Efecto de la Concentracién de Nutrimentos en el Desarrollo
y Fijacion de Nitrégeno de Azolla filiculoides’

ABSTRACT

The effects of P, K, Ca, Mg and Fe concentrations In the
growth rate and nitrogen fixing capacity of a straln of Azella
Joliculoides, collected in Chilldn, Chile, werestudled under green-
house conditlons. The results showed that the optimem follar
levels correspond to P=0.16%, K =13% - 7.0%,Ca = + 0.25%,
Mg = + 0.15%, Fe 250 ppm - 550 ppm and the optimom concen-
trations in the nutrient solution were P = +0.92 ppm, K = & ppm
« 125 ppm, Ca = + 125 ppry, Mg = + 16 ppm and Fe = 0.25 ppm
- 0.55 ppm.

INTRODUCCION

1 helecho flotante denominado A, filiculoides
Lam. es posible encontrarlo en Chile en este-

4 108, lagunas, aguas estancadas y arrozales
(17). Durante los dltimos afios, esta planta ha atraldo la
atencién de cientificos, por su rdpido crecimicnto y
habilidad para {ijar el N atmoslérico, gracias a su
asociacién simbidtica con una c¢ianobacteria
{(Anabaena azolloe Stras.) y por su posibilidad de uso
como biofertilizanie en arroz (7, 11, 14). Azolla posee
también un tejido rico en minerales y proteinas, lo que
hace posible utilizarlo como forraje y alimento para
aves (4).

En condiciones dptimas Azolla dobla su biomasa
en dos o tres dias, y fija de 2 kg a4 kg N/ha/d (16, 18)
y contiene de 4% a 6% de N en su tejido seco. Entre 25
dy 35d, Azolla puede ficilmente {ijar suficiente N para
producir 1840 a 3680 kg/ha de arroz (9).

Azolla ha sido usada como biofertilizante, en for-
ma extensiva, solamente en China y Vietnam, Se han
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COMPLENDIO

Se determind, en condiciones de Invernadero, el efecto de
diferentes eoncentraclones de los nuirimentes Py K, Ca, Mgy Fe
sobre la tasa de crecimiento y capacidad de fijacion de N en una
cepa de Azolin filiculoides recotectada en Chilldn, Chlle, Los
resuftados mostraren que los niveles foliares éptimos correspon-
denaP=0.16%; K=13%-70%;Ca=+0.25%; Mg=+0.15%;
Fe=250ppm - 550 ppm, y las concentracionces mds adecuadasen
el medio nutriflve fueron P = + 0.92 ppm; K = 5 ppm - 125 ppm;
Ca =+ 125 ppm; Mg =+ 16 ppm y Fe = 0.25 ppm - 0.55 ppm.

Palabras clave: Azolla, fijacién de nitrégens, nutrimentos,
biofertiizante.

efectuado investigaciones en paises de Asia, Africa y
Norieamérica y hay considerable interés por su uso en
Latinoamérica {12).

El gbjetivo del presenye trabajo es determinar el
efecto de los nutrimentos P, K, Ca, Mg y Fe sobre ¢l
crecimicnto y fijacién de nitrdgeno de la especie A.
filiculoides.

MATERIALES Y METODOS

Esta experiencia se realiz6 en condiciones de in-
vemadero, durante el periodo de octubre de 1987 a
febrero de 1988. Plantas de Azolla, comrespondientes a
la especie A. filiculoides, se recolectaron en un arrozal
ubicado 3 km al noroeste de Chilldn (36° 34 latitud S y
72°06 longitud O). Este ecotipo corresponde a la clave
UCA-3 dela coleccidn de 1a Facultad de Agronomiade
Ia Universidad de Concepcign.

