%) 	de N.O. y N.T. 

Suelo ~mil (A) 

	

Aí 	2.65 	0.35 	0.13 	15.2 

	

A2 	2.66 	0.36 	0.13 	15.5 

	

A3 	2.65 	0.35 	0.13 	15.3 

	

A4 	2.63 	0.33 	0.13 	14.1 

	

Ab 	2.30 	-- 	0.11 

Suelo Empobrecido (8) 

	

81 	2.63 	0.40 	0.13 	17.6 

	

82 	2.63 	0.40 	0.13 	17.6 

	

83 	2.76 	0.53 	0.14 	23.6 

	

84 	2.60 	0.37 	0.13 	16.6 

4O 	2.23 	-- 	0.11 	-- 

Suelo Embéril (C) 

Cl 	2.56 	0.36 	0.13 	15.6 

C2 	2.43 	0.23 	0.12 	10.4 

C3 	2.68 	0.48 	0.13 	21.9 

C4 	2.68 	0.48 	0.13 	21.9 

C 	2.24 	__ 	0.11 	-- n3  

~la de la Impuratura -24.1re 
Logi:al" Obtenidos zoo indias de 3 ~lett:dones. 
Botadfatiamote edxrdileatimo p - 0.05 • p = 0.111 

A21  A3' Al' A4 va' Ao 
113, 	111, B4, B0 

B3  los. ao  

Ci, C3, C.1  mi. Co  

1 = Amber 11ndrios 
2 = 

* 

ir* 

• 
3 =110StOC =ame  ;1) 
4 =Nbmtoc =mune  1) 
O = Sin oepe. 

   



Tabla .- DETERMNACION DE NrrRATos EN mirlo EMPOBRECIDO DESPLES CE 3 

SEMANAS DE HABER INCORPORADO ALOMAS ALGAS AZUL VERDES. 

pa ND3 

Sin 

Arisbama cylindrica 26.6 

Anábaena variabilis 28.7 

Nnstoc ~une( 1) 24.5 

Nostoc ~une (2) 14.6 

Suelo sin Inocular Incubado 27.0 

Suelo sin Inocular no incubado 12.5 

Los valores obtenidos son medias de 2 repeticiones. 



Tabla 9.- PRDEUCCICN CE ETILEMD Y FIJACICN DE N2 
POR ALGUNAS CIANCIFITAS. 

Etileno Producido Fliación de N.* 
CePa 	

(Troles/mg. de proteína/min.) 

Medio de Cultivo 

Anabaena cylindrica 1.83 0.61 

Anabaena variabais 1.37 0.45 

Noel= comuna (1) 1.95 0.65 

Mustoc comuna (2) 0.65 0.21 

Suelo 

Anabaena cyiiniríc3 1.40 0.46 

Anabaena variabais 2.13 0.71 

Nostoc ~une ( 1.11 0.37 

0.09 0.03 YOutoc ccomme (2) 

• El factor teórico de conversión de etileno Arcas ido y fijación de N2  

fié de 3. (Turnar y Gibson, 1980). 



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

Incremento en 

volumen (ml.) 

Incremento en 

peso seco (r q.) 

Incremento en 

peso seco I 

0.36 14.4 72 

0.68 27.2 136* 

0.36 14.4 72 

0.18 7.2 36 

0.40 16.0 80 

0.68 27.2 136* 

0.44 25.0 88 

0.40 16.0 80 

Tratamientos 

pH 5 

~oro 	pH 6 
soluble 	pH 7 

pH 8 

pH 5 

lima 	pH 6 
foefelrica 	pH 7  

rill R 

• Estadísticamente significativo con res-
pecto a pH 8 con un valor de p = 0.05 

P6sforo soluble 39 mg/1 de K2HPO4  

Roca fosfórica 50 m4/1 

Tabla 10a.- Efecto del pH en la solubilizad& de la ruca fosfórica en me- 
dio de cultivo, y en su asimilad& por A. filiculoides. 

Tratazalento 
aintrol 

mg. de P/1 
Molla 

ag. de P/1 

pH 5 2.23 0.00 
Fel 6 6.17 0.10 
pi! 7 0.92 0.77 

01 a 0.00 0.00 

~fa de La ~atora 14.b-C 
actroi sin Molla 
Los valores obtenidos son medias de 5 repeticiones. 



1".7Ah.la 11.- ~m'era ny A Filliomq14—bíA.....  A YE arcr-̂ Tniu ro ixrpnenarrre• 1 nom  
kid 4•41.415./V1.1~ 

FOSFIDRICA AL MEDIO CE CIILTDAD. 