Inicialmente, las plantas se reprodujeron vegetati-
vamente en una solucién Hoagland al 40%, libre de N,
que contenia la siguiente composicién KH, PO,, 5.45
mg/0.1 §; KCI, 14.9 mg/0.1 I; Ca CL, x 2H,0, 26.3 mg/
0.15MgS0O, x TH,{, 19.7 mg/0.11; Sequestrene 330 Fe,
0.25mg/0.11; MnSO, x H,0,0.003 mg/0.1 1, Na 2Mo04
x 2H,0, 0.015 mg/0.1 I; H,BO,, 0.5 mg/0.1 I; ZnSO, x
TH,0, 0.05 mg/0.1 I; CuSO, x 5H,0, 0.02 mg/0.1 ],
CoCl, x 6H,0, 0.05 mg/0.1 I. El pH de la solucidn se
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ajustd en un valor de 5.5, usando NaOH 0.1 N. Los
requerimicntos de Azeolla fueron estudiados, suprimien-
do individualmente del medio los siguientes elementos:
P, K, Ca, Mg y Fe. Con el fin de determinar la
concentracion Optima parsa el crecimiento y el nivel
ctitico de cada elemento en el tejido de 1a planta, esta se
cultivd en diferentes soluciones con concentraciones
crecientes de cada uno de los elementos.

1as concentraciones usadas fueron las siguientes:
P: 0-02-08-32-128ppm
K:0-1-5-25-125ppm

Ca: 0-1-5-25-125ppm
Mg:0-025-1-4-16 ppm

Fe: 0-025-05-1-1.5-2ppm

Cada medio se inoculd con 1 g de Azolla fresca,
colocada en depdsitos plasticos de 195.5 cm?, con
capacidad para 900 ml de solucidn nutritiva, Las solu-
ciones fueron cambiadas semanalmente. Con el propd-
sito de estabilizar el material, se efectuaron dos cultivos
sucesivos en un periodo de 15 d, sometidos a las
diferentes concentraciones de los nutrimentos estudia-
dos. Posteriormente se realizé la experiencia, utili-
zando como indculo 1 g de peso fresco por cada depd-
sito, con cuatro repeticiones por tralamiento; al cabo de
15 d de desarrollo, se evalué el peso fresco, peso seco,
fijacién de N y tiempo de duplicacién, Se analizd,
adermnds, la concentracién en la plantade cada uno de los
nutrimentos evaluados,

Laactividad de la enzima nitrogenasa se determing
mediante Ia 1écnica de reduccién de acetileno descrita
por Hardy et al. (5). Para el andlisis de N se usé el
método semimicroKjeldahl (2) y nesslerizacién directa
{8). Laconcentracién de P, X, Ca, Mg y Fe en el tejido
se precisd después de una digestién nitro-perclérica,
entonces el P se evalud por colorimetria, el Ca, Mg y Fe
por absorcidn atémica y el X por fotometria de Hama,

La tasa de crecimiento de Azolla se midié por
medio del tiempo de duplicacién y latasa de crecimien-
to relative {TCR), la cual corresponde a los gramos de
peso fresco generado por cada gramo de indeulo do-
rante un dia y se calcula de acuerdo con Hunt (6),
mediante la siguiente relacion:

InW,-InW,
TCR = T

Lt
Donde:

W, = peso de la planta al tiempo final;
W, = peso de la planta al tiempo inicial;
t, = tiempo de crecimiento (final) en dias;
t, = tiempo inicial en dias.

Para el cdlculo del tiempo de duplicacidn se usa fa
férmula:

In2
$ o
TCR
Donde:
t = tiempo de duplicacidn {d);

TCR = tasa de crecimiento relativo (g/g/d).

RESULTADOS Y BISCUSION
Fésforo

El comportamiento de Azolla en los distintos ni-
veles de P, se presentaen {aFig. 1 yen el Cuadro 1. El
desarrollo de 1a planta se afectd, en mayor grado, con
una concentracion igual o menor de 0.2 ppm de Pen el
medio, alcanzando una produccidn inferior a un 50%
del potencial miximo, En estas condiciones, se presen-
taron sintomas de deficiencia, caracterizados por una
coloracién rojiza que comienzaen el centro de las hojas,
y que se extiende, Juego, hacia ¢l margen, Junto con
esto, las raices también tomaron esta tonalidad y creci-
eron largas y muy frigiles, tendiendo ficilmente a se-
pararse de la planta.

En los medioscon 0.8 ppm, 3.2 ppm y 12.8 ppm de
P, se encontraron las plantas con mejor desarrollo, y con
pocas variaciones en los indicadores de rendimicnto y
fijacidn de nitrdgeno. El nivel critico de P se define
como aquella concentracidn en la que se alcanza el 90%
de la produccién mixima, y corresponde 2 0.16% de P
en ¢l tejido, valor muy similar al nivel critico de 0.15%
informado por Ali y Watanabe (1), asociado con una
concentracion en el medio de 0.92 ppm de fosfora. Esto
concuerda con lo declarado por Yatazawa et al., (21),
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Cuadro 1. Efecto de diversos niveles de P, K, Ca, Mg y Fe en e creclmicnto de A filiculoides, fjacién de ritrégeno y actividad nitrogendsica,
en un medio Hbre de nltrégeno (perfoda de desarrolio 15 dias).

Concentracitn Materia seca Tiempo de Nitrégeno fijado Actividad Tasa crecimiento
da autnimento {g/m®) duplicacidn (1} {mg/m*} nitrogenfisica relativo
epm) @ (WmCH ) (e/g/d)

Fésfore

o 3454125 509+£019 240+ 1 31414 0.14

0.2 924437 3351005 BG4 £ 22 1322%7.7 .21

0.8 1324439 298+ 0.03 1553168 180.0% 331 0.23

3.2 1344491 2871005 2008%39 16391315 0.24

12.8 1491 %86 2881005 1966128 2027£44.9 0.24
Potasio

0 150+ 16 .09 + 0.99 160 + 10 242+ 43 0.08

1.0 546418 4.101+0.06 1240427 29534108 017

50 T30 %64 364+ 0.1 16624233 587.9 4204 0.19

250 870196 3431014 15971138 596.9 4 49.3 020

125.0 928 + 45 3351005 1349+ 68 4735+ 62 021
Calcio

0 - L * * *

10 147437 9.75+£220 M9+ 31 236+53 0.07

50 468 £ 36 439 %015 510+ 20 1HBE+216 0.16

250 658133 3804 0.08 T2+ 61 15464330 0.18

125.0 1317461 289+004 1888+ 108 158.0 4:15.9 0.23

Magnesio

O "~ * L - *
025 » * * * *
1.00 2524 17 6001025 357123 094+ 11.1 0.11
4.00 10181152 3263018 11634201 2923+ 193 021

16.00 1367+ 54 295£003 1062454 158+315 0.23
Hierro .

0 669 £ 10 431+ 0.10 876121 336% 24 0.16
0.25 13304139 359+ 0.15 18931210 37874925 0.19
0.50 957 4100 379+ 013 1524153 34151474 0.18
1.00 545 % 47 470 0.18 789495 206.4:£13.4 0.15
150 155% 21 10204+ 1.23 176+ 21 3864 5.1 007
2.00 61f 15 455513 25.74 65110 53+ 14 03

Inéculo equivalente & 50 g/m? de materia fresca.

(1) Calculos efectuadas con base en materia seca.

(*) Sin evaluncitn por muerte de la planta
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PRODUCCION RELATIVA %)

P FOLIAR (%}

Fig. 1. Relacién entre el contenido de Fésforo ¢n la planta de A.
filiculpides y produccién velativa.

quienes encontraron que ¢l crecimiento y la fijacion de
N en Azolla se ven afectados si la solucidn nutritiva
tiene menos de 0.93 ppm de P (0.03 mmol PA).

Se apreci6 en los niveles éptimos de P en el medio
que un indculo equivalente a 50 g/m? de Azolla fresca
produce, en un periodo de 15 d, airededor de 1400 g de
material fresco, con un tiempo de duplicacidn de 2.88
dias. Por otra parte, con 3.2 ppm de P, se alcanzé el
valor més alto de fijacidn de N (2008 mg N/m?).

De acuerdo con los resultados, la deficiencia de P
inhibid el crecimiento y Ia fijacidn de nitrdgeno, Se
comprobd, ademds, la capacidad de la planta para
acumular P en su tejido, pues alcanzé niveles cercanos
a 1.2%, valores excepcionales en cualquier tejido vege-
tal. En efecto, Lumpkin y Plucknett (10) indican que
cancentraciones de P mayores de 0.23% y hasta 1.59%
en la planta, se consideran como un CONSBMO eXCesivo
o de lujo, To que demuestra que Azolla es capaz de
almacenar seis veces los requerimientos de este nutri-
mento, 1itil en periodos de déficit.