Incremento en Incremento en Incremento en 
Tratamientos 	1QNO3 	volfiren 	peso seco 	peso asao 

(3%/1) 
rag/1 	(ral) 	(rag) 

	

A=a fosfórica 50 	10 	0.38 	15.0 
	

75 

	

50 	0 	0.60 	24.4 
	

120* 

	

100 	10 	0.34 	14.4 
	

72 

	

100 	0 	0.46 	19.6 
	

98 

	

150 	10 	0.44 	17.6 
	

88 

	

150 	O 	0.36 	14.8 
	

75 

Ountaul 	 10 	0.34 	13.6 
	

68 

	

0 	0.18 	7.2 
	

36 

Media de la Temperatura 21.8*C 

Control = 39 mg/1 de ISRPC14  

los valones obtenidos san medias de 5 repeticicaes. 

* Elts0falt~mnte significativo p = 0.05 



Teb14 	amo SupENIC6na0 Toma, lux millelleal y Maceo alt 
ZL aliC2202:1R0 tis A. t ti kr.191444. 

Tratamientos Inorimmto ee% 
volt!~ (111.) 

Trermsnto as ~lb IIMC 
peso asco( 	nit551050 y pos imoo eg.) 

A P Ma &salo .) normal 
Al  4 	• 	4 0.48 19.2 96 

• - 0.58 21.6 100 

2 
4 	+ 
• • 

0.›i• 
0.54 

23.2 
21.6 

110 
100 

A3 + 	• 0.50 20.0 100 
+ 	• 0.52 20.0 106 

A 0 - 0.62 24.1 124 

Suelo Ibp:teacido (5) 

H, r 0.06 34.9 172 
4 	+ 0.92 36.1 154 

, 4 	• 	4, 1.02 40.1 204 
- • • 	- 0.96 30.4 192 

b
3  

4 	4. 
+ 	- 

0.72 21.0 
12.0 

144 
160 

s o - 	- 0.70 21.0 140 

UM, A. 1%.0.41 	.1.1 	:A. 
4 0.54 21.6 lee 
• 4 0.44 17.6 Se 

C2 
• • 	4 
• 4 

0.54 
0.50 

21.6 
20.0 100 

108 

e_ • 4 14.4 72 
4. 	4 	- 0.52 20.6 104 

C
o 

• 4 	- 0.46 15.4 92 

Media da la lemparstune 24.7•C 
1 y 2 =atostabLoto con 2.7 y 5.4 mg. da P205 por 50 g. da suelos SO y 

100 Mg/ba respectlsmomeite). 
3 - Tratadanto aun 25 mg. da MOS fasedrics par 50 q. da sorbo( 1000 Ag/ha) 
O - Tratambunto sin 145stano( P1 
A - Amolla 
Mb 0-771,miclugramos por SO q. da suelo 10.125 kg/bal. 

111 immumto del nitrógeno se calculó mn base a la cantidad da natrISpmmo 
total ocsemnido en peso seco 

Los melares crotanidcm san medias de 5 rebstlicionme. 
lizeadhakmmta ilgnificatIvo p • 0.05 • p - 0.01 

02  

52  

13 
a
1 

11, 

VI. 

ws. 

es. 

vs. 

es. 

VI. 

A, C11  

B
E 

Do 

A2, C2  

A3, C3  

5̂   

••• 

•• 

11.• 

• 

• 



liga 13.- MSZTO OIL 513~011500 11011, MCI POM'CRIM T 10.150M10 MI LA 
D101150111=11 DE 1~ 01112151134 POI A. tIllaílo/des. 

Tratudastcal 11.0. 
(9) 

Incruento 
de 	I) 

1 dal legua 
de 11.0. 

Al 

A2 

A3  

Ab  
A 

11  

12 

13 
Ilo 
TI 

C1  

C2  

C3  

C o 
T c 

A P Nb 
+ + + 
+ 	+ 

+ + 	+ 
+ 	+ 
+ 	+ 	* 
+ + 
a 

• • 	• 
• • 

+ 	• 	• 
• • 	- 

• * 	+ 
• + 
• 

+ 	• 	• 
• • 

• • 	+ 
• • 

+ 	+ 	• 
• • 

e 
- 	- 

2.66 
2.65 
2.55 
2.79 
2.59 
2.72 
2.52 
2.30 

2.61 
2.57 

2.66 
2.75 

2.73 
2.99 
2.77 

2.23 

2.49 
2.75 
2.65 
2.59 
2.65 
2.61 
2.70 

2.20 

Suele moral (A) 
15.5 
15.3 

10.6 
21.3 

1.2.6 
15.4 
9.7 

17.0 
14.9 

11.9 
23.0 

21.9 
33.9 

24.0 

13.4 
24.9 
20.3 
17.5 

20.3 
10.5 
22.9 

0.36 
0.35 

0.25 
0.49 
0.29 
0.42 
0.22 

galo' I) 
0.35 
0.33 

0.44 
0.51 

0.49 
0.76 

0.54 
.ffimb 

Suelo:1~1(C) 
0.30 
0.55 
0.45 
0.39 
0.45 
0.41 

0.50 
-- 

Medía da -lailiaperatura 24.7*C 
1 y 2 + Taatualento roo 2.7 y 5.4 mi. da P0 por 50 g. da ~IDA SO y 100 