Potasio

Enrelaciéncon el Cuadro 1 el desarrollo de Azolla,
se vio mds afectadoenlosmedios con una concentracién
de O ppm y 1 ppm de K, y alcanzd con esta dltima una
produccion equivalente al 80% de la produccidn maxi-
ma. En estas concentraciones no se presentaron sinto-
mas morfoldgicos visuales de deficiencia, situacidn

muy similar a lo indicado por Watanabe et al. (18), 2
quienes les fue dificil confirmar deficiencias con este
nutrimento, ya que las plantas no desarrollaron cambios
de coloracidn.

Fl mejor desarrollo de 1a planta se manifesté en las
concentraciones de 5 ppm a 125 ppm de K en el medio,
y el nivel critico foliar de deficiencia correspondio a
1.3% (Fig. 2). Al respecto, Quintero (13) menciona una
concentracién Gptima en el tejido foliarde 1% a2% y
Yatazaw ef al. (21) obtuvieron un nivel critico de 15
ppm en el medio nutritivo.
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Fig. 2. Relacién entre ¢l contenido de potasio en Ia planta de A.
[filiculaides ¥ 1a produccién relativa,

Con una concentracidn de 5 ppm de K en el medio,
se alcanzd el valor mds alto de contenido de N en la
planta. Por otra parte, se aprecia que en niveles de 5
ppm, 25 ppm y 125 ppm de K en el medio, indculos de
50 g/m*® de Azolla producen alrededor de 900 g de
material fresco, con un tiempo de duplicacién de 3 .35
dias.

Segmin los resultados obtenidos, la deficienciade K
no presentd un efecto tan pronurnciado en la inhibicidn
del crecimiento y la fijacién de nitrdgeno. Ademds, la
enzima nitrogenasa no se vio afectada; por eso se
mantuvo activa atin en concentraciones deficitarias, lo
que concuerdaconlosresultados logrados por Watanabe
etal, (18).
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Calcio

Fn la Fig. 3 se presenta Ia relacion entre la
produccién de materia seca, como porcentaje de la
produccitn méaxima observada y el contenido de Caen
laplanta, despuésde 15 d de desarrollo en concentracio-
nes de O ppm a 125 ppm de calcio.

La deficiencia de Ca limité considerablemente el
desarrollo de Azolla, y se manifestd la muerte de la
planta antes de los 15 d en el tratamiento sin calcio. En
el nivel de 1 ppm, 1a planta mostrd una sintomatologia
clara de deficiencia, que se declard como necrosis y
coloracidn pardo rojiza de las frondas.

198 82

46 00

PRODUGCION RELATIVA (%}

20 60

O, 80
0. 20

Co FOUAR (%)

Fig. 3. Relacién entre el contenide de calcio en fa planta de A,
filiculoides y produccién relativa,

La produccién de materia seca se incrementd di-
reclamente, hasta una concentracién de 125 ppm de Ca
enel medio y de 0.37% en el tejido foliar. Ei90% dela
produccion maxima se obtuvo con una concentracion
de 0.25% de Ca en el tejido.

En el Cuadio 1 se presenta el efecto de la
concentracidn de Caen el medio sobre la produccidn de
materia seca, el tiempo de duplicacidn, el N fijado, la
actividad nitrogendsica y la tasa de crecimiento relati-
vo. Estos resultados corroboran lo sefialado anterior-
mente y manifiestan una concentracidn de Camayor de
125 ppm, en el medio, como la éptima para el creci-
miento de laplantay la fijacion de nitrégeno. Eltiempo
de duplicacidn varié de 9.75d a2.99 d; este Gltimo valor

corresponde a lo informado por otros autores (12, 13,
15}, como una tasa éptima de crecimiento. La tasade
crecimiento refativo se presentd en un rango de 0.07 g
a 0.23 g por gramo de indculo al dia.

La fijacién de N y la actividad de la enzima
nitrogenasa, se vieron directamente favorecidas con el
incremento de Ca en el medio, liegando a una acumu-
lacién méxima de 18.9 kg N/ha en un periodode 15dy
158.05 uMC,H /m¥h, respectivamente. Con ausencia
de Ca, de acuerdo con observaciones microscdpicas, el
alga no estaba presente en la planta.

Magnesio

El crecimiento de Azolla en los medios con O ppm
y0.25 ppm de Mg fue deprimido totalmente; primero se
observd una necrosis generalizada, luego lamuertey la
destruccidn de [as plantas (Cuadro 1). Esto tuvo como
consecuerncia una actividad nitrogendsica pricticamen-
te nula. El andlisis de contenido de nitrdgeno y el
porcentaje de Mg de la planta no se pudieron realizar en
estos tratamientos, por el escaso material recolectado.