%rala ragiect~.1. 
3 - Tsatamamen coa 25 ag. de coca tosedrica por 50 q. da malo (1000 kg/ha). 
O • Trardedmaal ala ~oro CP). 
lb • 7.10 adcabgamaxt por 50 g. da malo (0.125 Ieg/hia) 
A -Agalla P Olaraco T • timp 
Loa ;Mía obamildiar eoti mmiles de 3 repellcábaaa. 
Latedlati~ alcalticativo p 0.05* p 041 *e 
~toro 	~foro mía Ob111~, 	PSehmnb 	ablIbdebb 

133  ve. A3, C3  ** 	A2, A3, Al  ve. Ao  e* 	Al  va. C1  • 

A2 "" Al • 
	 52  va. A5. C3  I'. 

£2. 343* Al "- V  42' 52 'a- S • C2. C3  Vi. Ci  

112, 112  w.. go  t, 	2,3  '. 112.:1. :o  -- ~ yí r . . ~11: 
53 va. 51 ** 	II_¿  va. so ** &o  va. T& * 

II

3 	

va. 
c  r I'l ... 

	 40  ii. T. • 

$3 15. 22' al' so a Cl  s. s. c2, co  • 	c0 we. 1
C 

* 

52 va. 50  • 	C.
1 
 va. Co ** 

C2, C1, C2  ve. Co* 	C3 as. Co • 
C2  Vi. Co  • 

el  ;a. 51  • 



Tabla 14.- ELIERMINPCICN LE N1TRATCE EN SUELO ENPCBRECIDO DES4UES DE 
3 SEMANAS DE HASER INCarrCP.Air A=11.1. 

Tratamiento 
Ppm 

A P 

	

8
1 
 + + + 	 29.2  

+ + - 	 33.0 

	

2• 
+ + + 	 35.4 
+ + - 	 29.2 

	

3• 
+ + + 	 29.2 
+ + - 	 35.4 

• + - - 	 33.0 o 

27.0 

Suelo ~mecido 	 12.5 

sin Molla y no tambecira 

1 y 2 - Trat~nto me 2.7 y 5.4 gq. de P2  Os  por 50 g. de suelo (50 y 

100 kg./ha.) rempecti~ente. 
3 - Tratmatiantw oca 15 ag. de mea fuetea:1141a' por 50 g. 	finnn I  Ap 

o Tratamiento :in fósforo 111 . 
= 7.87 aderegramoa por 50 g. de mielo (0.125 kg./ha.) . 

Loe vsLcxtis ab idos non medias de 2 ~anee. 



Tabla 15.- REDUXICe DE ACETILENO Y FIJACI0N DE N, POR A. filiculoides. 

ecedicicnes Etileno Producido 	Fijación de N2  
(nsoles/Mg. de peso sem/min./ 

En medio de 
cultivo: 

PH 5  0.060 13.020 

Pti 6  0.063 0.021 

Pti 7  0.056 0.018 

pe 8 0.051 0.017 

0.051 0.017 
( A olla reciente:lente 

colectada). 

En Suelo acriabrecusp 
irundado 

0.080 0.026 

Valores calculados en base al factor de coni.Tersiein teórico de 3. 

rltrner y Ganen, 1980), 
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Fig. 2.- Nostoc commune (I). Se aprecian células vegetativas 
TVY7heterocistos (H). 

Fig. 3.- Nostoc commune (2). Se aprecian células vegetativas 
7.777-Heterocistos (H) V esporas (E). 
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Fig. 8.- Plantas de Azolla filiculoides creciendo en suelo 
inundado. 

Fig. 9.- Microfotogratla mostrando dos microsporangia, los 
cuales constan de cuatro massulae cada uno (40 x). 



• 

r. 

Fig. 10.- Detalle de lus glochidia donje se comprueba la 
ausencia de septos (100 x). 

Fig. 11.- Microsimbionte (Anabaena azollaeJ con neterocistos 
CU) en la cavidad del }pelecho. Se observa un "pelo 
de transferencia", sitio donde ocurre el intercambio 
de nutrimentos ertre ambos simbiontes. 