El desarrollo de las plantas en niveles de I ppm y
4 ppm de Mg, en el medio, fue notable; sin embargo se
observaron sintomas morfoldgicos de deficiencias de
Mg, mds acentuados en el tratamiento de 1 ppm, que
comenzaron con un leve amarillamiento de las hojas,
pasando Iuego a un color pardo grisdceo, seguido de la
siibita muerte de frondas en algunas plantas.
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Fig. 4. Relacidn entre el contenldo de magnesio en la planta de
A, filiculoides y produccién relativa.
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El maximo crecimiento se manifesté en el nivel de
16 ppmde Mg enel medio, asociado aunaconcentracién
en la planta de 0.17% de magnesio. El nivel criticoen
el tejido foliar correspondid a 0.15%, el valor mis bajo
sefialado por Quintero (13), quien indica como nivel
éptimo un 0.5% de Mg en la planta.

Enrelaciénconel efectode Iaconcentracidnde Mg
en el medio sobre la produccidn de materia fresca, el
tiempo de duplicacién, el N fijado, la actividad de Ia
enzimanitrogenasa y la tasa de crecimiento relativo, se
puede observar que con una concentracion de 16 ppm
de Mg en el medio, un indculo de 50 g/m? de Azolla
fresca produce, al cabo de 15 d, 1367 g/m?* de material
fresco, con un tiempo de duplicacién de 2.95 dias. La
tasa final de fijacion de N fue de 19.6 kg/ha y la
actividad final de la enzima nitrogenasa de 316 uMC,H,/
m?*h. Los resultados demuestran la gran influencia del
Mg en el crecimiento de la planta y a fijacion del N; eso
indica que, en concentraciones deficilarias inferiores a
1 ppm de Mg en el medio nutritivo, la muerte de planta
es Inevitable. Esto concuerda, ampliamente, con los
resultados de ias investigaciones realizadas sobre con-
tenido de nutrimentos en A. pinnata cultivada en una
solucidn carente de Mg, en las que se obtuvo una
produccién de materia fresca de s6lo un 6%, en relacién
con el control (18).

Hierro

El éptimo desarrollo de la planta y fijacidn de N se
produjeron en concentraciones de 0.25 ppma0.55 ppm
de Fe en el medio (Cuadro 1), asociadas en 250 ppm y
550 ppm de Fe en [a planta (Fig. 5). Por lo tanto, estos
ditimos valores corresponden a los niveles criticos
inferior y superior de concentracidn foliar, respectiva-
mente.

108, Q3

PRODUCCION RELATIVA (%)
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Fig. 5. Relacién entre ¢l contenido de hierro en la planta de A,
filiculoides y produccién relativa.

Por ouro lado, el Fe al estar en concentraciones
superiores a 0.55 ppm en el medio tuvo un claro efecto
inhibitorio en el desarrollo de Azolla, y se llegd, conuna
concentracién de 2 ppm, solamente al 8% de la
produccién mixima. Este efecto se vio asociado direc-
tamente a la concentracién foliar de Fe, que se presenid
enun rango de 224 ppm a 9095 ppm, una manifestacion
de la capacidad de acumulacidn de metales pesados de
este helecho. Caracteristica corroborada por Lumpkiny
Plucknett {10), quienes seiialan la particularidad de
esta planta para acumular Fe, Mn, Cu y Zn.

Liama la atencién que la mayoria de los autores
(13,20) wtilizan mediosnufritivoscon unaconcentracion
entre 2 ppm vy 5 ppm de Fe, en la forma de citrato de Fe
oFe-EDTA. Enlapresente experiencia se utilizd como
fuente Fe-DTPA (Sequestrene 330 Fe), el que, posible-
mente asociado a pH de cardcter dcido en Ia solucidn,
aporta la mayoria del Fe como i6n ferrose y, por
consiguiente, queda mds disponible para su absorcidn.

De acuerdo con losresultados alcanzados, se dedu-
ce que el rango Gptimo en cuanto a la concentracidn de
Fe en el medic y en Ia planta, es muy estrecho en
comparacién con otros nutrimentos, por lo cual, la
disponibilidad de este elemento serfa un factor clave en
el manejo de Azolla
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