- 93 - 

CONCI.USIONES 

A) Estudio Microbiológico del Suele. 

1) La población de microorganismos amonificantes, Nitroso 

monas, desnitrificantes, fijadores de nit:.5geno de vida libre 

y algas azul-verdes neterocíst,icas, fué relativarente nomogé 

nea en la 4 muestras, a excepcIón de Nitrobacter spp., que 
presenta una diferencia sionificativa r  

2) Se observó una correspondencia entre la proporción de 

nutrimentos en el suelo y la población de algunos grupos micro-

bianos. Los valores más altos de Ca en el suelo corresponden a 

la mayor población de Nitrosomcnas spp. y de algas azul-verdes 

heterocIsticas. La mayer pr,blact.ón de desnitrificantes corres-
ponde al mayor 

contenido en nitratos y, contrariarente, fué 

donde se detectó la menor población de fiadores de N- de vida 

libre ¡ algas azul-verdes heterocIsticas. 

3) El flamero de propágulos de algas azul-verdes por 
gramo 

de suelo resultó muy bajo, 
aproximadamente 10 veces menor a lo 

encontrado por otros autores. Estos resultados nos permiten 
considerar que la abundancia 

ce cianofitas fijadoras de N2  debe 
estar muy relacionada a factores edáficos tales como: humedad, 
materia orgánica, nitrógeno 

total, nitratos, tipo de cultivo 
y manejo del suelo, entre otros. 

B) Algas azul-verdes. 

1) Las dos cepas nativas aisladas, identificadas cbmn 'Jr2, 
commune  ::; y (2), difieren entre sí tanto en su rorfología 
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como en su fisiolocia. La cepa (1) mostró una mayor producción 

de biomasa, mayoi 	d.= matzria crgánie- en 

lo y mayor capacidad para la reducción del acetileno, resulta-

dos que coinciden con los ensayos de invernadero en los cuales 

los suelos fertilizados con esta cepa, mostraron una mayor mi-

neralización del nitrógeno. 

2) La desecación del suelo disminuyó el nómero de propágu-

los de las algas azul-verdes heterocIstican. Sin --barg^, 

población que permaneció viable después de la desecación, ra-

tifica el hecho de que estos microorganismos tienen una alta 

capacidad para soportar cambios drásticos en las condiciones 

ambientales. 

3) Los ensayos con la temperatura de congelación pusieron 

de manifiesto la posibilidad de emplear el congelamiento como 

un recurso para el almacenamiento de cepas, conservando su 

viabilidad, velocidad de crecimiento sin afectar su actividad 

nitrogenásica. 

4) En los experimentos sobre la fertilización de los sue-

los, hubo un efecto estadísticamente significativo en el incre-

mento de materia orgánica y nitrógeno total en los 3 suelos 

estudiados. 

La respuesta más significativa ip = 0.01) se apre-

cid en el mielo empobrecido e inoculado con la ceca liostoc 

~une (1). 

La superioridad de las cepas nativas frente a las 

cepas de colección, indica la necesidad de experimentar con 

7rganismcs nativos, mejor adaptados a las condiciones edificas, 



- 95 - 

siendo así más alta la probabilidad de obtener una respuesta 

a la fertilización de los cultivos de arroz. 

5) Los rangos de fijación de nitrógeno de Nostoc commune 

(1) son aceptables, ya que caen en los valores medios citados 

por otros autores. 

6) La baja cantidad de propágulos en los suelos estudiados, 

así como el efecto significativo obtenido durante la inocula-

ción con cianofitas, nos permite considerar que sería justifi-

cable y altamente benéfico este tipo de fertilización biológi-

ca en loa suelos dentinados al cultivo del arroz en México. 

7) La producción de proteína, ya sea para emplearse como 

forraje o para consumo humano, es otra alternativa que ofrecen 

las cianofitas heterocisticab. 

C) Azolla  

1) Condiciones de Cultivo. 

De los ensayos en invernadero, tanto en medio de 

cultivo como en suelo inundado, se concluye que, en todos los 

casos, el crecimiento de Atolla resultó significativamente ma-

yor en suelo, siendo comparativamente la biomasa 140% mayor 

que en el medio de cultivo. 

2) Cepa de Azolla. 

El estudio microscópico de los esporocarpos permitió 

la identificación de la especie Azolla filiculoides. Durante 

el estudio microsc6Fiuu 	714.1c de transferen- 

cia según lo describen Ducilett et el., 1975 	Lumpkin y 

1 

1 
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Plucknett, 1980). 

tasas de fijaci6n de N2 de 1  cepa colectada, 

resultaron más bajas de las citadas en la Literatura, ésto 

nos permite confirmar que la actividad nitrogenásica varía 

según la cepa (Talley et al., 1981). 

Resulta por lo tanto evidente la necesidad de inten-

sificar la búsqueda y selección de cepas efectivas, con un 

buen grado de adaptación a las condiciones climáticas y edáfi-

waS de las Lunas axxuceras. 

3) Respuesta a la aplicación de Fósforo. 

a) Los resultados de los experimentos  resA 1 i7ados Pn medio 

de cultivo con 2 fuentes de fósforo, K2  HPO4  y roca fosfórica, 

nos indican que la respuesta de Azolla fué significativamente 

mayor con la roca fosfórica a una dosis de SO mg./1. 

Con ambas fuentes de fósforo, la respuesta de Azolla  

fué aignificativa a pH 6. Particularmente, por lo que a la roca 

fosfórica se refiere, a pH 6 se produjo la mayor liberación de P. 

b) En los experimentos con suelo empobrecido se encontró 

una respuesta a la aplicación de P. ya sea que se adicione 

como superfosfato o como roca fosfórica. 

c) Al llevarse a cabo el análisis de varianza, no se obser-

varon interacciones entre el fósforo y el molibdeno en estos 

suelos. tamo implica que la aplicación de molibdeno no tiene 

un efecto significativo en el crecimiento de Azolla. 
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d) Se apreció un incremento de N-NO3  en el suelo .-!,7pcbreci- 

do incubado y fertilizada rnn  	rc.v.y,u al suelú 

control merecido no incubado. 

e) No se encontró una respuesta sianifirativ c.n el creci-

miento de Azolla a la adición de N-NO
3 en medio de cultivo. 

4) Incorporación de Materia Orgánica al suelo por Azolla. 

a) Azolla tuvo un efecto significativo en la incorporación 

de materia orgánica al suelo. 

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

dos fuentes y dosis, dio una respuesta significativa. 

c) Con la aplicación combinada de roca fosfórica más molib-

jebú. se pro;a4u3c un electo significativo en los 3 suelos. 
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VI) RESUMEN 

Se cuantificó la población de bacterias del ciclo 

del nitrógeno de un suelo de cultivo rotatorio arroz-caña de 

azúcar del Edo. de Morelos encontrándose que, a excepción del 

género Nitrobacter  IE., la población es estadísticamente ho-

mogénea. 

En las dos cepas aisladas, clasificadas como Nostoc 

commune Vaucher, se determinaron curvas de crecimiento y se 

cuantificó la producción de proteínas en un medio libre de ni-

trógeno, obteniéndose de 52 a 54 mg de proteína por 100 ml. en 

35 días. 

Se cuantificó la población de cianofitas en el suelo 

desecado al aire y se observó el efecto de la temperatura de 

congelación en la viabilidad de las cepas aisladas. 

Los ensayos sobre la inoculación cnn cianofitas 

se llevaron a cabo en tres suelos: suelo normal, suelo 

empobrecido y suelo 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 orgénica y nitrógeno total; resultan de .1 efecto de 

la inoculación estadísticamente significativo a un valor de 

p = 0.01. 

La técnica de la reducción del acetileno para evaluar 

la actividad nitrogen&sica, indica que esta misma cepa tiene 

una actividad bastante aceptable: 1.95 y 1.11 nmoles de etileno 

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

raron los resultados con cepas de colección de Anabaena cylin-

drica y Anabaena variabilis. 

Simultáneamente a lo anterior, se identificó una ce-

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

México, y se evaluó su crecimiento, bajo condiciones de inver-

nadero, 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 encontró que el pH 6 es el óptimo para el desarro-

llo de Azolla en medios de cultivo, ya sea que se utilice roca 

fosfórica o fósforo soluble (N2HP04
). Bajo estas condiciones 

se detectó un 120% de incremento en peso seco con ambas fuen-

tes de fósforo. El mayor crecimiento de Azolla se encontró en 

el suelc.enpobrecido. La fertilización del helecho con superfos-

fato triple (100 kg./ha.) permitió un incremento en su biomasa 

de 204%. La adición de nitrógeno, en forma de nitrato (KNO3) 

al medio de cultivo, inhibió el desarrollo de Azolla. 

La fijación de 112  por este helecho arrojó valores 

bajos, comparados con lo citado por otros autores (Lumpkin y 

19110). 

Se observó que hay diferencias estadísticamente sig-

nificativas en la incorporación de materia orgánica entre los 

suelos control y aquellos fertilizados con Azolla. 
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